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RESUMO

O controle da temperatura corporal contribui para a atividade do sistema imune. Em
animais endotérmicos, essa modulacdo € finamente controlada pelo hipotalamo, com
producdo local de citocinas e mediadores lipidicos. A febre € a resposta do termostato
hipotalamico a deteccdo de pir6genos oriundos tanto de micro-organismos infecciosos
guanto aqueles produzidos pelo préprio organismo durante uma reacdo inflamatoria.
Contudo, a febre é um sinal clinico frequentemente negligenciado, devido ao seu carater
agudo e inespecifico. Assim sendo, o objetivo desse trabalho foi verificar a participacao de
importantes mediadores inflamatdrios para o desenvolvimento da febre induzida por
lipopolissacarideo (LPS). Para isso, foram utilizadas ferramentas de estudo com
reconhecida importancia para a inflamagéo: a) a enzima fosfatidilinositol 3-quinase gama
(PI3Ky), de aspecto pleiotropico e importante em diversas funcbes, como
desenvolvimento celular e ativacdo génica; b) o fator ativador de plaquetas (PAF) e seu
receptor (PAFR), cuja cascata de sinalizacdo promove ativagao leucocitaria e liberagédo de
citocinas e c¢) a microbiota comensal, que atua primando o sistema imunolégico e
oferecendo diversas vantagens simbidticas ao seu hospedeiro. Nossos resultados indicam
gue tanto a microbiota comensal quanto a enzima fosfatidilinositol 3-quinase gama séo
fundamentais para a inducéo de febre por LPS. A auséncia de ambas em camundongos
levou a reducdo da geracdo de importantes citocinas pré-inflamatérias de caréater
pirogénico, como IL-18 e TNF-a. No sistema nervoso central, essa menor resposta
periférica leva a hiporresponsividade do hipotdlamo, com menor expressdo da
cicloxigenase 2 (COX-2), enzima-chave na producéo da prostaglandina E,, mediador final
da febre no cérebro. Ja os animais deficientes para o receptor do fator ativador de
plaquetas tiveram um processo febril atrasado e prolongado em relacdo ao grupo
selvagem. Isso se deve a manutencdo de alta concentracdo de IL-1f no plasma em
periodos mais tardios apés a injecdo de LPS, em um mecanismo independente da
expressdo central de COX-2 e TNF-a. Em conjunto, os dados gerados sugerem que a
geracdo de moléculas pro-inflamatérias na periferia € necesséria para a resposta central
hipotalamica e consequente aumento de temperatura, conforme demonstrado nos
modelos utilizando animais isentos de microbiota ou deficientes para a enzima PI3Ky, nos
quais intervencdes bioldgicas e farmacolégicas suportam tal hipétese. Por outro lado, a
delecdo ou antagonismo do receptor de PAF gerou um fendtipo distinto e igualmente
interessante. O atraso e prolongamento da febre pode indicar a participacdo desse
mediador lipidico na resolugcdo do processo febril. Estudos mais detalhados se fazem
necessarios para o aprofundamento no assunto, a fim de que deles sejam extraidas
conclusdes mais robustas.

Palavras-chave: febre, inflamacao, microbiota, fosfatidilinositol 3-quinase gama, receptor
do fator ativador de plaquetas
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ABSTRACT

The control of body temperature is thought to contribute to the immune system. In
endothermic animals, this modulation is finely tuned by the hypothalamus, with local
production of cytokines and lipid mediators. Fever is the hypothalamic response towards
the detection of pyrogens either from infectious microorganism or produced by own body
during an inflammatory reaction. Nevertheless, fever is a frequently neglected clinical sign,
due to its acute and unspecific features. Therefore, the aim of this work is to verify the role
of important inflammatory mediators in the development of fever induced by
lipopolysaccharide (LPS). To achieve it, we used tools well recognized as important pieces
for the inflammation puzzle: a) phosphatidylinositol 3-kinase gamma (PI3Ky), whose
activity is pleiotropic and important for several function, like cell development and gene
activation; b) the platelet-activating factor (PAF) and its receptor (PAFR), whose signaling
cascade leads to leukocyte activation and cytokine release and c) the commensal
microbiota, responsible for priming and maturing the immune system, offering a variety of
symbiotic advantages to its host. Our results point that both commensal microbiota as
phosphatidylinositol 3-kinase gamma are fundamental for the LPS-induced fever. Their
privation leads to the reduction of proinflammatory, pyrogenic cytokines like IL-18 and
TNF-a. In the central nervous system, this minor peripheral response makes
hypothalamus less responsive, with lower expression of cicloxigenase-2, an important
enzyme to the production of prostaglandin E,, final mediator of fever in the brain. In other
hand, the mice knocked out for the receptor of the platelet-activating factor had a delayed
but prolonged fever, in comparison to the wild type mice. This interesting response may be
due to higher levels of IL-1f3 in late times after LPS injection, in a mechanism independent
of COX-2 and TNF-a expression in the hypothalamus. Taken together, the results suggest
that the production of proinflammatory molecules in the periphery is needed for the central
hypothalamic response and consequently, the increase in the temperature, as shown in
the murine models using germ-free or PI3Ky KO mice, in which the biological and
pharmacological approaches support such hypothesis. On the other hand, the deletion or
antagonism of PAF receptor leaded to a unique and equally interesting phenotype. The
delay and extension of fever may indicate the role of the lipid mediator in the resolution of
febrile process. More detailed studies are required to further explaining the subject, in
order to get robust and reliable answers.

Keywords: fever, inflammation, microbiota, phosphoinositide 3-kinase gamma, platelet-
activating factor receptor
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1. INTRODUCAO

1.1 Aregulacéo da temperatura corporal

A temperatura € uma medida da quantidade de energia presente em um sistema e,
conforme a temperatura aumenta, também cresce a energia cinética presente na mistura
de moléculas que compdem o sistema. Essas consideracdes termodindmicas séo
relevantes e, em sistemas biolégicos, tém impacto profundo na funcdo de
macromoléculas, reac¢des bioquimicas e no funcionamento apropriado da célula (Akin,
2011). A manutencao da funcdo em face a mudanca de temperatura pode ser alcancada
de duas formas: adotando e evoluindo uma maquinaria molecular e celular que confere
tolerdncia a uma grande amplitude térmica ou promovendo mecanismos (tipicamente
fisioldgicos) que permitem aos animais povoar diversos habitats térmicos enquanto
mantém suas temperaturas internas substancialmente diferentes daquelas do ambiente
externo. De fato, a biologia térmica dos animais é definida primariamente pelos efeitos da
temperatura nas funcbes bioquimicas, fisiolégicas e comportamentais, bem como pelas
estratégias que os animais empregam para lidar com flutuacdes de temperatura, a fim de

manter sua propria temperatura em niveis constantes (Tattersall et al., 2012).

Ha dois tipos priméarios de respostas as variacfes externas de temperatura exibidos por
animais: pecilotermia (ectotermia) ou homeotermia. Como a maioria” dos pecilotérmicos
nao possuem o0s meios fisiolégicos para gerar calor, o calor corporal é derivado
exclusivamente de fontes do ambiente externo. Essa dependéncia térmica exdégena define
a termorregulacdo comportamental, seja por movimentacdo entre areas de baixas e altas
temperaturas ou ainda por mudanca da posicdo corporal para ajustar a troca de calor por
conducdo e radiacdo. Exemplos de pecilotérmicos incluem os animais “de sangue frio”,

como a maioria dos peixes, anfibios e répteis (Kearney et al, 2009).

" Os peixes eram classicamente ordenados como animais ectotérmicos ou pecilotérmicos. No entanto, um
elegante estudo de Wegner e colaboradores em maio de 2015 apresentou evidéncias que o peixe-lua
(Lampris guttatus) consegue manter a temperatura de seu corpo mais elevada do que as frias dguas que
habita. O peixe consegue gerar calor através da constante movimentacdo das nadadeiras peitorais e
minimiza a perda de calor através de complexos mecanismos nos vasos sanguineos das guelras,
distribuindo sangue aquecido por todo corpo e aumentando o desempenho fisiolégico e metabdlico.
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Por outro lado, homeotérmicos tém adaptacdes fisioldgicas especificas para a regulacao
de sua temperatura central, mantendo-a entre 36 e 42 °C (lvanov, 2006). Quando
submetidos a baixas temperaturas, diversos mecanismos fisioldgicos séo iniciados para
suplementar e conservar o calor. Nesse grupo se encaixam os animais “de sangue

quente” como aves e mamiferos (Grigg et al., 2004; Robertshaw, 2006).

1.1.1 Termorrequlacdo em animais endotérmicos

O calor é derivado de reagdes bioquimicas que ocorrem em todas as células. Em nivel
mitocondrial, a energia derivada do catabolismo de metabdlitos como a glicose € usada
na fosforilagdo oxidativa para converter adenosina difosfato (ADP) em adenosina trifosfato
(ATP). Em repouso, mais da metade do calor do corpo é gerado como resultado da
ineficiéncia de processos bioquimicos que convertem a energia dos alimentos em energia
livre. Mesmo que nenhum trabalho externo esteja sendo realizado, o calor é gerado como
resultado de trabalho interno (por exemplo, peristalse, contracfes cardiacas e circulacao
sanguinea) e reacfes bioquimicas envolvidas na manutencdo da integridade funcional e
estrutural de varios sistemas. Quando ha trabalho externo, € gerado calor adicional como

subproduto de contracfes de musculos esqueléticos (Mackowiak, 2010).

Em humanos adultos e mamiferos de grande porte, o tremor € a via primaria para o
aumento da producdo de calor. A termogénese sem tremor € mais importante em
mamiferos de menor porte, recém-nascidos (incluindo humanos) e animais de clima frio.
Embora diversos tecidos (por exemplo, coracdo, musculos respiratorios e tecido adiposo)
contribuam para o processo, o tecido adiposo marrom tem sido claramente associado a
termogénese sem tremor. Essa forma altamente especializada de tecido adiposo esta
localizada proxima as escapulas, pescoco, adrenais e vasos sanguineos profundos
(adjacente a 6rgéos vitais) e é caracterizada pela cor marrom, sistema vascular profuso e

abundancia de mitocondrias (Klingenspor, 2003).

O calor gerado primariamente em 0Orgaos vitais internos € distribuido pelo corpo pelo
sistema circulatério. Em resposta ao sistema nervoso autbnomo, o sistema circulatorio

determina tanto a temperatura de diversas partes do corpo quanto a taxa de troca de calor
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entre superficies corporais e o ambiente — por conducdo, convecc¢do, radiacdo e
evaporacdo. Em um ambiente aquecido ou em resposta a uma elevacao na temperatura
central devido a exercicio, o fluxo sanguineo cutdneo aumenta para que o calor seja
transportado do centro para ser dissipado na superficie da pele. A ativacdo simultanea da
sudorese aumenta a perda de calor por evaporagdo, processo que nao acontece em
roedores. Em um ambiente resfriado ou em resposta a reducgéo central de temperatura, o
fluxo sanguineo da pele normalmente € reduzido para preservar o calor interno
(McCafferty et al., 2010).

A termorregulacdo € um processo que envolve uma sequéncia de estruturas e conexdes
neurais que se estendem ao hipotalamo e também a partir dele, através do tronco
cerebral inferior para a medula espinhal e ganglios simpaticos. No entanto, a area do
cérebro localizada na zona rostral do hipotdlamo tem importancia especial para o
processo de termorregulacdo. Embora geralmente referida como area pré-optica, também
inclui as partes medial e lateral, hipotalamo anterior e septo. Varios estudos nas ultimas
décadas estabeleceram que uma rede sinaptica de neurdnios localizados nesta area
controla as respostas termorregulatérias de carater autondmico e comportamental
(Scammell et al.,, 1996; Székely et al., 1997; Boulant, 2006). A rede engloba quatro
diferentes tipos de neurdnios — sensiveis ao calor, insensiveis a temperatura, e neurénios
efetores a producédo ou perda de calor — que regulam a temperatura central. Os neurdnios
sensiveis ao calor integram os dados centrais e periféricos, orientado seus dendritos a
receber informagBes dos termorreceptores cutdneos. Os neurdnios insensiveis a
temperatura tém orientacdo diferente e parecem prover constantes sinais de referéncia
para determinar o ponto de ajuste termorregulatorio. Os neurdnios sensiveis e insensiveis
enviam sinais mutuamente antagonicos para neurbnios efetores que controlam as
respostas termorregulatérias. Neurbnios sensiveis ao calor induzem a perda de calor
através da sinalizacdo de neurGnios efetores, inibindo os neurdnios que ativam a

producéo de calor (Boulant, 2006).

Acredita-se que a area pré-optica regula a temperatura central por integrar informacoes
de termossensores na pele e na regido interna, incluindo o sistema nervoso central. Uma

das teorias mais aceitas postula que tal integracdo envolve um ponto de ajuste térmico

21



para a area pré-optica que é mantido por um sistema de feedback negativo. De acordo
com essa teoria, se a temperatura da area pré-6ptica aumenta além do seu ponto de
ajuste, por qualquer razao, as respostas de perda de calor sdo ativadas para reduzir a
temperatura central, fazendo com que a volte ao ajuste inicial (por exemplo, 37° C). Se,
por outro lado, a temperatura pré-optica reduz abaixo do ponto de ajuste (por exemplo,
exposicdo ao frio), varias respostas de retencdo e producdo de calor sdo ativadas para

aumentar a temperatura até o ponto dito normal (Figura 1).

As necessidades basicas do animal homeotérmico sdo satisfeitas através de metabolismo
basal, uma forma de metabolismo que ndo envolve a termorregulacao fisiol6gica porque
as temperaturas externas ndo excedem limites confortaveis (Ivanov, 2006). A extensao de
temperaturas associadas com o metabolismo basal constitui a zona termoneutra. Quando
as temperaturas do ambiente ultrapassam os limites inferior e superior da zona
termoneutra, estratégias fisioldgicas como as descritas acima sdo implantadas para
prevenir alteracdes drasticas na temperatura central. Entretanto, sempre que um animal
estd termorregulando para prevenir aquecimento ou resfriamento excessivo, a taxa
metabdlica ndo-basal aumenta. Este aumento na taxa metabdlica restringe os limites de
quais temperaturas podem ser toleradas além da zona termoneutra. Em geral, animais
homeotérmicos lancam mao de meios comportamentais para se manter em sua zona

termoneutra (Cannon e Nedergard, 2011).

Feedforward Skin temperature <@ Environmental thermal challenges

signal

Pyrogenic mediator <@ Immune system <@— Infection

Brain temperature
Spinal cord temperature
Feedback loop

Afferent A— Visceral temperature

Integration

Efferent BAT thermogenesis
Cutaneous vasomotion
7 - Tachycardia Body core temperature
Somatic Sympathetic

Shivering thermogenesis

Figura 1: Mecanismos de controle da temperatura corporal em diferentes situacfes. Diversos
estimulos participam de possiveis vias aferentes na termorregulacdo e o mecanismo central que controla o
sistema esté localizado na area pré-optica do hipotalamo (POA). A partir dai, varios sinais eferentes dao
inicio aos mecanismos de perda e ganho de calor, que geram um sistema de retroalimentacdo que regula
todo a termorregulacdo (Extraido de Nakamura, 2011).
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1.2 A febre e seus mecanismos

A referéncia a febre mais antiga existe em inscrigdes cuneiformes acadianas do século VI
a.C., provavelmente derivados de um antigo pictograma sumério de um braseiro em
chamas utilizado para simbolizar a febre e o aquecimento local da inflamacdo. Antigas
teorias da patogénese da febre s6 surgiram séculos depois, quando médicos hipocraticos
propuseram que a temperatura envolvia um delicado equilibrio entre os quatro humores
corporais — sangue, flegma, bile negra e bile amarela. A febre seria o resultado de um
excesso da bile amarela, um conceito condizente com o fato de que muitas infeccdes
naguela época causavam tanto febre quanto ictericia. Durante a Idade Média,
adicionaram-se até mesmo possessdes demoniacas como um dos mecanismos
responsaveis pela febre. A origem e a préatica do monitoramento da temperatura corporal
remontam os primeiros séculos e sé teve relevancia clara e assimilacdo médica quando
Carl Reinhold August Wunderlich publicou, em 1868, um estudo com mais de 25 mil
pacientes ao longo de 16 anos, com mais de 1 milhdo de registros de temperatura, no
qual indicou a temperatura média basal do homem e suas varia¢gfes diarias (Mackowiak,
2010; Sajadi et al., 2012).

A febre é um estado fisiolégico caracterizado por uma elevagdo da temperatura central
acima de seus limites circadianos normais (IUPS, 2001). E um componente de uma série
de respostas de defesa que ocorre quando agentes vivos ou inanimados entram no corpo
e sao reconhecidos como estranhos ou patogénicos pelo hospedeiro (Kluger, 1991).
Muitas substancias, de origem microbiana ou ndo, podem provocar estas respostas.
Como a maioria delas se origina fora do corpo, sdo conhecidas como pir6genos exdégenos
e podem ser infecciosos ou ndo. No entanto, ndo sdo esses agentes 0S responsaveis
diretos pela febre ou pelos demais fendbmenos decorrentes. Depois de serem
reconhecidas pelas células do sistema imune do hospedeiro, elas estimulam tais células a
produzir e liberar certos fatores que, de fato, sdo os mediadores da resposta febril. Estes

fatores sdo conhecidos com pir6genos endégenos (Roth e Blatteis, 2014).
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1.2.1 A importancia da febre

Do ponto de vista evolutivo, a febre surgiu como uma resposta adicional do hospedeiro a
infeccdo na configuracdo de uma resposta a estresse térmico ja estabelecida em animais
superiores. Classicamente, considera-se que a febre ¢é limitada aos animais
homeotérmicos. No entanto, se a definicdo de febre for expandida a qualquer aumento na
temperatura central estimulada por infeccdo ou lesédo e alcancada somente por busca de
fontes de calor externa, o conceito também inclui vertebrados pecilotérmicos, artropodes e
anelideos. Algumas drogas com acao antipirética em mamiferos também se mostram
efetivas em bloquear a resposta de busca por calor em peixes infectados, répteis e alguns
invertebrados, sugerindo que os mecanismos de febre em animais homeotérmicos e
ectotérmicos podem estar relacionados. A persisténcia evolutiva da febre € ainda mais
marcante quando considerado seu custo metabdlico. Em humanos, o aumento da
temperatura por tremor resulta na elevacdo da taxa metabodlica em até 6 vezes e para
cada 1°C a mais, 0 organismo necessita de 12% a mais de trabalho das atividades

celulares (Hasday et al., 2014).

A resposta febril € uma importante caracteristica de infec¢des e processos inflamatorios,
sendo moldada h& muito tempo através da selecdo natural. Muito se discute a respeito
das vantagens e desvantagens da febre para o individuo. Acredita-se que 0 aumento de 1
a 4 graus na temperatura durante o processo febril estejam associados com melhora na
sobrevivéncia do hospedeiro e na resolucdo de diversas infec¢cdes. Além disso, a
resposta imune acontece de forma mais efetiva, com maior mobilidade de células
polimorfonucleares, fagocitose mais eficiente e com prevencdo da reducdo do pool de
linfocitos (Launey et al., 2011). O estresse térmico também induz a rapida expressao de
proteinas de choque térmico (do inglés, HSP). Em adicdo ao seu efeito citoprotetor, as
HSPs regulam negativamente o fator de transcricdo nuclear NF-kB, consequentemente
diminuindo a liberacdo exagerada de citocinas pro-inflamatérias (Schortgen, 2012).
Entretanto, a febre ndo é completamente benéfica. O aumento da demanda metabdlica e
do consumo de oxigénio podem levar danos cardiacos e neurolégicos, bem como danos

colaterais em outros tecidos. Temperaturas extremas estdo vinculadas a episédios de
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convulsdes em criangcas. Nestas situacdes, as altas temperaturas levam a um pior

prognadstico e a hipotermia € vista como um fator protetor (Romanovsky, 2007).

1.2.2 Inducéo de febre por lipopolissacarideo

Muito do conhecimento atual a respeito dos mecanismos moleculares que controlam a
febre vem de estudos nos quais roedores receberam LPS, componente da parede celular
de bactérias Gram-negativas, a fim de modular a termorregulacéo induzida pela resposta
imune (Blatteis et al., 2005). Na pesquisa experimental de febre, a utilizacdo de roedores
como animais experimentais e LPS como agente pirogénico refletem a preferéncia da
maior parte dos estudos na area e de fato, a maioria do conhecimento atual sobre a
fisiologia da febre é derivada deste modelo. As caracteristicas da febre dependem da
dose de LPS, sua via de administragcdo, a temperatura ambiente, a idade, tamanho,
periodo circadiano (e estral, para fémeas) do hospedeiro desafiado e a sensibilidade
pirogénica dos animais (Romanovsky et al., 2005; Rudaya et al., 2005). Quando essas
condicdes sdo constantes, o LPS - em doses baixas ou moderadas — provoca uma febre
prototipica e reprodutivel que consiste em fases sequenciais, comumente com uma
duracédo total de 5 a 8 horas. Em camundongos e ratos, independentemente da via de
administracdo, o LPS induz trés elevacdes sucessivas na temperatura dos animais, a
primeira delas por volta de uma hora apés a injecdo do pir6geno. No entanto, essa fase
primaria pode ndo ser uma febre verdadeira, pois pode estar relacionada a alta
sensibilidade dessas espécies ao manuseio fisico que causa um aumento transitério da
temperatura provocado por estresse (hipertermia emocional), consequéncia das
manipulacdes inevitaveis associadas a instrumentacéo relativa a técnica (Roth e Blatteis,
2014).

A indugcéo e manutencao da febre envolve uma relagédo coordenada entre a imunidade
inata e 0s circuitos neuronais no sistema nervoso central e periférico. Tudo tem inicio com
a deteccdo de padrdes moleculares associados a patdogenos (PAMPs) — por exemplo,
LPS, RNA viral e carboidratos de origem fungica — por receptores de reconhecimentos de
padrboes (PRRs), como os receptores do tipo Toll (TLRsS), que sdo expressos por diversas

populacdes de células imunes inatas, incluindo macréfagos, neutréfilos e células
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dendriticas. Ao se ligar ao TLR4, o LPS induz a sintese de diversas citocinas pirogénicas
endogenas, como IL-1, IL-6, TNF-a e quimiocinas, principalmente em células
hematopoiéticas (Steiner et al., 2006; Machado et al., 2007), que circulam por todo o
corpo e atingem diversos tipos celulares no cérebro (astrocitos e células da glia), onde
promovem o aumento da expressdo da cicloxigenase-2, enzima responsavel pela
oxidacdo do acido araquiddnico que culmina na producdo de prostaglandina E, (PGEy,).
Além da ativacdo classica da via de TLR4, o LPS sofre clearance pelas células de
Klpffer, que constituem a maior populacdo simples de macréfagos no corpo. A ativacao
desse grupo celular leva a producdo priméaria de PGE; na periferia por um mecanismo
dependente do sistema complemento. (Perlik et al., 2005; Li et al., 2006)(Figura 2).

@LBP _— Complemlent activation

/T

C3a C5ax
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NFxB l PLA, —— COX-I
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¥ ¥ | / \
TNFo 1L NO  H,0, “~ PGD, PGFy,
IL-6 0, Oz % PGE,  TXA,

Figura 2: Estimulagdo de células de Kiipffer por LPS via TLR4 (esquerda) e via ativagdo do
complemento (direita). A via mediada pelo complemento resulta na formacdo imediata de PGE,. Isto
ocorre pela hidrélise pela fosfolipase C (PLC), que é ativada por C5a, mas ndo por LPS ou citocinas. A
liberagdo de &cido araquidénico (AA) pela PLC é 10 vezes mais rapida que aquela mediada pela fosfolipase
A, a enzima ativada por LPS via TLR4. A subsequente conversao de AA em PGE; é catalisada por COX-1
e COX-2, ambas constitutivamente expressas nas células de Kipffer. A via mediada por TLR4 induz a
sintese de novo de citocinas pirogénicas, COX-2, iINOS e outras moléculas. Este processo leva pelo menos
30 minutos (Extraido de Roth e Blatteis, 2014).
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Neste modelo, a PGE, produzida por células do endotélio vascular é considerada o
principal mediador da febre. Este mediador lipidico responde aos sinais aferentes vindos
de citocinas pirogénicas produzidas em resposta ao estimulo inflamatério, gerando sinais
gue envolvem neurotransmissores que aumentam a temperatura central. PGE; também &
sintetizada precocemente na periferia por células hematopoiéticas ativadas pela ligacédo
do LPS ao TLR4, atravessando a barreira hematoencefélica em seguida para dar inicio a
resposta febril (Steiner et al., 2006). A febre induzida por LPS ocorre por mecanismos
autondmicos dirigidos pela ligacdo da PGE, ao receptor EP3 (PTGER3, receptor 3 de
prostaglandina tipo E), que € expresso por neurdnios termorreguladores no nucleo
predptico mediano do hipotalamo (Figura 3). Animais endotérmicos aumentam sua
temperatura através da liberacdo de noradrenalina, que aumenta a termogénese no tecido
adiposo marrom e induz a vasoconstricdo nas extremidades do corpo para evitar a perda
passiva de calor (Lazarus et al., 2007). Além disso, a sinalizacdo central através da
acetilcolina estimula a musculatura a converter a energia quimica em energia térmica,
aumentando também as taxas metabdlicas do organismo. Assim como animais
ectotérmicos, os endotérmicos também manifestam comportamento de procura por calor
gue nao requer a acdo dos neurdnios pré-opticos, embora as vias neurais responsaveis
pelo controle dos mecanismos comportamentais ndo estejam completamente esclarecidos
(Almeida et al., 2006).

1.2.3 Vias neurais para o estabelecimento da febre

A febre é a elevacdo da temperatura corporal regulada pelo cérebro que ocorre durante
uma resposta inflamatoéria. Depois da administracéo periférica de LPS, a febre ocorre em
diversas fases, cada uma representando a atividade de diferentes efetores
termorregulatérios e um aumento distinto na temperatura central (Romanovsky et al.,
1998). As respostas febris sdo blogueadas pela administragédo sistémica de inibidores da
COX e sao ausentes em animais nos quais 0 gene Ptges — que codifica a enzima
prostaglandina E sintase microssomal — foi deletado (Engblom et al., 2003), indicando que
estas respostas sdo mediadas pela prostaglandina E, (PGE;). No entanto, a PGE, que

medeia as diferentes fases da febre pode vir de diferentes fontes. A primeira fase da febre
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por LPS é iniciada pela PGE, de origem periférica, visto que a neutralizacdo da PGE;
circulante por um anticorpo anti-PGE;, bloqueia essa resposta (Steiner et al., 2006b). O
LPS age nos receptores TLR4 nas células de Kupffer hepéaticas e em macréfagos
pulmonares, nos quais hda o aumento da expressdo de mRNA e proteinas para a
fosfolipase A, (que produz acido araquiddnico), COX-2 e mPGES1, que resulta no
aumento de PGE; tanto no sangue arterial quanto no venoso. A PGE; se liga a albumina,
gue a transporta e protege da inativacdo enzimatica. A PGE, pode se dissociar da
albumina e ser transportada através da barreira hematoencefalica para seu local de acéo
por transportadores especializados que s&o expressos no hipotdlamo (lvanov e
Romanovsky, 2004).
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Figura 3: A inducdo de febre durante a inflamagdo. O reconhecimento de padrdes moleculares
associados a dano (DAMPs) ou patégenos (PAMPs), como lipopolissacarideo (LPS), por receptores do tipo
Toll (TLRs) e outros receptores de reconhecimento de padrao levam a ativacdo de células dendriticas e
macréfagos. Essas células do sistema imune inato liberam prostaglandina E2 (PGE,) e citocinas pirogénicas
(IL-1, IL-6 e TNF-a) que agem sistemicamente para induzir a febre. IL-6 opera com IL-1 no nucleo pré-optico
mediano do hipotalamo para induzir a sintese de cicloxigenase-2 (COX-2), a enzima responséavel pela
producdo de PGE, adicional. Considera-se que PGE, é o principal mediador da febre. Neurbnios que
expressam o receptor 3 da PGE, (EP3) ativam o sistema nervoso simpatico para liberar noradrenalina, que
eleva a temperatura corporal através da termogénese no tecido adiposo marrom e induzindo a
vasoconstricdo para prevenir a perda passiva de calor. Além disso, a acetilcolina contribui para a febre pelo
estimulo de midcitos na geracdo de tremor (Adaptado de Evans et al., 2015).
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As fases tardias mais proeminentes da febre — que comecam cerca de uma hora apés a
administracdo de LPS e duram varias horas (Romanovsky et al., 1998) — sdo mediadas
pela PGE; produzida pela COX-2 nas células perivasculares e endoteliais (Matsumura et
al., 1998; Schiltz e Sawchenko, 2002). IL-1B e baixas doses de LPS podem aumentar a
expressdo de COX-2 em células perivasculares, enquanto altas doses de LPS também
aumentam a expressdo de COX-2 em ceélulas endoteliais, principalmente em vénulas
(Serrats et al., 2010). A inducdo de COX-2 e mPGES1 no cérebro coincide com as fases
tardias da febre. Embora estudos com camundongos deficientes tenham demonstrado os
papéis indispensaveis de COX-2 e mPGESL1 na febre induzida por LPS, a modulacdo
célula-especifica da expressdo dessas enzimas € necessaria para determinar a fonte
celular da PGE,. O efeito reciproco dos sistemas de transporte e degradacdo da PGE,
também podem regular os niveis cerebrais de PGE, durante a febre (lvanov e
Romanovsky, 2004; Steiner et al., 2005).

A PGE; atua em receptores neuronais da familia EP no circuito termorregulatério para
iniciar a febre (Figura 4). O receptor EP3 é tido como o principal tipo responsavel pela
febre, mas os receptores EP; também contribuem em algumas condic¢des. O receptor EP;
ocorre em diversas isoformas e em roedores as isoformas a e y sdo fortemente expressas
no nucleo pré-éptico mediano (MnPO) e acredita-se que participem da mediacdo do
processo febril (Oka et al., 2003; Vasilache et al., 2007). A eliminacao focal de receptores
EP; no MnPO mostrou que sua presenca € necessaria para a febre apds injecéo
sistémica de LPS ou administracao intracerebroventricular de PGE,. Os neurdnios que
expressam os receptores EP3; produzem GABA e acredita-se que eles inibam neurdnios
gue acionam o aumento da temperatura central. Tipicamente, os receptores EP; a e y
inibem a funcao neuronal através da inibicdo da adenilato ciclase dependente da proteina
G;. Consequentemente, é provavel que a ligacdo de PGE, aos receptores EP3; reduz a
atividade dos neurénios do MnPO, resultando em desinibigdo dos alvos responsaveis por

elevar a temperatura central (Nakamura et al., 2002; 2011).

A contribuicdo autonémica para a febre apos a injecéo sistema de LPS ou administracao

intracerebroventricular de PGE; conta primariamente com duas respostas: a
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vasoconstricdo cutanea (particularmente na pele da cauda, o principal meio que os
roedores usam para induzir febre em um ambiente aquecido) e a ativacdo da
termogénese no tecido adiposo marrom (utilizada pelos roedores em ambientes frios).
Estas respostas sdo controladas por duas populacbes de neurdnios pré-opticos
GABAérgicos que sado sensiveis ao calor (isto €, disparam mais rapido quando
aquecidos). Uma populacdo neuronal, localizada principalmente no MnPO, regula a
vasoconstricdo da pele da cauda através de projecdes para a rafe medular rostral (RMR),
gue por sua vez inerva neurdnios pré-ganglionares simpaticos. Esses neurénios do MnPO
gue expressam receptor EP3 provavelmente estdo envolvidos com a termorregulacao
basal. O outro grupo estd localizado na é&rea pré-Optica dorsolateral e regula a
termogénese do tecido adiposo marrom através de projecdes na regido dorsomedial do
hipotdlamo (DMH), que também projeta para a rafe medular rostral (Tanaka et al., 2009;
Yoshida et al., 2009). Logo, em roedores, a PGE; inicia a conservacdo autondmica de
calor e a producdo de calor através da acdo sobre receptores EP3 para reduzir a
atividade de neurdnios pré-opticos GABAérgicos, dessa forma, desinibindo a ativacao
simpatica da vasoconstricdo da pele da cauda e a termogénese do tecido adiposo
marrom.
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Glutamate
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Brown adipose tissue thermogenesis &  —~—~'%
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Cutaneous (tail artery) vasoconstriction

Ma ina Corral

Figura 4: Vias neuronais responsaveis pela febre durante inflamacdo sistémica em resposta a
prostaglandina E,. A PGE, é produzida por células endoteliais e perivasculares ao longo de vénulas nas
extremidades do cérebro, particularmente na area pré-optica, onde age em receptores EP3 para inibir
neurdnios no nucleo pré-6ptico mediano (MnPO). Muitos desses neurbnios sdo GABAérgicos e sua
atividade inibe neurénios no nicleo dorsomedial do hipotdlamo (DMH) e na rafe medular rostral (RMR) que
age para aumentar a temperatura central. Os neurdnios da RMR usam glutamato e serotonina (5-HT) para
excitar neurénios pré-ganglionares simpaticos na coluna intermediolateral da coluna espinhal (IML), que
ativa o tecido adiposo marrom (para produzir calor) e leva a vasoconstricdo cuténea (particularmente na
artéria caudal, para conservar calor). Sendo assim, a PGE, no MnPO desinibe essas vias de producéo e
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conservagdo de calor, elevando a temperatura do corpo. Setas azuis indicam excitacdo e as vermelhas,
inibicdo (Extraido de Saper et al., 2012).

A febre por LPS também envolve muitos comportamentos termorregulatorios, incluindo a
selecdo por um ambiente de maior temperatura ou “busca por calor’ (Almeida et al.,
2006). As vias neurais que controlam os comportamentos termorregulatérios diferem dos
mecanismos termoefetores autondmicos. As vias ndo passam pela area pré-optica, mas
seguem vias talamo-corticais de sensibilidade térmica discriminatéria. Ratos com lesdes
eletroliticas na regido pré-optica mantém um excelente comportamento termorregulatorio,
incluindo a habilidade de gerar febre apds a administracdo de LPS, através da
movimentacdo para um ambiente de temperatura elevada, mesmo que 0S mMesmMOs
animais sejam incapazes de montar respostas termorregulatérias autondmicas
(Romanovsky, 2007; Nakamura, 2011).

1.2 A microbiota comensal e a homeostase do hospedeiro

As comunidades microbianas que colonizam os seres vivos séo coletivamente conhecidas
como “microbiota”. Estes comensais residentes sdo bem adaptados as condicdes
ecoldgicas de seus hospedeiros e constituem um complexo ecossistema no qual as
interacBes micro-organismo/hospedeiro, micro-organismo/ambiente e entre diferentes
micro-organismos ditam a composi¢cdo e dinamica da comunidade. Como em todo
ecossistema, as espécies comensais ocupam um nicho, sdo evolutivamente adaptadas,
continuamente selecionadas por pressdes ambientais e competem com outras espécies
por recursos. Em mamiferos, a microbiota intestinal tem coevoluido para fornecer funcdes
essenciais para os processos fisiolégicos do hospedeiro, tais como a aquisicdo de
nutrientes, o desenvolvimento e maturacdo do sistema imune e o reforco da barreira

intestinal (Sassone-Corsi e Raffatellu, 2015).

O trato gastrointestinal é habitado por 10**-10* micro-organismos, um niimero cerca de
10 vezes maior que a quantidade de células no corpo humano e 150 vezes mais genes
gue o nosso genoma (Gill et al., 2006; Qin et al., 2010; Ohno, 2014). O numero estimado

de espécies varia muito, mas acredita-se que a microbiota em um adulto seja composta
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de mais de 1000 espécies e mais de 7000 cepas (Ley et al., 2006; Derrien et al., 2015),
espalhadas por toda superficie corporal (Figura 5). E um ambiente dominado por
bactérias, principalmente anaerdbias estritas, mas também inclui virus, protozoarios,
fungos e arqueia (Gill et al., 2006; Xu et al., 2007). A microbiota € amplamente definida
por duas UTOs (unidades taxondmicas operacionais): Bacteroidetes e Firmicutes, com
Proteobacteria, Actinobacteria, Fusobacteria e Verrucomicrobia em menor abundancia
relativa (Eckburg et al., 2005; Verdu et al., 2015).
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Figura 5. A composicdo da microbiota bacteriana, fungica e viral em locais distintos do corpo
humano. A figura mostra a abundancia relativa das comunidades de bactérias, fungos e virus nos
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diferentes locais do corpo exposto ao ambiente externo. A composicdo bacteriana e fdngica € indicada
pelas seis OTUs com maior representagéo (Extraido de Marsland e Gollwitzer, 2014).

Enquanto o conhecimento da diversidade microbiana aumenta, também cresce o
interesse pelo seu desenvolvimento e variacdo longitudinal. A colonizacdo de um ser
humano, por exemplo, comeca no nascimento quando o parto expde o recém-nascido a
uma complexa microbiota com uma “assinatura” materna caracteristica e que se distingue
em casos de parto normal ou por cirurgia cesariana (Palmer et al., 2007; Adlerberth e
Wold, 2009). O numero e diversidade de anaerobios estritos aumentam como resultado
da dieta e do ambiente e depois de um ano de idade, a microbiota ja comeca a tomar
proporcdes de um individuo adulto (Kurokawa et al., 2007, Palmer et al., 2007). Apesar da
grande variacdo interpessoal da microbiota, ha um equilibrio que confere beneficios ao
individuo e alterac6es nos micro-organismos ditos benéficos podem comprometer o bem-
estar do hospedeiro (Cryan e O"Mahony, 2011). Muitos fatores podem alterar a microbiota
como infecgBes, doencas, dieta e o uso de antibidticos, mas ha a tendéncia de reverséo a
diversidade estavel uma vez que o fator modificante seja removido do sistema (Forsythe
et al.,, 2010). De modo interessante, foi demonstrado que a microbiota de um individuo
idoso é diferente daquela encontrada em adultos jovens e que a as mudancas na
composi¢do microbiana relacionadas a idade sé@o diretamente relacionadas a efeitos na

saude do hospedeiro (Claesson et al., 2011).

1.2.1 Funcdes da microbiota comensal

Estudos com animais isentos de microbiota (germ-free, GF) tém sido cruciais no
estabelecimento de um repertorio de fungbes estruturais, metabdlicas e protetoras que
tem sido vinculado a microbiota (Janssen e Kersten, 2015). As consequéncias
morfolégicas do crescimento isento de germes sdo evidenciadas pelo ceco
substancialmente aumentado, reducéo na area de superficie intestinal, menores placas de
Peyer e vilos mais finos nesses animais quando comparados aos controles
convencionais. Dessa forma, sabe-se que a microbiota é essencial para a motilidade

normal do trato gastrointestinal, bem como para a manutencdo da funcdo classica de
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barreira. A reposicdo do epitélio intestinal € muito mais vagarosa em animais GF em

relacdo aos seus controles, por exemplo (Abrams et al., 1963; Shananan, 2002).

Além disso, ja ha a demonstracdo de que o reconhecimento da microbiota comensal por
receptores do tipo Toll (TLRs) sdo necessarios para a inducdo da proliferacédo epitelial,
acelerando o processo de reparo apos lesdo (Rakoff-Nahoum et al., 2004). A
monoassociacdo de animais GF com Bacteroides thetaiotamicron, uma cepa
representativa das bactérias da OTU dominante, leva a superexpressdo de genes
envolvidos na manutencdo dos desmossomos e reforco da barreira intestinal (Hooper et
al.,, 2001). Em outro estudo, a ativacdo da via de sinalizacdo por TLR2 aumenta
diretamente a integridade epitelial através da translocacdo de proteinas envolvidas na
juncéo celular (Cario et al., 2004). Outro fator importante sdo as células de Paneth, que
tém funcdo secretora e se localizam na base das criptas no epitélio do intestino delgado.
Essas células podem perceber a presenca de bactérias no limen intestinal e com isso
ativar a sintese de multiplos fatores antimicrobianos, controlando a penetracdo de
bactérias comensais e patogénicas. Também sdo conhecidas por expressar e liberar uma
ampla variedade de peptideos antimicrobianos, incluindo a-defensinas e lisozima C, mas
precisam de uma microbiota completa para realizar essa tarefa (Hooper et al., 2003;
Vaishnava et al. 2008).

Diversos trabalhos com animais isentos de microbiota também revelaram que a
microbiota é essencial para o desenvolvimento do tecido linfoide associado ao intestino
(do inglés, GALT) e de fato, tem um papel vital na formacdo de um repertorio
imunoldgicos do trato gastrointestinal com secrecdo de IgA, tendo como consequéncia
uma inflamacé&o controlada em resposta a colonizacdo bacteriana (Mayer, 2003; Quigley,
2008). Em comparagdo aos animais convencionais, 0os animais GF tem menos
plasmocitos e IgA circulantes, menor expressdo de marcadores de ativagdo de
macréfagos intestinais, menor ativacdo de MHCII em células epiteliais, menor liberacdo
de oxido nitrico e histamina no intestino delgado (Mikkelsen et al., 2004; Sobko et al.,
2004; Smith et al., 2007). As placas de Peyer sdo reduzidas em numero e tamanho e os
linfonodos mesentéricos sdo menores e com menos células. No entanto, a reconstituicao

dos animais GF com microbiota intestinal é suficiente para restaurar o sistema imune da
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mucosa (Umesaki et al.,, 1995). Além disso, ligantes de bactérias comensais como
polissacarideo A, lipopolissacarideo (LPS) e &cido lipoteicoico (LTA) influenciam o
desenvolvimento normal do sistema imune da mucosa (Mazmanian et al., 2005). O
mecanismo basico desse sistema é a imunidade inata e sua habilidade de distinguir
micro-organismos potencialmente patogénicos dos antigenos inécuos através dos
receptores de reconhecimento de padrdao (PRRs). Os receptores do tipo Toll sao
presentes nas células do sistema imune inato e reconhecem moléculas caracteristicas
chamadas de padrbes moleculares associados a patdogenos (PAMPs, Akira e Hemmi,
2003). O reconhecimento de um patégeno por um TLR especifico resulta em uma cascata
de eventos comecando com a ativacao do sistema de sinalizacado por NF-kB e resulta no
aumento da producdo de citocinas e ativacdo de células T. Contudo, na falta da
microbiota residente, membros importantes da familia dos TLRs estdo em falta,

comprometendo a resposta imune a ameacas patogénicas (Frosali et al., 2015).

A microbiota também tem um papel critico no suporte a digestdo normal e metabolismo do
hospedeiro. Ha dois mecanismos pelos quais € possivel maximizar a disponibilidade de
nutrientes, tanto pela liberacdo de calorias por oligossacarideos outrora indisponiveis ou
pela modulacdo da absorcédo (Sekirov et al., 2010). Uma fonte significativa de energia
para os humanos € o metabolismo bacteriano das fibras da dieta em &cidos graxos de
cadeia curta (Macfarlane e Macfarlane, 2003), que podem modular o equilibrio energético
do hospedeiro através da GPR41, uma proteina acoplada a proteina G que se liga aos
acidos graxos, cuja expressao € dependente da microbiota intestinal. A interacdo entre 0s
acidos graxos produzidos pelas bactérias e GPR41 aumenta os niveis circulantes de PYY,
um horménio enteroenddcrino que reduz a motilidade intestinal levando ao aumento da
absorcdo dos referidos acidos graxos (Samuel et al., 2008). Além disso, animais GF
precisam de uma maior ingestdo de calorias para manter 0 mesmo peso de animais
convencionais e sao susceptiveis a deficiéncias em vitaminas, sendo necessaria a
suplementacéo artificial com vitaminas dos complexos K e B, cuja sintese em animais
convencionais € dependente da microbiota (Wostmann et al.,, 1983; Hirayama et al.,
2007).
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A prevencdo da colonizacdo por patdogenos também é alcancada em grande parte através
da microbiota residente pela competicdo por nutrientes e receptores e produgcdo de
compostos antimicrobianos (Sekirov et al., 2010). Lactobacillus e Bifidobacterium s&o
bactérias gram-positivas e formam dois importantes géneros da microbiota. Foi
demonstrado que Lactobacilli inibem a infeccdo por Listeria monocytogenes através da
combinacéo da producéo e secrecdo de acidos enquanto a inibicdo por Bifidobacterium foi
associada a compostos proteicos secretados (Corr et al., 2007a). Em outro estudo, uma
cepa de Lactobacillus salivarius foi capaz de produzir uma bacteriocina in vivo que

protegia os camundongos sujeitos a infeccdo com o mesmo patogeno (Corr et al., 2007b).

1.2.2 A relacdo entre e microbiota e processo inflamatorio

Apesar da natureza simbidtica desta relacdo, a associacdo tdo préxima de uma
comunidade microbiana tdo abundante € um grande desafio a salde do hospedeiro. As
densas comunidades de bactérias no intestino (mais que 10*%/cm3 de contetdo intestinal)
séo separadas dos tecidos corporais por uma camada epitelial de 10 um por uma extensa
area (~ 200 m? em humanos) (Hooper et al., 2012). Embora ja tenha sido demonstrado
gue a microbiota promove as funcdes antimicrobianas para neutréfilos e macrofagos
(Starling e Balish, 1981), é necessario coletar mais informacfes sobre os efeitos da
microbiota no desenvolvimento da resposta inflamatéria aguda. A inflamacdo € uma
resposta essencial que permite a sobrevivéncia durante uma infeccdo ou lesdo, na
tentativa de manter a homeostase do tecido, mesmo sob uma diversa variedade de

condi¢Bes nocivas (Figura 6).

A fim de avaliar o papel da microbiota na modificacéo das respostas inflamatorias agudas,
diversos experimentos foram conduzidos por nosso grupo de pesquisa utilizando animais
isentos de microbiota. Por exemplo, quando submetidos a isquemia intestinal seguida de
reperfusdo, tais animais foram protegidos da resposta inflamatoria massiva que se
observou nos animais convencionais, colonizados. Além disso, 0s animais germ-free
também foram resistentes a letalidade induzida por LPS (Souza et al. 2004). Ao contrario

da resposta pro-inflamatéria dos animais convencionais — evidenciada pela producéo de
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TNF-a, por exemplo — 0s animais isentos de microbiota respondem com alta producéo de
IL-10, uma citocina de carater marcadamente anti-inflamatério (Souza et al., 2007). No
entanto, essa hiporresponsividade se traduz negativamente quando esses animais sao
expostos a agentes patogénicos. Animais GF sdo mais susceptiveis a infeccédo por certos
micro-organismos. Quando desafiados com o enteropatdogeno Shigella flexneri, esses
animais mostram reduzida resisténcia a infeccdo e mortalidade aumentada em relacéo ao
grupo convencional (Sprinz et al.,, 1961). O mesmo padrdo de hiporresponsividade se
repete em infec¢des experimentais com Trypanosoma cruzi (Duarte et al., 2005), Listeria
monocytogenes (Zachar e Savage, 1979; dos Santos et al., 2011) ou Klebsiella
pneumoniae (Fagundes et al.,, 2012a), que sucumbem a infeccdo ja que a classica
resposta inflamatéria a esses micro-organismos ndo € montada como ocorre nos animais

convencionais.

Dessa forma, € possivel postular que o hospedeiro mamifero pode estar em dois
diferentes estados: o primeiro, “dormente”, é observado na fase nao-colonizada,
caracteristica dos animais isentos de microbiota. Nesta fase, o hospedeiro tem a
habilidade inata de produzir IL-10 e outras moléculas anti-inflamatérias ao sofrer um
insulto, mantendo o hospedeiro em um estado de hiporresponsividade inflamatéria. Por
outro lado, a colonizacdo pela microbiota indigena atenua este fendtipo de
hiporresponsividade inflamatéria. Em um estado “alerta”, o hospedeiro passa a ser capaz
de gerar citocinas e demais mediadores pro-inflamatérios, além da promocdo de
recrutamento eficiente de leucdcitos inatos durante lesdes inflamatérias estéreis ou

infecciosas (Fagundes et al., 2012b).

Figura 6: A dieta e outros fatores ambientais
e do hospedeiro tém um grande efeito na
composi¢cdo da microbiota. Modelos sugerem
gue uma composicdo equilibrada resulta em
simbiose, o que garante regulacdo das respostas
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1.3 Enzimas do grupo das fosfatidilinositol 3-quinases (PI3K)

Desde sua descoberta nos anos 80, a familia de quinases de lipidios chamada de
fosfatidilinositol 3-quinase (PI3Ks) tém sido associada a papéis reguladores importantes
em muitos processos celulares, incluindo sobrevivéncia, proliferacdo e diferenciagao
celular (Liu et al., 2009). Como as maiores efetoras das vias dos receptores tirosina-
guinase (RTK) e dos receptores acoplados a proteina G (GPCRSs), as PI3Ks transmitem
sinais de varios fatores de crescimento e citocina na forma de mensagens intracelulares,
através da geracao de fosfolipidios, que culminam ativando a serina-treonina quinase AKT
(também conhecida como proteina quinase B, PKB) e outras vias efetoras. O supressor
tumoral PTEN (fosfatase homdéloga a tensina) € o regulador negativo mais importante da

via de sinalizacéo por PI3K (Hopkins et al., 2014).

As PI3Ks séo divididas em trés classes de acordo com caracteristicas estruturais e
especificidade de substrato (Figura 7). Destas, as mais estudadas sdo as enzimas de
classe |, ativadas diretamente por receptores de superficie celular. As PI3K de classe |
podem ainda ser divididas em classe IA, ativadas por RTKs, GPCRs e alguns oncogenes
como a proteina G RAS, e em enzimas da classe IB, que sdo reguladas exclusivamente
por GPCRs (Burke e Williams, 2015).

As enzimas da classe IA sdo heterodimeros de uma subunidade catalitica p110 e uma
subunidade reguladora p85. A subunidade reguladora faz a mediacdo da ativacdo do
receptor, ativacdo e localizacdo da enzima. Em mamiferos, os genes das subunidades
reguladoras de PI3K (PI3KR1, PI3KR2, PI3KR3) codificam as subunidades p85a (e suas
variantes de splicing p55a e p50a), p858 e p55y, respectivamente. Este grupo de
subunidades é coletivamente chamado de p85 (Bader et al., 2005; Engelman et al., 2006).
Em resposta ao estimulo com fatores de crescimento e subsequente ativacdo de RTKSs,
PI3K é recrutada a membrana pela interacéo direta de sua subunidade p85 com motivos
tirosina-fosfato nos receptores ativados ou a proteinas adaptadoras associadas aos
receptores. A subunidade catalitica p110 gera fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato (PIP3), que

ativa multiplas vias de sinalizag¢éo (Figura 8).
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Figura 7: A familia de enzimas PI3K, suas classes e isoformas. As fosfatidilinositol 3-quinases (PI3Ks)
séo classificadas com base em suas estruturas e especificidades de substrato. In vivo, as classes IA e IB
fosforilam fosfatidilinositol bifosfato e as classe Il fosforila fosfatidilinositol. Enzimas da classe IA sdo
heterodimeros com uma subunidade catalitica p110 e uma subunidade reguladora do tipo p85. As isoformas
cataliticas da classe IA tém um dominio de ligacéo a p85, um dominio de ligagdo a RAS (RBD), um dominio
helicoidal e um dominio catalitico. As isoformas reguladoras p85 tem um dominio inter-SH2 que se liga as
subunidades cataliticas, flanqueadas por dominios SH2 que se ligar a motivos YXXM fosforilados. As
enzimas da classe IB sao heterodimeros de uma subunidade catalitica p110y com uma subunidade
reguladora p101 ou p87 (Adaptado de Liu et al., 2009).

J4 as enzimas da classe IB sdo constituidas de um heterodimero composto pela
subunidade catalitica p110y e a subunidade reguladora p101 (Katso et al., 2001). Duas
outras subunidades reguladoras da classe IB — as proteinas adaptadoras p84 e p87 —
foram descritas (Suire et al., 2005; Voigt et al., 2006). p110y € ativada diretamente por
GPCRs através da interacdo de sua subunidade reguladora com a subunidade Gy das
proteinas G triméricas (Katso et al., 2001). pl110y é expressa principalmente em
leucécitos mas também é encontrada no coragdo, pancreas, figado e masculo esquelético
(Chang et al., 2007; Patrucco et al., 2004; Sasake et al., 2000).
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As classes Il e Il das PI3K sdo menos estudadas. A primeira é representada por uma
Gnica subunidade catalitica, que usa preferencialmente fosfatidilinositol ou
fosfatidilinositol-4-fosfato como substrato (Bader et al., 2005 ; Engelman et al., 2006). H&
trés isoformas de PI3K de classe Il — PI3KC2a, PIBKC2B e PIBKC2y — que podem ser
ativadas por RTKs, receptores de citocinas e integrinas, mas suas fungdes celulares ainda
ndo estdo claras. As PI3K de classe Il também consistem em uma Unica subunidade
catalitica VPS34, também conhecida como PISKC3. VPS34 s6 produz fosfatidilinositol-3-
fosfato, que é um importante regulado do trdfego pela membrana celular (Engelman et al.,
2006). VPS34 funciona como uma quinase de lipidios regulada por nutrientes que controla
a sinalizacado através do alvo de rapamicina em mamiferos (mMTOR), com um papel
importante no desenvolvimento celular e na regulacdo da autofagia relacionada a

escassez de nutrientes (Backer, 2008).

A geracdo de PIP3 a partir de PIP2 leva a ativacdo de diversas vias de sinalizacao,
mediadas por outros grupos enzimaticos. Uma das vias mais relevantes e estudadas € a
via por AKT. Trata-se uma serina-treonina quinase expressa em trés isoformas — AKT1,
AKT2 e AKT3 - codificadas pelos genes PKBa, PKB[3 e PKBY, respectivamente (Scheid e
Woodgett, 2001; Vivanco e Sawyers, 2002). As trés isoformas dividem uma estrutura
similar: um dominio N-terminal de homologia a pleckstrina (PH), um dominio catalitico
central e um dominio regulador C-terminal. A ativacdo de AKT é iniciada pela
translocacdo a membrana plasmatica, que é mediada pela ligacdo do dominio de
homologia a pleckstrina ao PIP3 na membrana. A mudanca conformacional resultante
expbe dois residuos de aminodcidos cruciais para fosforilacdo (Alessi et al., 1997;
Stephens et al.,, 1998). Tanto a fosforilagdo de T308 pela quinase dependente de 3-
fosfoinositol (PDPK1) quanto a fosforilagdo de S473 por uma suposta PDPK2 séo
necessarios para a ativagao total de AKT. Alguns potenciais representantes de PDPK2 ja
foram identificados, como a proteina quinase C 32, quinase dependente de DNA (DNA-
PK) e a propria AKT (Scheid e Woodgett, 2001). Uma vez que AKT estéa fosforilada e
ativada, ela fosforila muitas outras proteinas, regulando portanto uma grande variedade
de processos celulares como sintese proteica, metabolismo, sobrevivéncia e proliferacéo

celular (Manning e Cantley, 2007).
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O fosfolipidio PIP3, gerado pela atividade das PI3K de classe |, € o segundo mensageiro
chave que direciona diversas cascatas de sinalizagdo que regulam processos celulares.
Os niveis de PIP3 séo firmemente regulados pela atividade de PTEN (fosfatase homéloga
a tensina) (Hopkins et al., 2014). PTEN, um importante supressor de tumores, antagoniza
a atividade de PI3K através da atividade intrinseca de fosfatase que reduz a concentracao
de PIP3 convertendo-o de volta a PIP2 (Figura 8). A perda de PTEN resulta na

sinalizacdo descontrolada da via de PI3K, levando ao cancer (Cully et al., 2006).
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Figura 8: Sinalizacéo pelas isoformas de PI3K da classes I. A partir da ativacéo de receptores tirosina-
quinase (RTK) ou receptores acoplados a proteina G (GPCR), as fosfatidilinositol 3-quinases (PI3Ks) sao
recrutadas & membrana plasmética por interagcdo com motivos YXXM fosforilados nos RTKs ou seus
adaptadores ou ainda com subunidades GPy associadas ao GPCR. Neste local, as PI3Ks fosforilam o
fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP2) para gerar fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfato (PIP3), um segundo
mensageiro que ativa uma grande variedade de vias de sinalizagdo dependentes ou ndo de AKT,; tais vias
regulam diversas funcdes celulares como metabolismo, movimentacéo, sobrevivéncia e transformagéo. A
fosfatase lipidica PTEN remove o fosfato da posi¢do 3" de PIP3 para inativar a sinalizagdo por PI3K de

classe I. (Extraido de Thorpe et al., 2015).

1.3.1 Papel da fosfatidilinositol 3-quinase gama (PI3Ky) na inflamacéao

Embora tenham desenvolvimento normal de neutrdfilos, mondcitos, células dendriticas e
natural killer, camundongos deficientes para p110y tem defeitos funcionais relevantes
(Koyasu, 2003). A classe IB de PI3K esta crucialmente envolvida na migragédo de
neutrofilos induzida por quimioatraentes, visto que os produtos de PI3K sdo essenciais na
polarizacdo celular e extensdo de pseudopodes (Hirsch et al., 2000; Li et al., 2000).

Estudos in vivo também sugerem um papel importante para PI3Ky no endotélio inflamado,
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no qual a perda de PI3Ky reduz o recrutamento inicial das células imunes inatas para o
local da inflamacao (Puri et al., 2004; 2005).

Além disso, a deficiéncia em PI3Ky afeta diretamente o desenvolvimento e fungao das
células T. Um menor numero de timécitos foi observado em animais nocaute para p110y,
pois morrem mais facilmente do que os timécitos selvagens, possivelmente porque 0s
sinais para sobrevivéncia ndo sao enviados na auséncia da ativacdo de PKB (Sasaki et
al., 2000). PI3Ky também tem uma importante funcdo na migracdo de células dendriticas
para linfonodos para que realizem a apresentacdo de antigenos (Del Prete et al., 2004;
Comerford et al., 2012). Em outros contextos celulares, as respostas desencadeadas por
PI3Ky sado essenciais nas vias subsequentes a ativacdo de receptores do tipo Toll
(Condliffe et al., 1998; 2005).

Dado o papel central de PI3Ky na promocédo da resposta inflamatéria, muitos estudos
foram conduzidos a fim de investigar os efeitos da inibicdo genética ou farmacolégica da
enzima em diversos modelos de doencas inflamatorias em modelos murinos, in vitro ou in
vivo, que podem ser extrapoladas para o ser humano, conforme revisado por Rickle e
colaboradores (2006) (Figura 9). Trabalhos do nosso grupo de pesquisa apontam um
papel central da enzima no acumulo de eosindfilos e sua manutencdo frente a um
estimulo inflamatério em um modelo de pleurisia alérgica (Pinho et al., 2005), bem como
no recrutamento neutrofilico nos pulmdes mediado por CXCL1, C5a ou fMLP (peptideos
N-formilados)(Pinho et al., 2007). PI3Ky também se faz importante na fisiopatologia da
doenca enxerto-versus-hospedeiro e na inflamacgéao induzida por bleomicina, visto que a
auséncia ou blogueio da enzima promoveu menor recrutamento e ativacado leucocitaria e
consequentemente, melhores sinais clinicos e sobrevida de animais submetidos a tais
modelos (Castor et al., 2011; Russo et al., 2011).
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Figura 9: Compilacdo de processos bioquimicos que dependem da atividade da PI3Ky. Circulo
interno: fendétipos celulares in vitro (por exemplo, quimiotaxia de neutrdéfilo). Circulo central, mecanismos
correspondentes em modelos animais (por exemplo, recrutamento de neutrofilos ao peritbnio com
tioglicolato). Circulo externo: combinacdo de dois ou mais processos (por exemplo, recrutamento de
neutréfilos e ativacdo de mastocitos), que podem ser extrapolados para doencas humanas de origem
multifatorial (por exemplo, artrite reumatoide). A2AR, receptor de adenosina; COPD, doenca pulmonar
obstrutiva crénica; FceR (receptor de complexo imune); HD, doenca humana; NT, ndo testado em modelos
animais; ROS, espécies reativas de oxigénio. (Extraido de Riickle et al., 2006).
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1.4 O fator ativador de plaquetas (PAF)

O fator ativador de plaquetas (PAF, 1-O-alquil-2-acetil-sn-glicero-3-fosfocolina) € um
fosfolipidio de grande poténcia, conhecido por seu papel central na causa de muitas
doencas imunes e inflamatorias (Venable et al., 1993). Do ponto de vista evolutivo, 0s
registros de fésseis mais distantes indicam a presenca de PAF em muitos protozodrios,
leveduras e bactérias, talvez exercendo um papel regulador. Consequentemente, muitos
estudos identificaram a presenca do receptor do fator ativador de plaquetas (PAFR) em
muitos tipos de células, especialmente aquelas envolvidas na defesa dos hospedeiros,
como basdfilos, mastdcitos, macrofagos e mondcitos, junto com neutréfilos, eosindfilos e

células endoteliais (Imaizumi et al., 1995).

O papel de PAF foi inicialmente descrito na literatura por Jacques Benveniste,
imunologista francés que buscava descrever a relacdo da molécula com a histamina
através de um processo dependente de IgE e como mediador da anafilaxia (Benveniste,
1974). Nos anos 60, experimentos com coelhos demonstraram o papel de PAF na
liberacdo de histamina por mecanismos dependentes de antigenos e leucdcitos,
mediados através da termorregulacdo e homeostase de calcio. Subsequentemente, o
papel de PAF na agregacdo e ativacdo plaguetaria e o resultante aumento da
permeabilidade vascular foram elucidados (Benveniste et al., 1977).

PAF é produzido através de sintese rapida em resposta ao estresse, seja por
remodelamento ou por uma via de novo, e ndo é armazenado dentro da célula. No
remodelamento, a via € iniciada por mediadores inflamatérios e resulta na remocéo de um
acido graxo do esqueleto fosfolipidico pela fosfolipase A.. Isso resulta na producdo de um
intermediario, lisofosfatidilcolina, que é transformado em PAF com a adi¢cdo de um grupo
acetil. O acido graxo mais comumente acetilado é o acido araquidbnico. Ja a sintese de
novo envolve a adi¢cao de fosfocolina da citidinafosfocolina a posigéo sn-3 do 1-O-alquil-2-
acetil-sn-glicerol (Figura 10)(Brock, 2009). PAF pode ser produzido por muitos tipos
celulares em resposta a varios estimulos, embora sua geracéo por células endoteliais e
plaguetas seja mais estudada. Essa molécula pode estar distribuida em muitos fluidos

corporais, incluindo soro, salina e fluidos brénquicos, bem como em diversas células,
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como queratinécitos, neutréfilos, mondcitos e células de Kupffer (Chao e Olson, 1993).
Para que PAF seja secretado, deve ser transferido para a membrana plasmatica em um
processo que ocorre através de proteinas transportadoras ou fusdo de vesiculas lipidicas
(Venable et al., 1993). O metabolismo do PAF é fortemente regulado por uma familia de
enzimas chamadas PAF-AHs (PAF acetil-hidrolases), que tém a habilidade de hidrolisar e
inativar o composto através de remocao enzimatica dos grupos acetil da posicdo sn-2
(Prescaott et al., 2000; Stafforini et al., 1997).
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Figura 10: Sintese de PAF por (A) remodelamento e (B) sintese de novo (Adaptado de Gill et al., 2015).

1.4.1 O receptor do fator ativador de plaguetas (PAFR) e sua acdo

O receptor de PAF (PAFR) pertence a familia de receptores da rodopsina, com sete
dominios transmembrana e acoplado a proteina G. Nesta familia, os residuos criticos
para a alocagéo do ligante estéo localizados dentro dos dominios helicoidais na bicamada
lipidica (Ishii @ Shimizu, 2000). Através de um mecanismo ligado a proteina Gq, a ativagéao
de PAFR inicia a hidrolise de PIP2 mediada pela fosfolipase C, resultando em trifosfato de
inositol e diacilglicerol. Isso leva a um aumento transitério da concentracdo de Ca®" e a
ativacdo da fosfoquinase C. A maior concentracdo de célcio também ativa a fosfolipase

2a, levando a liberacdo de acido araquiddnico e lisofosfolipideos, que servem como
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substrato para eicosanoides e PAF, respectivamente (Honda et al., 2002, Shimizu et al.,
1992) (Figura 11). A expressdo de PAFR é regulada por AMP ciclico intracelular, que
pode reduzir a expressao de mRNA de PAFR e diminuir a liberagdo de acido araquidénico
induzida por PAF (Thivierge et al., 1996; Vadas e Perelman, 2012).

PAF exerce sua atividade ao se ligar em seu receptor, consequentemente ativando
leucdcitos, estimulando a agregacao plaquetaria e induzindo a liberacdo de citocinas e a
expressdo de moléculas de adesdo celular (Ishii et al., 2002; Farooqui et al., 2007).
Durante o processo inflamatério, PAF ativa leucdcitos na parede dos vasos sanguineos
via adesdo especifica de moléculas expressas pelas células do endotélio. PAF também
estimula a isoforma indutivel de PLA2 e COX-2. COX-2 é codificada por um gene de
expressao aguda e é responsavel pela sintese de prostaglandina. Os receptores de PAF
também estdo envolvidos com a liberacdo de PGE, dos astrocitos. Esta liberacdo de
prostaglandina E, estd intimamente associada com a fisiopatologia da dor inflamatéria
(Watkins et al., 2001). Em mondcitos, a ativacao de PAFR sinaliza a translocacdo de NF-
KB para o nucleo e alteracdes na expressao génica para respostas inflamatérias (Weyrich
et al.,, 1995). PAFR € constitutivamente presente em plaquetas, leucdcitos e células
endoteliais. Sua expressao pode ser induzida por GM-CSF, IL-5 e n-butirato. Sua ativacéo
nessas células culmina em agregacdo de plaquetas, adesdo de leucocitos, motilidade,
guimiotaxia, e geracdo de espécies reativas de oxigénio. Muitos desses efeitos envolvem
a ativacdo de p38, ERK1/2 e MAP quinases. PAF também ativa células endoteliais,
promovendo migracdo celular e estimulando a angiogénese. Além disso, PAF induz a
expressdo de diversos genes, incluindo a cicloxigenase-2, sintase indutivel de o6xido
nitrico (iNOS), IL-6 e metaloproteinase 9 (Prescott et al., 2000; Yost et al., 2010). De
modo importante, PAF é capaz de causar febre quando injetado por via intravenosa em
ratos, na forma ligada a albumina. Mostra-se também importante na febre induzida por
LPS, visto que a utilizacdo de um antagonista especifico de PAFR parece inibir o aumento
de temperatura derivado do estimulo inflamatorio (lvanov et al., 2003). A atividade
fisiologica de PAF também estd envolvida como uma grande variedade de outros
processos incluindo reacBes alérgicas, funcdo cerebral e distirbios do sistema
circulatério, como aterosclerose (Honda et al., 2002). De modo relevante, PAF foi descrito

como um potente pirdgeno endégeno, além de também regular a hipotermia. No entanto,
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sua participacdo na febre mediada por LPS ainda € confusa e merece maiores
esclarecimentos (Ivanov et al., 2003; Steiner e Romanovsky, 2015).

Figura 11: Sinalizacdo intracelular pelo receptor do fator ativador de plaquetas. AA, acido
araquidbnico; AC, adenilato ciclase; ATP, trifosfato de adenosina; cAMP, Monofosfato de adenosina ciclico;
cPLA,, fosfolipase A, citoplasmética; DAG, diacilglicerol; IP3, trifosfato de inositol; PAF, fator ativador de
plaquetas; PAFR, receptor de PAF; PIP2, fosfatidilinositol-bi-fosfato; PKA, fosfoquinase A; PKC,
fosfoquinase C; PLCp, fosfolipase C 3. (Adaptado de Brock, 2009).
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2. JUSTIFICATIVA

A febre é parte importante do processo inflamatorio, seja no contexto fisiologico ou
infeccioso. Trata-se de um sinal cardinal de caracteristica aguda e muitas vezes
autorresolutiva. Apesar de sua relevancia reconhecida, ainda ha importantes lacunas

entre o processo febril e importantes mediadores inflamatorios.

A microbiota comensal tem um papel importante ao primar o sistema imune e fornecer
vantagens ao hospedeiro. Esse conjunto de micro-organismos prepara 0 organismo para
reconhecer os simbiontes e lutar contra os potenciais patdégenos, visando a manutencao
da homeostase do processo inflamatério entre as duas partes. Dentro da inflamacao,
duas importantes estruturas se destacam: o receptor do fator ativador de plaquetas, cuja
ativacdo promove a migracao celular e ativacdo de genes pro-inflamatérios e a enzima
fosfatidilinositol 3-quinase gama, que pode ser ativada pela acdo de receptores de sete
dominios transmembranas - como PAFR - e esta envolvida em diversos processos
celulares e também ¢é parte importante de muitas vias de sinalizacdo da resposta
inflamatéria, como a ativacdo de leucécitos e producéo de citocinas. Contudo, ainda ndo
ha encaixe consistente entre essas pecas do quebra-cabeca inflamatério e a inducéo de
febre, sendo de grande importancia a busca pela compreensdo sobre o efeito da

inflamacéo no processo fisioldgico que é a febre.

Assim sendo, € evidente a importancia dos referidos mediadores para 0 processo
inflamatorio. Contudo, 0os mecanismos e a participacéo de tais mediadores na inducédo de
febre ainda ndo séo claros. Portanto, este estudo abre novas perspectivas e ajuda a

esclarecer os mecanismos inflamatoérios associados ao processo de indugéo da febre.
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3. OBJETIVOS

O objetivo geral deste trabalho é aprofundar o conhecimento sobre os mecanismos
inflamatoérios envolvidos na febre induzida por LPS. Por terem papéis centrais na resposta
inflamatoria, a hipotese € de que a microbiota comensal, a enzima PI3Ky e o receptor do
fator ativador de plaguetas também participem do processo de inducado de febre por LPS.

Para isso, foram determinados os seguintes objetivos especificos:

e Obijetivo especifico 1: avaliar o papel da microbiota comensal na inducdo de febre em
um modelo experimental com camundongos isentos de germes,
o Comparar a variacdo de temperatura entre animais convencionais e germ-free
(isentos de microbiota) apds a administracao de LPS;
o Verificar o efeito da convencionalizagdo dos animais germ-free na resposta
inflamatéria (estado febril);
o Compreender a participacdo da microbiota através de sua reducdo por

antibioticos;

e Objetivo especifico 2: verificar a participacdo da enzima fosfatidilinositol 3-quinase
gama (PI3Ky) na febre induzida por LPS e para isso:
o Aferir a variagdo de temperatura entre animais selvagens ou deficientes para
0 gene da PI3Ky apés a injecao de LPS;
o Avaliar a resposta inflamatéria periférica e hipotalamica através da avaliagéo
das citocinas relevantes ao processo febril;
o Tratar animais selvagens com o inibidor seletivo da enzima PI3Ky e em

seguida, induzir febre com lipopolissacarideo.

e Objetivo especifico 3: investigar a participacdo do receptor de PAF no protocolo
experimental de febre induzida por LPS:
o Verificar a resposta febril induzida por LPS em animais com delecao do gene
do receptor de PAF e em seus controles selvagens;

o Avaliar o efeito do antagonista de PAFR na febre induzida por LPS.

49



4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Animais

Foram utilizados camundongos machos, da linhagem C57BL/6 (doravante conhecidos
como selvagens, ou WT) de 8 a 12 semanas, com peso entre 25 e 30 gramas. Também
foram utilizadas duas variantes, da mesma linhagem: uma delas € deficiente para o gene
da enzima fosfatidilinositol 3-quinase gama (PI3Ky) e a outra tem delegdo no gene do
receptor do fator ativador de plaquetas (PAFR). Além desses, foram utilizados
camundongos machos, da linhagem Swiss (também chamados, neste documento, como
convencionais) de 8 a 10 semanas, com peso entre 30 e 40 gramas. Em comparacéo ao
grupo supracitado, também foram utilizados animais isentos de microbiota (denominados

germ-free ou GF), de mesma idade e peso do grupo anterior.

Os animais das linhagens C57BL/6 e Swiss foram adquiridos no Centro de Bioterismo da
UFMG. Os animais deficientes para as proteinas PI3Ky e PAFR foram fornecidos pelo
biotério do Laboratério de Imunofarmacologia, no ICB/UFMG. Os animais isentos de
microbiota foram cedidos pelo Laboratério de Gnotobiologia, do mesmo instituto. Os
experimentos foram realizados em ambientes separados do local de alojamento. As
gaiolas tém dimensdes de 28x13x16 cm e receberam no maximo 6 animais, cada. A
temperatura ambiente foi artificialmente ajustada para que fosse equivalente a zona
termoneutra dos animais (28 °C + 1 °C, Rudaya et al., 2005) durante todo o protocolo
experimental. Havia ventilacdo e ciclo determinado de luz (12 horas/claro-escuro). Os

animais tinham acesso irrestrito a 4gua e racao.

Além dessas condi¢cbes, 0s animais isentos de microbiota foram alojados em
microisoladores esterilizados e adaptados para que essa condigcéo estéril fosse garantida
durante todo o experimento. Todos o0s suprimentos fornecidos a esses foram previamente

preparados e esterilizados em autoclave a vacuo.

50



Os projetos para utilizagdo dos animais acima descritos foram submetidos a Comissédo de
Etica em Uso de Animais (CEUA/UFMG) e aprovados sob os protocolos 355/2012 (para
experimentos com animais da linhagem Swiss e animais isentos de microbiota) e
214/2014 (para experimentos com animais da linhagem C57BL/6 e os grupos deficientes
para PI3Ky e PAFR).

4.2 Afericdo de temperatura abdominal e coleta de dados

A temperatura dos animais foi aferida por um sensor (SubCue Dataloggers— Calgary,
Canada) constituido de um microtermémetro digital, um chip e uma bateria de litio,
cobertos por silicone biocompativel e ndo imunogénico (Dow Corning 732), com uma
massa de 2,5 gramas e 2,2 cm em sua maior dimensdo. Um dia antes do implante, os
sensores foram calibrados com o auxilio do software SubCue Analyzer. Nesta etapa, 0s
sensores foram programados para serem ativados dois dias antes da inducéo de febre,
registrando a temperatura de cada camundongo em intervalos de 15 minutos. No dia do
implante, os sensores foram esterilizados em solucdo de glutaraldeido 2% por 30 minutos
e profusamente lavados em seguida com PBS (salina tamponada por fosfato) estéril.
Apls a eutandsia dos animais, os sensores foram recuperados e o mesmo software

supracitado foi utilizado para a coleta dos dados.

Foram realizados testes para verificagdo do protocolo de esterilizacdo mais eficiente.
Foram avaliados os seguintes protocolos (em triplicata): 1) imersdo em alcool 70% por 30
minutos; 2) imersdo em alcool 70% por 60 minutos; 3) imersdo em glutaraldeido 2% por
30 minutos e 4) irradiacao de luz ultravioleta, 30 minutos em cada lado. Em seguida, 0s
sensores foram lavados com PBS estéril e colocados em frascos contendo 100 mL de
caldo tioglicolato (meio microbiolégico rico em nutrientes). O crescimento de micro-
organismos foi evidenciado pela turvagédo do meio, avaliado durante 15 dias. Apenas o
tratamento com glutaraldeido mostrou-se eficiente durante todo o tempo avaliado, com
auséncia de turvacéo (dados ndo apresentados). Estratégias classicas como vaporizacao
com oxido de etileno, autoclavagem ou esterilizagdo por radiacdo gama foram

descartadas devido a sensibilidade dos componentes eletronicos do sensor.
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4.3 Protocolo experimental

No dia do implante, os animais foram pesados e aqueles que tinham massa inferior a 25
gramas nao foram utilizados para o estudo, a fim de nao provocar desconforto
desnecessario devido ao implante do sensor (Johnston et al., 2007). Os animais foram
entdo anestesiados com uma solucdo de cetamina (80 mg/kg) e xilazina (15 mg/kg), via
intraperitoneal (100 pL). Assim que a anestesia geral surtiu efeito, foi realizada
laparotomia mediana pela linea alba. Em seguida, o sensor de temperatura foi implantado
na cavidade peritoneal e logo apos, foi realizada laparorrafia com fio de seda 4.0. Apés a
intervencdo cirargica, os animais foram colocados individualmente em isoladores e
acompanhados quanto aos sinais vitais e possivel constipacao intestinal por 7 dias, tempo

necessario para acomodacédo do sensor.

ApoOs esse periodo de espera, 0s animais receberam uma injecdo intraperitoneal ou
intravenosa de lipopolissacarideo (LPS de Escherichia coli O111:B4; Sigma-Aldrich —
Saint Loius, MO, EUA) diluido em salina estéril (NaCl 0,9%, apirogénica) em doses
determinadas, com o propésito de induzir a resposta febril. A injecdo intravenosa foi
realizada pela veia caudal, com auxilio de um aparato de contencao cilindrico com pistéo
(Braintree Scientific Inc., MA, EUA). Depois da estimulacdo, em tempos pré-definidos, os
animais eram novamente anestesiados e uma nova laparotomia (no mesmo local da
incisdo anterior) foi feita a fim de recuperar o sensor de temperatura. A partir dessa
incisao, foi coletado o sangue periférico através da puncdo da veia cava inferior. Apés a
eutanasia por deslocamento cervical, foram extraidos o hipotalamo e o tecido adiposo
marrom (BAT) subescapular dos animais. Por centrifugacéo (5000 x g, 10 minutos, 4 °C) o
plasma foi obtido do sangue e em seguida congelado a -20 °C até a avaliacdo da
concentracéo de citocinas por ELISA. O hipotalamo e o BAT foram refrigerados a -80 °C

até a extracdo de RNA, com posterior transcri¢cdo reversa e PCR quantitativa (qQPCR).

Os animais isentos de microbiota foram testados quanto a esterilidade em duas ocasides:
a) apos sua retirada dos isoladores centrais e b) um dia antes da estimulacdo com LPS.
Esse teste era realizado através da incubacdo de fezes frescas em caldo tioglicolato e

incubacgéo a 37° C por 7 dias. Os animais com indicio de colonizagdo microbiana foram
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descartados do estudo. Além disso, para esses animais, todo o procedimento de implante
cirirgico acima citado foi realizado dentro de cabine de seguranca biologica classe Il e

todo material utilizado foi previamente esterilizado.

As carcacas dos animais foram acondicionadas em sacos plasticos brancos com
simbologia infectante, destinadas ao armazenamento intermediario em freezer, recolhida
pela equipe de limpeza do ICB. Foram enviadas para abrigo interno especifico para

residuo infectante e coletadas por caminhdes proprios e destinadas ao aterro sanitario.

4.4 Intervencdes farmacoldgicas

A droga AS605240 (Echelon Biosciences, Salt Lake City, UT, EUA) é um inibidor seletivo
da isoforma gama da fosfatidilinositol 3-quinase (PI3Ky) e foi administrada na forma de
suspensao em carboximetilcelulose (CMC) 0,5%, por gavagem, na dose de 50 mg/kg (100
pL), 60 minutos antes do estimulo com LPS (Pinho et al., 2007). Animais do grupo
controle receberam o veiculo (CMC 0,5%) pela mesma via. Também foi utilizado o
farmaco PCA4248 (Tocris, Bristol, Reino Unido), que é um antagonista seletivo do
receptor do fator de ativacdo de plaquetas (PAFR). A droga foi inicialmente diluida em
etanol P.A. (5% do volume final) e em seguida completada em qg.s.p. com PBS 1X estéril,
para uma dose final de 5 mg/kg. A injecédo se deu de forma subcutanea na regiao lombar
do animal (100 uL), 60 minutos antes da injecdo de LPS (Garcia et al., 2010). O grupo de

animais controle recebeu o veiculo (PBS com 5% de etanol) pela mesma via.

4.5 Convencionalizagdo de animais isentos de microbiota

A fim de verificar se a resposta ao estimulo febril em animais germ-free artificialmente
colonizados, foi realizada a convencionalizacdo deste grupo de camundongos. Para isso,
fezes de animais convencionais (Swiss/NIH) foram coletadas em microtubos estéreis e
diluidas em PBS 1X estéril na propor¢cdo de 10% (p/v). Depois de homogeneizada, a
suspensao fecal foi administrada aos camundongos GF por gavagem (100 pL). Em

seguida, os animais foram recolocados nos microisoladores adaptados e permaneceram
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sem contato com o ambiente externo, recebendo dgua e ragdo estéreis. A cada sete dias,
foi realizado um teste com caldo tioglicolato para verificar a eficacia da colonizacéo
intestinal. Todo o procedimento foi realizado em cabine de seguranca biologica classe 2A.

Ao final de 28 dias, o experimento de inducéo de febre foi realizado.

4.6 Reducdo de microbiota comensal com antibidticos

Um grupo de animais da linhagem Swiss/NIH recebeu um tratamento com coquetel de
antibiéticos de amplo espectro, a fim de reduzir a microbiota comensal desses animais.
Para isso, foi utilizado o protocolo adaptado de McDonald e colaboradores (2010), no qual
foram utilizados: ampicilina (2 g/L), metronidazol (1 g/L), ciproflaxacina (0,2 g/L),
vancomicina (0,5 g/L) e neomicina (2 g/L), com a inclusdo de nistatina (0,12 g/L) para
prevenir a proliferacdo fungica. Os farmacos foram diluidos na 4gua oferecida aos animais
e a solucdo era renovada diariamente. As trocas de maravalha foram feitas
constantemente para evitar a recolonizacdo e a cada sete dias era realizado o teste com
caldo tioglicolato para atestar a reducdo da carga microbiana. O tratamento foi mantido
por 28 dias, incluindo o periodo do experimento de inducdo de febre. Todo o

procedimento foi realizado em cabine de seguranca biologica classe 2A.

4.7 Quantificacao de citocinas plasmaticas

A quantificacdo de citocinas IL-1B, IL-6 e TNF-a no plasma foi realizada pelo do método
de ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) utilizando kits murinos especificos (R&D
Systems - Minneapolis, MN, EUA), de acordo com as instrucdes do fabricante. Os
anticorpos de captura foram diluidos em PBS estéril e adicionados em microplacas de 96
pocos (Nunc Flat, Thermo Fisher Scientific — Waltham, MA, EUA) em um volume de 50 pL
por poco. Apods a incubacéo a 4°C de um dia para o outro, as placas foram lavadas trés
vezes com solucdo PBS acrescida de 0,05% de Tween 20. Apds as sucessivas lavagens
e secagem das placas foram adicionados 100 pl por poco do tampao de bloqueio (PBS
com 1% de albumina séria bovina, BSA) seguido de incubacéo e agitacdo a temperatura
ambiente por uma hora. Apos o bloqueio, os pocos foram novamente lavados e em
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seguida, 50 pL de cada amostra, previamente diluida em BSA 0,1% (em PBS) na
proporgdo de 1:2. A curva padrdo com as citocinas recombinantes foi preparada e incluida
ao lado das amostras. As placas foram incubadas durante a noite a 4°C. Na manha
seguinte, apods repetido o processo de lavagem das placas, foram adicionados 50 pl por
poco dos anticorpos de deteccédo biotinilados. As placas foram incubadas por duas horas
a temperatura ambiente. Em seguida, foi realizado novo ciclo de lavagem, seguido da
adicdo de 50 ul por poco de solugcdo de conjugado estreptavidina-HRP (horse radish
peroxidase) e incubacdo por 20 minutos a temperatura ambiente. As placas foram
novamente submetidas ao ciclo de lavagem e entao foi realizada a revelagcao pela adicéo
de 50 ul por poco da solugcado de OPD (dicloridrato de ortofenilenodiamina) e perdxido de
hidrogénio diluidos em tampéao citrato. A incubacéo foi feita por 20 minutos a temperatura
ambiente ao abrigo da luz e a reacao foi bloqueada adicionando 25 ul por poco de 1M
H.SO,4. A densidade 6ptica foi avaliada em espectrofotdmetro com filtro de 492 nm e a
concentracao calculada a partir da curva padrao. Os resultados foram apresentados como

a concentracdo de proteina por mililitro de plasma.

4.8 Avaliacao da expressédo de genes envolvidos na resposta febril

A quantidade de transcrito referente aos genes responsaveis pela resposta febril (Tabela
1) foi avaliada por PCR quantitativa a partir de amostras do hipotalamo e do tecido
adiposo marrom subescapular dos animais. Para tanto, os seguintes passos foram

tomados.

4.8.1 Extracdo e dosagem de RNA

O RNA foi extraido utilizando o reagente Trizol® (Life Technologies - Carlsbad, CA, EUA),
seguindo as recomendacfes do fabricante com algumas alteracdes do protocolo original.
O tecido (hipotalamo ou BAT) devidamente acondicionado em tubo de 2,0 mL foi retirado
da refrigeracdo a -80 °C e recebeu imediatamente 1,0 mL do reagente e em seguida, foi
triturado com homogeneizador mecéanico. Os tubos foram entdo deixados a temperatura

ambiente por 5 minutos para a completa dissociacdo dos complexos nucleoproteicos.
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Depois, 200 pL de cloroféormio foram adicionados aos tubos, que foram agitados e
novamente incubados a temperatura ambiente por 5 minutos para separacao das fases.
Em seguida, procedeu-se a centrifugacdo a 10000 x g por 10 minutos a 4 °C. A fase
aquosa superior foi retirada e transferida para um novo tubo de 1,5 mL. Sobre essa fase
aquosa foram pipetados 500 pL de isopropanol e em seguida, 5 pg de glicogénio estéril
(Sigma-Aldrich — Saint Loius, MO, EUA) apenas para as amostras de hipotalamo. O
glicogénio facilita a extracdo do RNA e visualizac&o do pellet formado. Seguindo, os tubos
contendo o RNA foram deixados por 24 horas a -20 °C, para precipitacdo a frio do acido
nucleico. Apds o periodo citado, foi realizada centrifugacdo a 10000 x g por 10 minutos a
4 °C, com a qual se obteve um pellet translicido e claro no fundo do tubo. A solugéo de
isopropanol foi descartada por inversao direta do tubo. O pellet foi entdo lavado por duas
vezes através da adicdo ao tubo de 1 mL de alcool etilico a 75% (em agua ultrapura livre
de RNAse) seguida de centrifugacdo a 10000 x g por 10 minutos a 4 °C. Depois disso, a
solucdo sobrenadante foi descartada por inversdo e o tubo foi deixado a temperatura
ambiente até que ndo houvesse resquicios ou goticulas de alcool em seu interior. Em
seguida, foram adicionados 20 pL de agua ultrapura livre de RNAse e o tubo foi aquecido
a 60 °C para facilitacdo da dissolucdo do pellet. Em seguida, o tubo contendo o RNA em

solucéo foi levado ao freezer e armazenado a -80 °C até o proximo passo.

Para a dosagem do RNA extraido, os tubos contendo as amostras foram deixados em
gelo para que descongelassem. Em seguida, a quantificacdo e avaliacdo do RNA obtido
foi feita através do espectofotbmetro Nanodrop 1000 (Thermo Scientific — Waltham, MA,
EUA). A concentracdo era obtida em ng/uL e também eram observadas as relacdes de
absorbéancia entre os comprimentos de onda de 260 nm/230 nm e 280 nm/260 nm, cujos

valores variando entre 1,8 e 2,0 sdo indicativos de amostras de boa qualidade.

4.8.2 Transcricdo reversa

De posse dos valores de concentracdo, as amostras foram diluidas em agua ultrapura
livre de RNAse para que todas contivessem 2 ug de RNA em 10 pL de solucdo. Sobre

esse volume foram adicionados 2 pL de OligoDT (5°-(TTT)?-3"), uma sequéncia curta de
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15 bases de timidina, que se anela a cauda de poliadenina do RNA mensageiro. O tubo
contendo os 12 pL foi aquecido a 70° C por 5 minutos e em seguida, acondicionado
imediatamente em gelo. Sobre esse volume foram adicionados 8 pL de uma mistura
contendo a enzima transcriptase reversa SuperScript I, inibidor recombinante de
ribonuclease (RNAse Out) (Life Technologies - Carlsbad, CA, EUA), um agente redutor
para protecdo da reagao (ditiotreitol, DTT, 1 mM) e o tamp&do concentrado da mesma
enzima. A solucao final de 20 pL foi levada ao termociclador e mantida a 25°C por 5
minutos, 50° C por 90 minutos, 70° C por 15 minutos e em seguida, 4° C. O cDNA
resultante foi diluido em 1:5 em &gua ultrapura livre de DNAse e armazenado a -20° C até

0 UsoO.

4.8.3 PCR quantitativa (gPCR)

Antes de avaliar as alteracdes de expressdo dos diferentes genes abordados, foram
realizadas curvas-padrdo para averiguar a eficiéncia dos iniciadores responsaveis pela
amplificacdo dos genes de expressao constitutiva. Diluicdes seriadas em triplicata foram
feitas para os genes Rn45s, Gapdh, Hprt e Rpl4. Os dados obtidos com as amplificacdes
foram introduzidos no algoritmo NormFinder (Andersen et al., 2004), que avalia a
estabilidade de expresséao e indica qual o melhor gene (ou combinacdo de genes) para a

normalizag&o dos resultados.

Para a conducdo da gPCR, foi feita inicialmente uma solu¢cdo com o reagente Power
SYBR® Master Mix (Life Technologies - Carlsbad, CA, EUA) — que contém nucleotideos
livres, corante intercalante SYBR® Green, enzima DNA polimerase e seu respectivo
tampéao — e os pares de iniciadores (Tabela 1, Integrated DNA Technologies — Coralville,
IA, EUA) em uma concentragao final de 0,5 pM. Um volume de 8 pL desta solucéo foi
distribuida em placa de 96 pocos e em seguida as amostras diluidas de cDNA foram
adicionadas aos pocos em duplicata. A reacdo aconteceu com o auxilio do instrumento
7500 Fast (Applied Biosystems, Waltham, MA, EUA), com programa de reacdo de 10
minutos a 95 °C, seguido de 40 ciclos a 95° C por 60 segundos e 60° C por 60 segundos),
seguido de curva de dissociacdo. Os resultados, dados pelo ciclo limitante (threshold

cycle, Cy), foram calculados através do método de -hACT (Livak e Schmittgen, 2001),
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normalizados pela expresséo do gene da enzima hipoxantina-guanina
fosforibosiltransferase (HPRT) para o hipotalamo ou da enzima gliceraldeido 3-fosfato
desidrogenase (GAPDH) para o tecido adiposo marrom subescapular. Os valores finais
sdo apresentados em variacdo numeérica linear (aumento ou reducdo) em relacdo a

mesma.

4.9 Analise estatistica

Os resultados obtidos foram analisados quanto as diferencas significativas entre os
grupos por meio do teste t ndo pareado com teste post-hoc de Mann-Whitney ou analise
de variancia (ANOVA) com teste post-hoc de Newman-Keuls, utilizando o programa
GraphPad Prism 5 (GraphPad Inc., San Diego, CA, USA). Valores de p < 0.05 foram
considerados estatisticamente significativos. Os resultados foram expressos como a

meédia + erro padrao da média.
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Tabela 1. Lista de iniciadores utilizados para avaliacdo de expressdo de transcritos por PCR quantitativa, com as

sequéncias e tamanho do fragmento gerado.

P Sequéncias dos iniciadores Fragmento ~
Gene Proteina - Referéncia
Senso/Forward Antissenso/Reverse (pb)
Rn45s* 18S 5'-CGTTCCACCAACTAAGAACG-3’ 5"-CTCAACACGGGAAACCTCAC-3’ 110 Garcia CC et al., 2010
Gapdh* GAPDH 5"-ACGGCCGCATCTTCTTGTGCA-3’ 5"-CGCAATCCGTTCACACCGA-3’ 75 Dorner M et al., 2011
Hprt* HPRT 5 -GTTGGATACAGGCCAGACTTTGTT-3’ 5"-GATTCAACTTGCGCTCATCTTAGGC-3’ 163 Amaral FA et al., 2007
Rpl4* RPL4 5"-TCCCTCAAGAGTAACTATAACCTGCCC-3 5 -TGGTGCTCGGAGGGCTCTTTG-3’ 102 Original
Ptgs2 COX-2 5"-AGAAGGAAATGGCTGCAGAA-3’ 5-GCTCGGCTTCCAGTATTGAG-3’ 194 Arita M et al., 2005
Ptgerl EPi1R 5"-CAGAAGCTAAGTCAAACCATT-3’ 5-CCCTAGGCACACTGAGTTTGAGA-3’ 69 Nasrallah R et al., 2007
Ptger2 EP2R 5"-GGGAAAGCCCAGCCATCAG-3’ 5"-CAGTGCGATGAGATTCCC-3’ 65 Nasrallah R et al., 2007
Ptger3 EP3R 5"-GCTGGCCATGCTGCTCGTG-3’ 5"-GGAAAGACTTCTTGCGCTTGCT-3" 65 Nasrallah R et al., 2007
Ptger4 EP4R 5"-TGTACGCCGGCTTCAGCTC-3’ 5"-CGCACACCAGCACGTTGC-3 63 Nasrallah R et al., 2007
11b IL-1B 5"-CTACAGGCTCCGAGATGAACAAC-3 5"-TCCATTGAGGTGGAGAGCTTTC-3’ 79 Kim YH et al., 2012
116 IL-6 5 -TTCCATCCAGTTGCCTTCTTG-3’ 5 -TTGGGAGTGGTATCCTCTGTGA-3’ 123 Jimeno R et al., 2010
1110 IL-10 5-GCTCTTACTGACTGGCATGAG-3’ 5"-CGCAGCTCTAGGAGCATGTG-3" 105 Amaral FA et al., 2007
Ppargcla PGC-1a 5"-GGAGCCGTGACCACTGACA-3 5 -TGGTTTGCTGCATGGTTCTG-3’ 176 Villena JA et al., 2007
Ptges PTGES 5"-GAAGAAGGCTTTTGCCAACC-3 5"-TCCACATCTGGGTCACTCCT-3’ 78 Ninomiya Y et al., 2007
Tnf TNF-a 5"-ACGGCATGGATCTCAAAGAC-3’ 5"-AGATAGCAAATCGGCTGACG-3’ 138 Kumar S et al., 2012
Ucpl UCP-1 5"-ACCCGAGTCGCAGAAAAGAAG-3’ 5"-CGATGTCCATGTACACCAAGGA-3’ 75 Becerril S et al., 2010

*Genes de expressdo constitutiva, utilizados para normalizagdo dos dados. 18S: subunidade ribossomal; GAPDH: gliceraldeido 3-fosfato
desidrogenase; HPRT: hipoxantina-guanina fosforibosiltransferase; RPL4: proteina ribossomal L4; COX-2: cicloxigenase-2; EP,R: receptor 1 de
prostaglandina E; EP,R: receptor 2 de prostaglandina E; EPsR: receptor 3 de prostaglandina E; EP4R: receptor 4 de prostaglandina E; IL-1B:
interleucina 1B; IL-6: interleucina 6; IL-10: interleucina 10; PGC-1a: coativador 1-a do receptory ativado por proliferador de peroxissomo; PTGES:
prostaglandina sintase endossomal; TNF-a: fator de necrose tumoral alfa; UCP-1: proteina desacopladora 1 (termogenina).
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5. RESULTADOS

5.1 Estabelecimento da técnica

Para o estabelecimento do implante e da dose de LPS, foram utilizados camundongos da
linhagem Swiss (n=6 por grupo). Uma semana antes do experimento, 0s sensores foram
calibrados e implantados no flanco direito do peritbneo dos animais, que foram mantidos
em zona termoneutra (28 + 1° C) até a eutanasia. No dia dos testes, os animais
receberam doses intravenosas ou intraperitoneais (100 yL) de LPS nas doses de 10, 100
ou 1000 pg/kg ou uma solucédo de cloreto de sodio 0,9% (estéril e apirogénica) para 0s
grupos controle (Figura 12).

Quando administrado por via intraperitoneal ou intravenosa, o veiculo (NaCl 0,9%) nao
causou alteragdes na temperatura basal do animal (y = 0) ao longo das 6 horas. A injecéo
intraperitoneal do LPS nas trés doses estudadas levou a um aumento significativo de
temperatura de ~ 0,5 °C, entre a segunda e quarta horas (Figura 12A). A administracéo
intravenosa de LPS levou a um processo febril mais tardio (entre a terceira e sexta horas),
porém mais relevante, com aumento de temperatura de ~ 1,5 °C em relacdo a marca
basal (Figura 12B). Nao houve diferenca de temperatura entre as trés doses de LPS para

as duas vias de injecdo testadas.

Devido ao carater mais expressivo da resposta febril ao LPS e pela menor dispersédo dos
dados obtidos, a via intravenosa com a dose de 100 pg/kg foi escolhida para prosseguir
com o modelo em animais Swiss e em animais isentos de microbiota (germ-free, GF).
Assim como verificado nos ensaios de estabelecimento, o pico de febre foi observado 6
horas apos a injecdo do pirdgeno exdgeno. Portanto, foi esse o tempo utilizado para o
acompanhamento da temperatura nesses animais. No entanto, a temperatura de ambos
0s grupos também foi acompanhada por 24 horas para certificar que a febre nos animais

isentos de microbiota ndo era atrasada em relagédo aos convencionais (Anexo 2).
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Figura 12: Animais da linhagem Swiss tém aumento de temperatura quando injetados com LPS e a
resposta pela via intravenosa é mais pronunciada que a intraperitoneal. Foi realizado o acompanhamento
da temperatura abdominal de camundongos da linhagem Swiss submetidos a estimulo febril com LPS.
Registro de temperatura apoés injecao intraperitoneal (A) ou intravenosa (B) de LPS, nas doses de 1000, 100
ou 10 pg/kg, ou seu veiculo. * Valor p < 0,05 em teste ANOVA de duas vias, representativo para as trés
doses em relagdo ao grupo veiculo; *** Valor p < 0,001 em teste ANOVA de duas vias, representativo para

as trés doses em relagdo em grupo veiculo. Grafico representado pela média + erro padrdo da média (n = 6
para cada grupo).
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5.2 Efeito da microbiota comensal na febre provocada por lipopolissacarideo

Com o proposito de verificar o papel da microbiota comensal no processo de inducéo de
febre por LPS, foram utilizados animais isentos de microbiota (germ-free), bem como a

reducdo dessa microbiota em animais convencionais através do uso de antibiéticos.

5.2.1 Animais isentos de microbiota ndo tém febre apds injecdo de LPS

Os dois grupos de camundongos que receberam o veiculo ndo tiveram aumento na
temperatura. Os camundongos convencionais que receberam a dose intravenosa de LPS
tiveram aumento da temperatura, significativamente maior que o grupo controle a partir da
terceira hora, mantendo o nivel até o término do acompanhamento (Figura 13A).
Entretanto, animais isentos de microbiota ndo tiveram nenhum sinal de febre durante as 6
horas de afericdo pds-estimulo. Esse padrdo de hiporresponsividade também pode ser
representado através da area sob as curvas de temperatura, tendo o ponto basal médio

como referéncia (Figura 13B).
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Figura 13: Animais isentos de microbiota ndo desenvolvem febre apés a injecdo intravenosa de LPS. Foi
feito o acompanhamento da temperatura abdominal de camundongos da linhagem Swiss ou isentos de
germes (germ-free, GF), submetidos a estimulo febril com LPS, por via intravenosa na dose de 100 pg/kg.
(A) Registro de temperatura por 6 horas ap6s o estimulo; (B) Visualizacdo em barras referente & 4rea sob a
curva do grafico A para cada grupo. A area da curva foi medida utilizando a temperatura basal (y=0) como
ponto normalizador. ** Valor p < 0,01 em relac&o em grupo controle; ™ Valor p < 0,01 em relagéo ao grupo
Swiss. Gréfico representado pela média + erro padrdo da média (n = 6 para cada grupo).
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5.2.2 Concentracdo de pirégenos enddgenos € menor em animais germ-free apos
inducdo de febre por LPS

Para checar o motivo da auséncia de resposta febril ao LPS nos animais isentos de
microbiota, o plasma dos animais foi utilizado para a dosagem de citocinas importantes
para a inducao de febre, na forma de sinais periféricos se encaminhando ao hipotalamo.

Para simplificar a apresentacédo dos resultados, as amostras dos animais que receberam
veiculo foram agrupados em um Unico grupo, uma vez que ndo houve diferenca
significativa entre os dois grupos. Apoés injecdo intravenosa de LPS, os animais que
possuiam microbiota tiveram aumento na concentragcdo das citocinas IL-18, TNF-a e IL-6
(Figuras 14A, 14B e 14C, respectivamente). Ao serem expostos ao LPS, contudo,
animais isentos de microbiota mostraram niveis estatisticamente menores que 0 grupo

colonizado para as citocinas avaliadas.
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Figura 14: Animais germ-free tém menores
C niveis de citocinas responsaveis pela inducao
periférica da resposta febril. 6 horas apés a
2500 injecdo de LPS, o sangue dos animais foi
coletado e dele se extraiu o plasma, com o
20007 qual foi realizada a dosagem das citocinas
€ pro-inflamatorias IL-1B (A), IL-6 (B) e TNF-a
é 15004 (C) de animais controle (veiculo, barras
~ #t brancas), Swiss/NIH (barras pretas) e germ-
ﬁ 1000+ ] free (GF, barras cinzas).* Valor p < 0,05 em
- 500- relagdo ao grupo veiculo; *** Valor p < 0,001
em relagdo ao grupo veiculo; * Valor p <0,01
04 em relacdo ao grupo NIH; ##* Valor p < 0,001
y em relagdo ao grupo NIH. Grafico

Veiculo NluF representado pela média + erro padrao da

LPS média (n = 6 para cada grupo).
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5.2.3 Expressdo de TNF-a no hipotalamo de animais isentos de microbiota € menor
apos estimulo pirogénico

Para confirmar as consequéncias da menor producao periférica de citocinas no sistema
nervoso central, foi avaliada a expressao de transcritos para TNF-a no hipotalamo.
Animais da linhagem Swiss/NIH ou GF receberam a injecdo intravenosa de LPS e, em
tempos determinados, foram eutanasiados para avaliacdes posteriores.

Os animais com microbiota comensal tiveram alta expresséo de transcritos para TNF-a
1,5 horas apés a inducéo de febre, seguida de queda nos tempos de 3, 6 e 12 horas. J&
0S animais isentos de germes tiveram uma reducdo significativa para o mesmo ponto
inicial em relacéo ao grupo convencional, mantendo baixa a concentracdo de TNF-a nos

periodos posteriores (Figura 15).
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Figura 15: A auséncia da microbiota comensal culmina em hiporresponsividade hipotalamica, através da
menor expressdo de TNF-a. O RNA foi extraido e convertido em cDNA para avaliagdo da expressdo da
citocina agés 0 estimulo com LPS, em tempos determinados. *** Valor p < 0,001 em relagdo ao grupo
veiculo; * Valor p < 0,001 em relac&o ao grupo Swiss/NIH.

5.2.4 A reposicdo da microbiota comensal em animais germ-free também restaura
a resposta febril

Para confirmar a importancia da microbiota no processo febril, animais isentos de
microbiota receberam uma solucéo por via oral contendo 10% de material fecal oriundo de
animais convencionais. Apos 28 dias de colonizacdo microbiana, esses animais foram

submetidos ao mesmo protocolo de inducao de febre citado anteriormente.

65



Os camundongos que receberam o veiculo tiveram um leve aumento na temperatura
devido ao estresse causado pela manipulacdo, retornando sua temperatura rapidamente
aos niveis basais. Animais convencionais (NIH) injetados com LPS tiveram um aumento
na temperatura, mantido até a sexta hora de avaliacdo (Figura 16A). Os animais isentos
de microbiota, por sua vez, apresentaram uma hipotermia aguda, seguida do retorno aos
niveis basais. O grupo de animais ditos “convencionalizados” (CVN) teve indugéo febril
idéntica ao grupo NIH, mostrando que a reposi¢cdo da microbiota em animais GF também
restaura a resposta inflamatoria pirogénica. A area sob cada curva também foi aferida e

representa o resultado de maneira resumida (Figura 16B).
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Figura 16: Animais convencionalizados repetem a
resposta dos animais colonizados apés indugéo
febril.  Foi feito o acompanhamento da
temperatura abdominal de camundongos da
linhagem Swiss/NIH, os isentos de germes (germ-
free, GF) e os convencionalizados (CVN), quando
submetidos a estimulo febril com LPS, por via
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5.2.5 A reducdo da microbiota pelo uso de antibi6ticos inibe a inducdo de febre em
camundongos convencionais

Para entender a participagdo da microbiota na indugdo de febre em animais adultos
convencionais, foi utilizada um coquetel de antibiéticos de amplo espectro para a redugéo
da microbiota nesses animais. Cerca de um més apdés o inicio do tratamento, 0s
camundongos receberam a dose intravenosa de LPS e foram acompanhados quanto a

temperatura.

Os animais de ambos os grupos tratados com o veiculo ndo tiveram alteracdes relevantes
em sua temperatura. Novamente, animais da linhagem Swiss que ndo foram tratados e
receberam a inje¢édo de LPS tiveram aumento na temperatura condizente com a evolugao
de um quadro febril. (Figura 17A). Contudo, nota-se que a temperatura basal do grupo de
animais tratado com antibiético € menor do que aquela do grupo néo tratado. Logo, para
normalizar os dados, utilizou-se a variacao da temperatura ao longo do tempo em relacéo
a temperatura basal antes da injecdo com LPS (lembrando: a temperatura basal — valor
zero no eixo y - € a média das 3 horas anteriores a injecdo de veiculo ou LPS). Dessa
forma, é possivel discernir os dados e verificar que o grupo tratado com antibiético nao
teve resposta febril apds a inje¢cdo com LPS. (Figura 17B). Também é possivel verificar

essa afirmacao ao calcular a area sob a curva (Figura 17C).
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Figura 17: A reducdo de microbiota através da
administragdo de antibidticos impede a indugdo de
febre em camundongos convencionais. Foi feito o
acompanhamento da temperatura abdominal de
camundongos da linhagem Swiss quando
submetidos (ATB) ou ndo (Swiss) ao tratamento
com antibiético. Em seguida, receberam estimulo
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Para os animais C57BL/6, foram testadas as mesmas doses e mesmas vias. No entanto,
ndo houve aumento de temperatura significativo com as doses utilizadas. Além disso, o
menor tamanho destes animais quando comparados a linhagem Swiss faz com que o
acesso venoso seja muito mais estressante para os animais. Essa manipulacdo provoca
grandes variacdes na temperatura basal do animal, mesmo que nao haja injecdo de fato.
Para resolver os problemas acima, decidiu-se usar uma dose conhecida de LPS, maior e
capaz de provocar febre nestes animais por via intraperitoneal (2,5 mg/kg — Kozak et
al.,1995), para reduzir a manipulagéo e os efeitos negativos da contencédo para acesso

Venoso.

5.3 Papel da via da fosfatidilinositol 3-quinase gama na inducéo de febre

A participacdo da PI3Ky na inducéo de febre foi avaliada através de estratégia genética -
utilizacdo de camundongos com delecdo do gene da enzima - e pela intervencao

farmacolégica com o inibidor seletivo AS605240.

5.3.1 A enzima PI3Ky é essencial para a inducdo de febre em camundongos

Os animais (selvagens ou nocautes) que receberam o veiculo ndo tiveram mudancas
relevantes na temperatura. Contudo, notou-se nos animais selvagens um aumento
significativo na temperatura, indicativo de febre, atingindo o pico (~ 38,5° C) cerca de 6
horas apds o estimulo. A temperatura desses animais voltou aos padrdes basais por volta
de 12 horas. Ja os animais deficientes para a PI3Ky ndo apresentaram nenhum aumento
importante de temperatura durante todo o periodo avaliado (Figura 18A), demonstrando
gue a auséncia da enzima previne a inducéo de febre nestes animais. Esses achados séo
demonstrados pelo calculo da area sob a curva para cada grupo experimental (Figura
18B).
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Figura 18: Animais deficientes para a enzima PI3Ky ndo manifestam resposta febril ap6s inducao por LPS.
Foi feito 0 acompanhamento da temperatura abdominal de camundongos da linhagem C57BL/6 (WT) ou
deficientes para a enzima PI3Ky, submetidos a estimulo febril com LPS, por via intraperitoneal na dose de
2,5 mg/kg. (A) Registro de temperatura por 24 horas apés o estimulo; (B) Visualizagdo em barras referente
a area sob a curva do gréfico A para cada grupo. A area da curva foi medida utilizando a temperatura basal
(y=0) como ponto normalizador. Para melhorar a visualizagdo dos dados, os dois grupos de animais (WT e
PI3Ky'/') que receberam o veiculo foram agrupados em um Unico conjunto de dados. ** Valor p < 0,01 em
relacdo ao grupo veiculo. Gréfico representado pela média + erro padrdo da média (n = 4-8 para cada
grupo).
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5.3.2 A auséncia de febre nos animais PI3Ky”” esta relacionada com menor
concentracao de citocinas pirogénicas no plasma

O estimulo inflamatério leva a producao de pirégenos enddgenos, como as citocinas IL-
1B, TNF-a e IL-6. Tais moléculas foram dosadas no plasma dos animais WT e KO, em

trés tempos distintos: 6, 12 e 24 horas ap0s a injecao de LPS (Figura 19).

Todos os animais que receberam o veiculo (NaCl 0,9%) apresentaram niveis basais das
citocinas dosadas. Os animais selvagens tiveram aumento na concentragao de IL-1B no
tempo de 6 horas apOs a injecdo de LPS (Figura 19A). Nos tempos de 12 e 24 horas
apos a inducdo de febre, a concentracdo da citocina voltou aos niveis basais. Em
contrapartida, ndo houve aumento da producdo de IL-18 no plasma dos animais

deficientes em PI3Ky nos tempos avaliados.

Para a citocina TNF-a houve um aumento significativo da concentracdo dessa citocina no
grupo selvagem em relacdo ao controle correspondente, 6 horas apos a injecao de LPS
(Figura 19B). Nos animais PI3Ky KO, a concentracdo da citocina foi estatisticamente
menor em relacdo ao grupo selvagem. Em 12 e 24 horas pos-estimulo, os niveis de TNF-
a voltaram aos valores basais, Os achados acima confirmam a importancia da producao
de citocinas pelos animais selvagens para a inducao de febre, visto que o ponto de maior
concentracdo desses agentes pirogénicos coincide com o pico de temperatura febril

desses animais.

Ja para IL-6, o panorama foi diferente. Houve aumento consistente na concentracdo da
citocina depois de 6 horas, tanto para o grupo selvagem quanto para o grupo deficiente
para a enzima PI3Ky (Figura 19C), o que torna o dado surpreendente, dada a importancia
dessa molécula para a inducéo do processo febril. Nos pontos de 12 e 24 horas, houve

reducdo em relacdo ao periodo anterior em ambos os grupos.
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Figura 19: Animais deficientes para PI3Ky tém menor concentracdo das citocinas IL-18 e TNF-a no plasma,
apesar das concentracdes similares de IL-6. Em tempos determinados apés a injecdo de LPS, o sangue dos
animais foi coletado, com o qual foi realizada a dosagem das citocinas pré-inflamatérias IL-18 (A) e TNF-a
(B) e IL-6 (C) de animais selvagens (WT, barras brancas) e nocautes (PI3Ky"/", barras preenchidas). ***
Valor p < 0,001 em relagao ao grupo selvagem Gréfico representado pela média + erro padrao da média (n
= 4-6 para cada grupo). ND = nao detectado.
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5.3.3 Apds o estimulo com LPS, a resposta hipotalamica de animais PI3Ky KO é
menor em relacdo ao grupo WT

A fim de avaliar a resposta hipotalamica ao insulto inflamatoério por LPS, foi realizada a
avaliacdo relativa da producao de transcritos (RNA mensageiro) através de qPCR, visto

gue o tamanho do 6rgéo impossibilita a mensuracédo dos mediadores finais.

A enzima cicloxigenase 2 (COX-2) participa da cascata de degradacdo do &cido
araquidénico e um dos principais produtos dessa via € a prostaglandina E,, mediador
lipidico mais importante na inducédo do processo febril. A expressao dessa enzima esteve
significativamente aumentada ap6s 6 horas de injecdo do LPS em animais WT,
novamente coincidindo com o pico da temperatura encontrada nesses animais (Figura
20A). A expressao diminui nos tempos de 12 e 24 horas, para os quais ndo ha diferenca
em relagcdo com grupo controle. Por outro lado, animais deficientes para a enzima PI3Ky
ndo expressam o mesmo nivel do transcrito para COX-2 e essa reducdo €

estatisticamente significativa.

Apos o estimulo periférico, também ha producao local de citocinas no hipotadlamo, para
amplificac@o autocrina do sinal inflamatério. Neste modelo, a expresséo hipotalamica de
IL-6 (Figura 20B) e TNF-a (Figura 20C) também foi avaliada. O mesmo padrao de COX-2
se repete para tais citocinas: 0s animais selvagens possuem expressao elevada dos
transcritos no tempo de 6 horas pos-estimulo, enquanto os animais deficientes para PI3Ky
nao apresentam o mesmo aumento, sendo assim estatisticamente diferentes dos animais

WT. Para os tempos de 12 e 24 horas, ndo ha diferencas entre os grupos estudados.
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Figura 20: A auséncia da enzima PI3Ky impede a expresséo de transcritos de COX-2, IL-6 e TNF-a no
hipotdlamo. O RNA foi extraido e convertido em cDNA para avaliacdo da expressao de mediadores
inflamatorios apés o estimulo com LPS, em tempos determinados. Foi aferida a expressdo de COX-2 (A),
IL-6 (B) e TNF-a (C) no hipotalamo de animais selvagens (WT, barras brancas) e nocautes (PI3Ky", barras
preenchidas). ** Valor p < 0,01 em relagdo ao grupo controle. *** Valor p < 0,001 em relacdo ao grupo
controle. " Valor p < 0,001 em relagéo ao grupo selvagem. Gréfico representado pela média + erro padréo
da média (n = 4-6 para cada grupo).
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5.3.4 A inibicdo farmacoldgica da enzima reproduz os resultados encontrados para
0s camundongos com delecdo génica.

A fim de confirmar os resultados encontrados em animais deficientes para PI3Ky,

camundongos da linhagem C57BL/6 foram tratados com o AS605240, inibidor seletivo da

isoforma gama da enzima, uma hora antes do estimulo com LPS.

A injecdo do veiculo ndo gerou aumento de temperatura nos animais. Por outro lado, o0s
animais que receberam a dose intraperitoneal de 2,5 mg/kg de LPS tiveram aumento de
temperatura sustentado entre a quinta e oitava hora pos-injecdo, com pico na sexta hora,
caindo em seguida (Figura 21A). O tratamento de um grupo de animais C57BL/6 com o
inibidor seletivo da PI3Ky manteve a temperatura nos mesmos niveis do grupo injetado
com o veiculo. Este resultado pode ser avaliado também pela area sob a curva, tendo
como ponto de inicio a média da temperatura basal (Figura 21B). Em conjunto, os
resultados supracitados demonstram a participacado da enzima fosfatidilinositol 3-quinase

gama na inducéao de febre por LPS em camundongos.
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Figura 21: Animais tratados com inibidor seletivo da PI3Ky mimetizam o fenétipo do camundongo KO, com
auséncia de febre. Foi feito o acompanhamento da temperatura abdominal de camundongos da linhagem
C57BL/6 ou tratados com AS605240, submetidos a estimulo febril com LPS, por via intraperitoneal na dose
de 2,5 mg/kg. (A) Registro de temperatura por 9 horas apds o estimulo; (B) Visualizagcdo em barras
referente & area sob a curva do grafico A para cada grupo. A area da curva foi medida utilizando a
temperatura basal (y=0) como ponto normalizador. * Valor p < 0,05 em comparagdo com o grupo controle.
Gréfico representado pela média + erro padrdo da média (n = 4-6 para cada grupo).
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5.4 Participacéo do receptor do fator ativador de plaquetas (PAFR) na febre induzida
por LPS

O papel do receptor do fator ativador de plaquetas (PAFR) na febre induzida por LPS foi

avaliado através da utilizacdo de camundongos com delecdo do respectivo gene e pela

administracdo do farmaco PCA4245, antagonista especifico.

5.4.1 Camundongos deficientes para PAFR tem febre atrasada, porém mais longa

Animais selvagens e deficientes para o receptor do fator ativador de plaquetas receberam
0 sensor por implante, foram estimulados com 2,5 mg/kg de LPS pela via intraperitoneal e
acompanhados por 24 horas (Figura 22).

Os animais que receberam veiculo ndo tiveram aumento de temperatura caracteristico. A
inducdo da febre foi alcancada nos animais selvagens, com pico de temperatura as 6
horas apds a injecdo (Figura 22A). Entretanto, o grupo de animais PAFR KO alcancou o
mesmo aumento de temperatura, com atraso em relacdo ao grupo WT, porém mantida
por mais tempo. Houve um breve aumento nas trés primeiras horas, seguida de reducéo
aos valores basais. O ponto mais alto de temperatura ocorreu por volta de 10 horas apés
a administracdo do LPS e s6 voltou a niveis comparaveis ao grupo controle apés 18

horas.
O grafico relativo a curva de 24 horas reflete a consequéncia de um processo febril tardio

e mais prolongado: a area sob a curva para os animais deficientes para PAFR semelhante

ao grupo selvagem, apos estimulo com LPS (Figura 22B).

5.4.2 Altas concentracdes de IL-18 sdo responsaveis pela manutencdo da febre

A fim de avaliar se ha fatores periféricos envolvidos no carater anémalo da febre induzida
por LPS em animais deficientes para PAFR, o plasma dos animais foi coletado e

submetido ao teste de ELISA para quantificagdo de TNF-a, IL-18 e IL-6 (Figura 23).
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Figura 22: Animais deficientes para o receptor de PAF tém febre apds injecdo de LPS, mas o processo é
tardio e mais prolongado. Foi feito o acompanhamento da temperatura abdominal de camundongos da
linhagem C57BL/6 (WT) ou deficientes para o receptor de PAF, submetidos a estimulo febril com LPS, por
via intraperitoneal na dose de 2,5 mg/kg. (A) Registro de temperatura por 24 horas apds o estimulo; (B)
Visualizagdo em barras referente a area sob a curva do grafico A para cada grupo. A area da curva foi
medida utilizando a temperatura basal (y=0) como ponto normalizador. Para melhorar a visualizacdo dos
dados, os dois grupos de animais (WT e PAFR'/') gue receberam o veiculo foram agrupados em um (nico
conjunto de dados. Grafico representado pela média + erro padrdo da média (n = 4-6 para cada grupo).
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Figura 23: Animais com delecédo do gene que codifica PAFR mantém alta concentracao plasmatica de IL-1B
apos estimulo com LPS. Apesar da menor producédo de TNF-q, a alta producéo de IL-1B coincide com o
momento de maior temperatura nos animais KO. Em tempos determinados apds a injecdo de LPS, o
sangue dos animais foi coletado e dele se extraiu o plasma, com o qual foi realizada a dosagem das
citocinas pré-inflamatérias TNF-a (A), IL-6 (B) e IL-18 (C) de animais selvagens (WT, barras brancas) e
nocautes (PAFR"', barras preenchidas). *** Valor p < 0,001 em relacdo ao grupo controle. * Valor p < 0,001
em relagdo com grupo selvagem. Grafico representado pela média + erro padrdo da média (n = 4-6 para
cada grupo).
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A concentracdo de TNF-a e IL-6 no plasma dos animais selvagens foi significativamente
maior em relagdo ao seu controle no periodo de 6 horas apos a injecdo de LPS (Figura
23A e 23B). Contudo, reduziu e retornou aos niveis menores nos tempos de 12 e 24
horas. Para os animais deficientes no receptor de PAF, ndo houve aumento na
concentragédo de TNF-a e IL-6, sendo significativamente menor em relagdo ao grupo WT.
A produgédo das citocinas foi reduzida para estes animais nos tempos de 12 e 24 horas

apos a inducao de febre, assim como para o grupo WT.

J& os niveis de IL-1B - um pir6geno enddgeno importante — mostraram um padrédo
diferente. Houve producéo significativa da citocina no periodo de 6 horas ap0s o estimulo
com LPS, tanto para o grupo selvagem quanto para o nocaute. Contudo, para o periodo
de 12 horas pés-injecdo, a concentracao de IL-18 manteve-se alta apenas para o grupo
de animais deficientes para PAFR, enquanto caiu drasticamente para o grupo WT (Figura
23C). A manutencao de altos niveis desta citocina se correlaciona com a manutencao e

prolongamento do periodo febril nos animais PAFR™",

5.4.3 Auséncia de PAFR ndo altera a transcritos de COX-2, mas a expressdo de
citocinas é alterada.

Para verificar as modificacdes centrais e o controle hipotalamico de termorregulacéo, foi
investigada a expressado de transcritos de moléculas envolvidas na via de inducdo da
febre (Figura 24). A expressédo de COX-2 mostrou-se aumentada para 0 grupo selvagem
€ 0 grupo nocauteado, mas apenas no tempo de 6 horas apdés a injecdo de LPS,
mostrando que as diferencas no padréo de temperatura podem ser independentes da via
classica da COX-2 para inducdo de febre. Nao houve diferenca entre 0s grupos nos
demais tempos observados (Figura 24A). Também houve aumento local da quantidade
de transcritos para IL-1p, tanto para o grupo WT quanto para o grupo KO, (Figura 24B). A
citocina TNF-a também teve sua expressdo aumentada para o grupo selvagem no tempo
de 6 horas, mas essa observacdo nao foi notada para o grupo nocauteado (Figura 24C),
para o qual a reducéo foi estatisticamente significativa. Para os periodos observados nao

houve alteracéo da concentracao dessa citocina.
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Figura 24: A delecdo do gene para PAFR ndo modifica a expressao de COX-2 no hipotalamo, mas ha
alteracdes na expresséo local de citocinas. O RNA foi extraido e convertido em cDNA para avaliacdo da
expressdo de mediadores inflamatérios apds o estimulo com LPS, em tempos determinados. Foi aferida a
expressédo de COX-2 (A), IL-1B (B) e TNF-a (C) no hipotadlamo de animais selvagens (WT, barras brancas) e
nocautes (PAFR'/', barras preenchidas). ** Valor p < 0,01 em relacdo ao grupo controle. ** Valor p < 0,01 em
relagdo ao grupo controle; *** Valor p < 0,001 em relagao ao grupo controle; # valor p < 0,01 em relagéo ao
grupo selvagem. Gréfico representado pela média + erro padrdo da média (n = 4-6 para cada grupo).
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5.4.4 Antagonismo especifico do receptor de PAF pode reproduzir os efeitos do
animal geneticamente modificado

A fim de verificar se intervencbes farmacologicas poderiam reproduzir o padrdo febril
distinto observado nos animais deficientes, foi administrado a um grupo de animais um

antagonista especifico do receptor do fator de ativador de plaquetas (PCA4248), uma
hora antes da inducéo de febre com LPS.

Apesar do acompanhamento da temperatura néo ter ultrapassado as 9 horas, como seria
o ideal, € possivel observar que o tratamento com o PCA4248 tende a confirmar o
fendtipo dos animais deficientes, com aumento tardio da temperatura, apés o pico de 6

horas encontrado no grupo de animais selvagens (Figura 25).
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Figura 25: Intervencéo farmacolégica com antagonista especifico de PAFR pode gerar resposta semelhante
aquela observada em camundongos geneticamente modificados. Foi feito o acompanhamento da
temperatura abdominal de camundongos da linhagem C57 ou tratados com PCA4248, submetidos a
estimulo febril com LPS, por via intraperitoneal na dose de 2,5 mg/kg. (A) Registro de temperatura por 9
horas apds o estimulo. * Valor p < 0,05 em compara¢do com o grupo controle. Grafico representado pela
média + erro padrdo da média (n = 4-6 para cada grupo).
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6. DISCUSSAO

O presente trabalho de tese apresentou a associacdo entre a inducédo de febre por
lipopolissacarideo e trés importantes mecanismos inflamatorios. De forma inédita, foi
abordada a relagdo entre a enzima fosfatidilinositol 3-quinase gama e o processo febril. A
correlacdo entre a febre e o receptor do fator ativador de plaguetas foi tratada de uma
forma diferente da conhecida, trazendo mais detalhes a respeito da via. Também foi
estudada a conexdo entre a microbiota comensal e a resposta febril, com boas

perspectivas a respeito da maquinaria que as relaciona.

6.1 A inducao de febre por LPS e o papel da microbiota comensal

O conjunto de resultados dispostos nessa tese relata a importancia da microbiota
comensal na ativagdo dos mecanismos inflamatérios envolvidos na inducéo experimental
de febre. De forma sucinta, mostrou-se que a auséncia da microbiota impediu o aumento
de temperatura em animais germ-free apds a injecdo de LPS. Isso se deve a menor
concentragdo plasmética de citocinas pro-inflamatoérias de carater pirogénico — IL-18, IL-6
e TNF-a —, que resultou na menor expressdo de transcritos para TNF-a no hipotalamo,
principal zona cerebral da termorregulacado. A reposicdo da microbiota em animais isentos
de germes restaura a resposta febril, ao passo que a reduc¢do da comunidade microbiana

por antibioticos impede o aumento de temperatura.

Nosso grupo de pesquisa tem se dedicado muito nos ultimos anos ao estudo da
importancia da microbiota dentro do processo inflamatorio e da relacdo micro-organismo-
hospedeiro. O trabalho seminal de Souza e colaboradores (2004) investigou o papel da
microbiota na inflamacéo sistémica provocada por um modelo murino experimental de
isquemia intestinal seguida de reperfusdo. Em animais convencionais, houve dano
tecidual local e remoto, com alta concentracdo de TNF-a no plasma. Por outro lado,
animais germ-free além de n&o apresentarem a tipica resposta inflamatoria, produziram
grandes quantidades de IL-10, uma citocina classicamente anti-inflamatéria. O mesmo

resultado foi obtido depois da administracédo de LPS em ambos os grupos. O bloqueio de
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IL-10 com anticorpos nos animais isentos de germes induziu o status inflamatorio apos a
isquemial/reperfusdo, determinando o importante papel desta citocina na
hiporresponsividade derivada da auséncia de microbiota (Souza et al., 2004). Mais tarde,
foi demonstrado o papel crucial da anexina-1 e da lipoxina A4 para a producédo endoégena
de IL-10. Animais isentos de microbiota tém alta expressado dessas duas substancias e
seu bloqueio nesses animais levou a reducdo da producédo de IL-10, acompanhado da
reversao parcial da resposta inflamatoria (Souza et al, 2007). A importancia da microbiota
também foi avaliada através de um modelo de dor inflamatéria. A hipernocicepcdo em
animais germ-free estimulados localmente com carragenina, LPS, TNF-a, IL-13 e CXCL-1
€ reduzida em relacdo aos seus controles colonizados. Contudo, a inducdo do estimulo
inflamatério com os mediadores finais da dor — prostaglandina E2 e dopamina — foi similar
para os dois grupos, indicando que as vias terminais de nocicepg¢ao sédo conservadas e
ativas nos animais isentos de microbiota. A menor hipernocicep¢cdo nesses animais era
acompanhada da maior expressao de IL-10 e podia ser revertida com a administracdo de
anticorpos anti-IL-10 (Amaral et al., 2008). De modo interessante, ndo houve diferenca na
concentracdo de IL-10 no sobrenadante da cultura células de Kupffer extraidas de
camundongos convencionais ou germ-free, apds tratamento com LPS (lkeda et al., 2007).
A citocina IL-10 tem um papel muito importante na termorregulacdo, no controle da febre
e efeitos centrais associados ao estado febril. Seu papel antipirético foi descrito por Leon
e colaboradores em 1999: animais tratados com IL-10 (i.p.) foram resistentes a inducao
de febre por LPS, principalmente através do controle da producéo periférica de IL-6.
Ademais, camundongos deficientes para IL-10 tiveram febre exacerbada e prolongada em
relacdo aos controles selvagens (Leon et al., 1999). Esta citocina também foi capaz de
inibir a producédo de TNF-a e IL-1 no cérebro apdés a injecdo local de LPS. O bloqueio da
atividade de IL-10 com anticorpos potenciou a producao das referidas citocinas pro-
inflamatérias (Di Santo et al., 1995). Em outro estudo, culturas priméarias de células do
OVLT (importante zona do cérebro na captacdo de sinais periféricos circulantes) foram
estimuladas com LPS, com consequente producdo de IL-6 e TNF-a. Ao serem pré-
tratadas com anticorpos anti-IL-10, a resposta inflamatoria foi abolida (Harden et al.,
2013). O pré-tratamento intracerebroventricular com IL-10 também foi capaz de evitar a
elevacdo da temperatura e prevenir o aumento da concentracdo de glutamato, PGE; e
TNF-a no hipotalamo, promovidas pela administracéo sistémica de LPS em coelhos (Kao
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et al.,, 2011). Além disso, IL-10 também tem importante funcdo periférica. A injecéo
intraperitoneal de soro anti IL-10 4 horas antes do desafio com LPS foi capaz de reduzir a
concentracdo plasmatica de IL-10, atenuou a hipotermia e aumentou a amplitude da
febre. Também aumentou os niveis plasméticos — mas néo hipotalamicos — de TNF-a, IL-
1B, IL-6 e PGE; (Harden et al., 2014).

Dessa forma, conhecendo o papel antipirético de IL-10 e sabendo que animais isentos de
germes produzem essa citocina quando submetidos a estimulos inflamatérios, € natural
gue essa molécula fosse abordada em nosso modelo de febre em animais germ-free. O
experimento foi realizado e, como “controle positivo”, camundongos convencionais foram
tratados com IL-10 recombinante, ao passo que animais axénicos foram tratados com
anticorpo anti-IL-10. Ambos tratamentos foram realizados uma hora antes do estimulo
com LPS. No entanto, tanto os animais que receberam IL-10 recombinante quanto
aqueles que receberam veiculo tiveram resposta febril semelhante. Além disso, animais
germ-free tratados com o anticorpo anti-IL-10 ndo tiveram nenhuma alteracdo na
temperatura, tal qual o grupo controle (dados ndo apresentados). Tais dados parecem ser
inconclusivos, visto que a classica resposta antipirética de IL-10 nado foi observada. Logo,

0 experimento precisa ser repetido para a confirmacéo do fen6tipo observado.

Além de mecanismos periféricos, a agdo da microbiota sobre o sistema nervoso central
também é conhecida e amplamente estudada. Dentre outras conexdes, destaca-se a via
neuroendocrina representada pelo eixo hipotalamico-pituitario-adrenal (HPA), cuja
ativacdo ocorre em resposta a diversos estimulos de estresse fisico e psicologico (Dinan
et al., 2006). O estudo de Sudo e colaboradores (2004) apresentou as primeiras
evidéncias conclusivas sobre o papel da microbiota no desenvolvimento do eixo HPA. Em
camundongos germ-free, um leve estresse por contencéo induziu a liberacdo exagerada
de corticosterona e adrenocorticotrofina (ACTH), quando comparados aos controles livres
de patogenos especificos (SPF). A resposta ao estresse nos animais GF foi parcialmente
revertida pela recolonizagdo com material fecal dos animais SPF e totalmente revertida
ap0s monoassociacdo com Bifidobacterium infantis, demonstrando claramente que o
conteudo do trato gastrointestinal € critico para o desenvolvimento de uma resposta

apropriada ao estresse (Sudo et al., 2004). Ha uma grande variedade de mecanismos
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propostos — incluindo rotas humorais e neurais — através das quais a microbiota pode
modular a sinalizacdo do eixo cérebro-intestino. Por exemplo, estudos demonstraram o
papel do nervo vago (Cryan e O"Mahony, 2011, Forsythe et al., 2014) e do ajuste dos
niveis sistémicos de triptofano (Desbonnet et al., 2008, Zelante et al., 2013) na
configuracdo da microbiota residente e exdégena ao longo dessa configuracdo bidirecional.
No entanto, a participacdo dos glicocorticéides na relacdo entre a microbiota e a resposta

imune inflamatoéria se faz mais interessante.

Animais isentos de microbiota tem maior producdo de ACTH e corticosterona em relagcéo
aos controles convencionais quando submetidos a estresse por contencao (Sudo et al.,
2004). Também foi verificado aumento na concentracdo de corticoides e na expressao
hipotalamica do fator liberador de corticotropina (CRF) em ratos GF comparados ao grupo
controle, quando submetidos a estresse em campo aberto em testes de ansiedade
(Crumeyolle-Arias et al., 2014). A administracdo de LPS em animais axénicos também
provoca aumento de corticosterona no plasma, concomitante com menor producdo de
mediadores proé-inflamatérios como IL-1, IL-6, TNF-a e proteina amiloide sérica A (Ikeda
et al., 1999). Interessantemente, evidéncias obtidas em nosso grupo de pesquisa
apontam que os animais germ-free mantém niveis elevados de corticosterona durante os
periodos diurno e noturno, enquanto 0s animais convencionais tém varia¢des circadianas
do horménio no soro: niveis baixos ao dia e niveis elevados a noite (Menezes et al., artigo

em submisséo).

Ainda mais estabelecido é o vinculo entre os corticoides e o processo febril. O tratamento
com dexametasona inibe completamente a inducdo de febre por uma Unica dose
intraperitoneal de LPS em ratos. Além disso, a adrenalectomia promoveu uma resposta
febril mais acentuada, vinculada aos menores niveis de corticosterona nesses animais
(Coelho et al., 1992). De forma complementar, a producéao de IL-6 e TNF-a € maior em
animais adrenalectomizados ou tratados com o antagonista RU-38486 e a temperatura é
mais acentuada em relacdo aos controles (Morrow et al., 1993). Essa acdo ocorre
principalmente devido a acédo central dos corticoides no hipotdlamo anterior durante a
febre induzida por LPS, gerando um feedback negativo que promove a regulacdo do

ponto de ajuste térmico (Morrow et al., 1996). Pelos argumentos acima citados, tracam-se
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novas perspectivas para essa sec¢ao de estudo, que podem ser planejadas em diferentes
estratégias experimentais, como a adrenalectomia em animais germ-free ou o tratamento

com o antagonista do receptor de corticoides RU-38486/mifepristona.

O papel da microbiota comensal na regulacdo da temperatura ja foi abordado por outros
autores em publicagcdes passadas, mas apenas um trabalho reportou um modelo
experimental de inducdo de febre. Neste trabalho, camundongos e pequenos leitbes
isentos de microbiota foram utilizados em um modelo experimental de inducao de febre. O
estudo mostrou que os animais colonizados apresentavam temperatura basal superior
aguela dos animais germ-free. Apoés injecdo do estimulo pirogénico, os animais isentos de
microbiota ndo tiveram aumento significativo de temperatura, enquanto os controles
colonizados apresentaram o indicio de febre (Podoprigora, 1978). Apesar de esses
resultados serem compativeis com o0s encontrados no presente trabalho, € necessario
fazer algumas observacdes. Nao foi descrito o agente pirogénico utilizado, certamente por
auséncia da distribuicdo comercial desse tipo de produto na época em que 0 experimento
foi realizado. Além disso, no trabalho de Podoprigora, o estado termoneutro dos animais
foi ignorado, visto que os experimentos foram conduzidos a 20° C, gerando alteracdes
metabdlicas importantes que podem comprometer a reprodutibilidade e os resultados
(Cannon e Nedergaard, 2011). Além disso, foi usada a medi¢do de temperatura retal, que
proporciona estresse desnecessario e pode comprometer a precisdo da afericdo
(Saegusa e Tabata, 2003).

Em um trabalho de metodologia mais elegante, Kluger e colaboradores (1990) ratificaram
alguns dos achados do trabalho supracitado, em um modelo experimental utilizando
medicao da temperatura por telemetria e tendo como modelo ratos germ-free ou reducao
da microbiota por antibiéticos ndo absorviveis. Apesar da variagdo circadiana da
temperatura ser a mesma entre 0S grupos, 0s animais isentos de microbiota tiveram
temperaturas inferiores tanto ao dia quanto a noite, provando que a comunidade
microbiana comensal tem papel importante na manutencao ténica da temperatura nesses
roedores. Essa resposta foi posteriormente confirmada em coelhos submetidos a
tratamento com antibioticos e mantidos em condi¢cdes termoneutras (Fuller e Mitchell,

1999). Esse estudo preparou terreno para uma proposta mais especifica, publicada no
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ano seguinte pelo mesmo grupo. No novo estudo, foi demonstrado que camundongos
resistentes e sensiveis a endotoxina tinham a mesma variacao basal de temperatura apos
o tratamento com antibidticos, excluindo a possibilidade de participacdo de micro-
organismos Gram-negativos, principal grupo constituinte da microbiota. Entdo, animais
germ-free foram colonizados exclusivamente com micro-organismos Gram-positivos e
como resultado, a temperatura basal desse grupo foi maior do que a do grupo controle.
Sendo assim, foi atribuida a esse grupo de micro-organismos o0 proposito de manutencao

da temperatura basal (Conn et al., 1991).

6.2 Acao da enzima PI3Ky na febre induzida por LPS

Os resultados apresentados nesta tese demonstram, pela primeira vez, a participacao da
fosfatidilinositol 3-quinase gama na inducédo de febre por lipopolissacarideo. A auséncia
da enzima impediu o aumento de temperatura decorrente da injecdo intraperitoneal de
LPS em camundongos. Esse fenoétipo esta associado a reducdo na concentracao de IL-13
e TNF-a no plasma dos animais deficientes. Como consequéncia da menor producao
periférica dos pirégenos enddgenos, a expressao hipotalamica de COX-2, IL-6 e TNF-a
também foi reduzida. O tratamento com o inibidor seletivo da subunidade pl10y

reproduziu o resultado inicial.

S&0 escassas as evidéncias da participacdo de qualquer isoforma de PI3K em processos
de regulacédo da temperatura. Um estudo recente utilizou um modelo experimental de
exposicdo ao frio em ratos. Depois de 4 horas submetidos & temperatura de 4° C, o tecido
adiposo marrom desses animais foi extraido e analisado por meio de avaliacdes
transcriptdmicas de microarray. Diversos genes da via da PI3K estavam superexpressos e
como confirmacgéo, foi observado que a fosforilacdo de AKT neste tecido era mais
acentuada nos animais expostos ao frio do que no grupo em situagdo termoneutra (Wang
e Wahl, 2014). Becattini e colaboradores (2011) demonstraram que camundongos
deficientes para PI3Ky sdo protegidos da resisténcia a insulina e inflamacdo metabdlica.
Esses achados sdo consequéncia de um menor ganho de massa adiposa, derivada do
maior gasto de energia, dissipada na forma de calor por termogénese (Becattini et al.,
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2011). Além disso, o principal mediador central de febre — a prostaglandina E, — atua
sobre receptores EP3 para ativagdo dos mecanismos intracelulares que culminam no
aumento de temperatura. Um trabalho demonstrou que o receptor EP3 tem multiplas
isoformas obtidas por splicing alternativo. Uma dessas isoformas (EP3y) utiliza a via de
PIBK/PKC/Src para exercer seus efeitos através da fosforilagdo de ERK1-2, mas seus
efeitos sobre a termorregulacdo néo foram aprofundados (Israel e Regan, 2009).

Por outro lado, o papel da enzima PI3Ky no processo inflamatério € amplamente
estudado, desde os trés importantes relatos de sua participagdo no acumulo de
macréfagos, desenvolvimento de timdcitos, ativacdo de células T e migracao de
neutrofilos, publicados por grupos independentes na mesma edicdo de um importante
periddico (Hirsch et al., 2000; Li et al., 2000; Sasaki et al., 2000). A importancia dessa
enzima se faz evidente pelo alto contetdo e qualidade de publicacdes, abrangendo os
mais variados modelos experimentais, além de ultrapassar os limites da bancada e se
transformando em farmacos com atividade comprovada (Hawkins e Stephens, 2015).
Nosso laboratério e colaboradores associados também se esforcaram a fim de descrever
as fungbes da PI3Ky na inflamacdo. Em um modelo de pleurisia alérgica, foi constatado
menor acumulo de eosindfilos em animais deficientes para a enzima, evento associado
com menor fosforilacdo de AKT e producéo de IL-5 e confirmado com a administracéo de
inibidores farmacoldgicos (Pinho et al., 2005). Também no cérebro foi confirmada a
importancia de PI3Ky na inducdo de encefalomielite autoimune experimental (EAE).
Animais deficientes para a enzima tiveram sinais clinicos atrasados e mais amenos em
relacdo ao grupo selvagem. Junto a esse achado estdo menores concentragdes das
guimiocinas CCL2 e CCL5, além da reducao do rolamento e adesao de leucdcitos em na
microvasculatura cerebral (Rodrigues et al., 2010). A acdo da enzima também tem
importancia em processos infecciosos: a maléria cerebral é caracterizada por uma forte
resposta imune, com recrutamento de leucocitos e quebra da barreira hematoencefalica.
Camundongos deficientes para PI3Ky infectados com Plasmodium berghei ANKA
apresentaram maior sobrevida que o0s controles selvagens, apesar da mesma
parasitemia. Esse fenoétipo foi acompanhado por menor hemorragia, menor acumulo de
leucocitos e menor ativacdo da microglia no cérebro de animais nocauteados. A

populacéo de células CD8+ e os niveis de IkB-a  fosforilado  também  estavam
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reduzidos, determinando a importdncia da enzima na patogénese da maléaria cerebral
(Lacerda-Queiroz et al., 2015). Na sepse, a inflamacéo sistémica exacerbada é a principal
causa da falha de mudltiplos 6rgaos, da dispersdo microbiana e consequentemente, da
morte do individuo. Em modelos experimentais, sabe-se que a migracdo neutrofiilica é
prejudicada pela reducdo da expressao de receptores de quimiocinas como CXCR2 em
neutrofilos, impedindo que cheguem ao local priméario da infec¢cdo (Rios-Santos et al.,
2007). Utilizando a inducdo de sepse por perfuracdo e ligacdo cecal, Martin e
colaboradores (2010) demonstraram que animais com delecdo genética da enzima ou
inativacdo do sitio catalitico (“kinase-dead”) tiveram maior sobrevida, menor lesao tecidual
e restricdo da bacteremia. Associados a esses parametros estdo menores niveis de
citocinas pro-inflamatérias como IL-1B3, IL-6, TNF-a e quimiocinas como MIP-1a, MIP-2,
CXCL-1 e MCP-1. Na forma grave da doenca, os animais deficientes tiveram maior
namero de neutréfilos na cavidade peritoneal, cuja expressdao de CXCR2 também era
elevada em relacdo aos animais selvagens (Martin et al., 2010). Além da funcéo per se, a
acao de PI3Ky pode ser dependente de vias paralelas. Utilizando um modelo de
recrutamento de neutréfilos em diferentes compartimentos com a quimiocina CXCL-1, foi
demonstrado que a inibicdo farmacologica ou genética exclusiva dessa enzima nao
alterava o fenétipo inflamatoério. Contudo, associada a um inibidor de PI3K delta, houve
reducdo do recrutamento celular (Pinho et al., 2007). No entanto, a enzima também pode
ter um importante papel no controle da inflamagdo. Em um modelo experimental de
convulsdo induzida por pilocarpina, a auséncia da PI3Ky levou a um aumento da
concentracédo de TNF-a, IL-6 e BDNF no hipocampo de camundongos. Somada a reducéo
nos niveis de IL-10, a dele¢cdo da enzima levou ao aumento da gravidade das convulsdes
nesses animais (Lima et al., 2015).

De uma forma geral, a inibicdo da PI3Ky leva a reducdo da inflamacdo pela menor
producéo de mediadores inflamatorios, como as citocinas, fato comprovado em diversos
parametros e modelos e ratificado neste trabalho na indugdo experimental de febre.
Conhecidas as vias inflamatdrias periféricas e a resposta do sistema nervoso central em
animais selvagens ou deficientes para a PI3Ky, era preciso compreender as vias efetoras
responsaveis pela febre. Para isso, o tecido adiposo marrom desses animais foi extraido e

a expressao de transcritos para a proteina desacopladora 1 (UCP-1, termogenina) e para
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a proteina mitogénica PGC-1a foi avaliada. No entanto, ndo houve diferenca relativa entre
0s animais selvagens e os deficientes (dados nao apresentados), indicando que a
termogénese parece nao ser afetada pela atividade da PI3Ky. Portanto, € provavel que os
mecanismos envolvidos na vasoconstricao e reducao da troca superficial de calor estejam
envolvidos em nosso modelo experimental. Para avaliar esse parametro termorregulador,
podem ser utilizados sensores termométricos acoplados a base da cauda desses animais,

a fim de registrar a variacdo da temperatura nessa regiao.

Além disso, a fim de compreender de forma mais completa os mecanismos que envolvem
a participacdo de PI3Ky na inducdo da febre por LPS, € possivel propor estratégias
metodoldgicas associadas a essa via de sinalizacdo. Para comprovar a especificidade
entre as isoformas de PI3K, animais seriam tratados com um inibidor global da atividade
enzimatica (wortmanina) e um inibidor seletivo para PI3K delta, que é uma das
subunidades mais estudadas, além da PI3Ky. Também é uma perspectiva a verificacao
da fosforilacdo de AKT no hipotadlamo por western blotting ou imunohistoquimica, a fim de
verificar a importancia de PI3Ky no processo inflamatério local que culmina na indugéo de

febre.

6.3 Participacdo de PAF e seu receptor nainducao de febre por LPS

Os dados demonstrados neste trabalho apontam uma resposta andmala de animais
deficientes para o receptor do fator ativador de plaquetas apds o estimulo febril com
lipopolissacarideo. Apés a injecao intraperitoneal do pirégeno, os animais deficientes para
PAFR tiveram o inicio da febre atrasado em relacdo ao grupo selvagem. Além disso, a
febre se estendeu por um periodo muito maior. Surpreendentemente, os niveis de TNF-a
no soro dos animais deficientes foram menores em todos os tempos avaliados. No
entanto, a concentracdo plasmatica de IL-1B no tempo de 12 horas p.i. permaneceu
elevada nos animais deficientes, enquanto nos animais selvagens ja havia retornado aos
niveis basais. No hipotalamo, a expressdo das citocinas seguiu 0 mesmo parametro
encontrado no plasma. Contudo, ndo houve diferenca na expressao da enzima COX-2 em
nenhum dos tempos observados, indicando que o fenotipo observado pode atuar sobre

outro mecanismo indutor de febre.
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A importancia do fator ativador de plaguetas no processo febril j& é conhecida e
destacada. Mesmo em concentracdes picomolares, PAF € capaz de induzir febre em
ratos mantidos em ambiente termoneutro e hipotermia em temperaturas subneutras. Ao
utilizar um antagonista do receptor de PAF, tanto a febre induzida por PAF quanto por
LPS foram atenuadas, demonstrando portanto a acao pirogénica desse lipidio e sua agéo
como mediador dos efeitos do LPS (Ivanov et al., 2003). No entanto, o estudo de lvanov e
colaboradores so avaliou os efeitos pirogénicos do LPS durante um periodo de 7 horas,
ao passo que o pico da febre em nosso modelo foi observado entre 10 e 11 horas apés o
estimulo. Outra diferenca a se destacar é que o estudo acima citado ndo utiliza
camundongos deficientes para o receptor, apenas a intervencdo farmacolégica é
realizada. Em outro recente estudo, a funcdo de PAF e seu receptor sobre a febre foi
novamente abordada. Ratos receberam um cateter na veia jugular por onde foi injetado o
LPS e dois diferentes antagonistas do receptor de PAF. Em condi¢cées termoneutras, 0s
animais apresentaram febre apds o estimulo pirogénico, mas ndo houve diferenca na
variacdo da temperatura com a administracdo dos farmacos. Com isso, 0s autores
sugerem que a via de sinalizacdo de PAF esteja upstream aos eventos inflamatérios
induzidos por LPS (Steiner e Romanovsky, 2015). Mais uma vez as diferencas
metodologicas devem ser mencionadas. Mesmo utilizado uma via diferente
(intraperitoneal ao invés de intravenosa), nosso modelo foi capaz de reproduzir o aspecto
da curva de febre em animais selvagens, com ponto maximo por volta de 6 horas. No
entanto, tanto animais deficientes para o receptor quanto os tratados com um diferente
antagonista tiveram fenétipos diferentes. A principio, ndo € possivel comparar os dois
estudos, pois apenas o presente trabalho € o primeiro a realizar um acompanhamento

longitudinal mais extenso, capaz de detectar as variacfes tardias observadas.

Os mecanismos pelos quais a febre é atrasada e prolongada em animais deficientes para
PAFR ainda ndo sdo bem esclarecidos. A reducdo dos niveis periféricos e hipotalamicos
de TNF-a observados nesses animais é suportada por diversos estudos conduzidos em
diversos modelos experimentais. O componente inflamatério tem extrema relevancia na
patogénese da malaria experimental. Ao infectar camundongos com Plasmodium berghei

ANKA, foram encontrados altos niveis plasméaticos de TNF-a nos animais selvagens, mas
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nao naqueles deficientes para PAFR (Lacerda-Queiroz et al., 2012). Em outro modelo
infeccioso, niveis reduzidos de TNF-a também foram encontrados no soro de
camundongos deficientes para PAF ap0s a exposi¢do ao virus da Dengue (Souza et al.,
2009). Niveis reduzidos da citocina também foram encontrados em animais deficientes de
PAFR ou selvagens tratados com antagonista do receptor apos inducdo de sepse por
CLP (Moreno et al., 2006). Em estratégias de leséo estéril o fendtipo se repete: utilizando
um modelo de isquemia e reperfusao intestinal, as intervencdes genética e farmacoldgica

levaram a menores concentracdes sistémicas e locais de TNF-a (Souza et al., 2003).

De forma interessante, Fernandes e colaboradores abordaram as duas citocinas-chave
em nosso estudo. O trabalho foi conduzido com um modelo de edema plantar induzido
por PAF em ratos. Através do bloqueio seletivo de TNF-a e IL-18 com anticorpos, foi
demonstrado que PAF atua diretamente na producdo local de TNF-a, enquanto a
producdo de IL-1B € oriunda das células polimorfonucleares que chegam ao local da
inflamacgé&o, em um processo dependente da producéo inicial de TNF-a (Fernandes et al.,
2005). Aplicando essa teoria em nosso modelo de febre, a auséncia de sinalizacdo por
deficiéncia do receptor de PAF leva a menor producédo de TNF-a, o que foi confirmado no
plasma e no hipotalamo. Na auséncia de TNF-a, a producéo de IL-1B € prejudicada mas
ndo extinta, pois fica dependente exclusivamente da reacdo leucocitaria, justificando a

diferenca da concentracdo nos tempos de 6 e 12 horas.

Pelo que os nossos dados sugerem, a auséncia do receptor e da sinalizacao de PAF leva
a um atraso no inicio da febre. A primeira fase de inducdo de febre € mediada pela
producdo de Cba estimulada por LPS, responsavel pela ativacdo de células de Kupffer
gue respondem a esse sinal com a producédo de grandes gquantidades de prostaglandina
E2 (Perlik et al., 2005). Portanto, podemos tracar algumas perspectivas e estratégicas
para esclarecer os mecanismos envolvidos na resposta febril diferenciada nos animais
deficientes. Uma das alternativas é dosar a anafilotoxina C5a em tempos curtos apos a
injecdo de LPS, a fim de verificar se as células de Kupffer estdo recebendo o estimulo
inicial necessario. Outra hipotese é de que a producdo de PGE, por estas células é
regulada por PAF e, na auséncia de seu receptor, a primeira fase de inducdo de febre

estaria prejudicada e dessa forma, a febre s6 aconteceria apds a liberacdo de citocinas e
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demais mediadores tardios. No entanto, a manutencdo da febre em periodos tardios e
vinculada a uma maior concentragéo de IL-1 n&o tem referéncias descritas na literatura.
Além disso o processo febril que ocorre nos animais deficientes parece ser independente
de COX-2, visto que ndo ha diferenca na expressao hipotalamica da enzima em
comparacao com o grupo selvagem. Uma importante de inducdo de febre independente
de COX-2 tem a participagéo central da endotelina-1 (ET-1).

PAF é um mediador fundamental da producdo de endotelina-1 mediada por LPS
(Slomiany e Slomiany, 2006). Também ja foi descrito que ET-1 pode estimular a producdo
de PAF em culturas primarias de células de Kupffer, por um mecanismo dependente de
calcio (Mustafa et al., 1995).

Como o aumento de temperatura observado nos animais deficientes para PAFR parece
ser independente de COX-2, é plausivel propor uma relagcdo entre os resultados
encontrados e a atuacdo do sistema PFPF/CRH/ET-1 em nosso modelo. Para ratificar
esse hipétese, os animais deficientes serdo tratados com inibidores seletivos do receptor
ETg, estimulados com LPS e em seguida, terdo sua temperatura abdominal acompanhada
para confirmacao dos resultados.

6.4 Consideracdes finais

A febre € um mecanismo fisioldégico mantido ao longo da evolucdo dos seres vivos e
representa uma das respostas mais imediatas do corpo a um insulto inflamatoério. A
microbiota também evoluiu junto com seu hospedeiro, fornecendo-lhe entre outras
vantagens, a maturacdo do sistema imune e a manutencdo de niveis basais de
inflamacéo, importantes para a homeostase do individuo. Uma das vias de sinalizagéo do
processo inflamatoério passa pelo mediador lipidico PAF que, uma vez ligado ao seu
receptor, PAFR, exerce diversas funcdes como a ativacdo do endotélio e facilitacdo da
migracao celular. Parte desses eventos pode acontecer através da via das PI3Ks, que
estdo downstream aos receptores de sete dominios transmembranas e sdo conhecidas
por mediar a ativacdo leucocitaria e transcricdo de citocinas e fatores de transcricao

cruciais para a resposta inflamatoria.
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A abordagem conjunta entre o fator ativador de plaquetas e a microbiota é antiga. No
entanto, ndo € bem esclarecida. Foi descrita a participacdo dos micro-organismos
comensais na modulacdo da composicéo de fosfolipidios da membrana, incluindo PAF e
seus precursores/metabolitos, bem como sua localizagéo diferencial e expressao reduzida
em animais germ-free (Denizot et al.,, 1990; Wang et al., 1999). Em um estudo mais
recente, foi demonstrado que a atividade da fosfolipase A, (pro-inflamatéria e bactericida)
no intestino apés o estimulo com PAF é dependente da microbiota. Animais isentos de
germes ou tratados com antibioticos tiveram resposta inflamatéria reduzida ou nula e a
reconstituicdo da populagdo microbiana também restaura a atividade e os efeitos da
enzima (Rozenfeld et al., 2001).

PAF é um mediador lipidico de producdo e degradacdo rapida e sua dosagem direta é
laboriosa e onerosa. Uma forma viavel de estabelecer uma conexdo entre a microbiota
comensal e a sinalizacdo por PAF é avaliar, através de qPCR, a expressdo de seu
receptor (PAF) e das enzimas responsaveis por sua biossintese, a acetil-coA:liso-PAF
acetiltransferase e pelo seu catabolismo, a PAH-acetil-hidrolase (Shindou et al., 2007) em
animais convencionais ou germ-free. A inibicdo da via downstream ao receptor PAFR
torna-se inviavel, pois a transducdo de sinal é feita pela proteina G e afetaria outros

sistemas incluindo, por exemplo, a sinalizacao por PI3K.

A relacao direta entre a microbiota comensal e a via de sinalizacdo por PI3K também nao
€ abordada com detalhes pela literatura. Dois trabalhos de um mesmo grupo de pesquisa
abordaram a importancia da isoforma delta no desenvolvimento de colite. No primeiro, foi
verificado que animais com uma mutacdo na subunidade catalitica p110y desenvolvem
colite de forma espontanea, com resposta inflamatoria marcante e maior sensibilidade a
resposta derivada por ligantes de TLR em macréfagos. Além disso, a reconstituicdo da
microbiota em animais germ-free selvagens provocou um grande aumento na expressao
de mRNA para p110y, indicando que a enzima tem um importante papel na regulagcéo da
resposta imune inata e homeostase intestinal (Uno et al., 2010). Em um estudo posterior,
0 grupo confirmou a necessidade da microbiota para a indugcdo da colite nos animais

deficientes, nos quais os niveis de IL-10 estdo drasticamente reduzidos (Steinbach et al.,

95



2014). A relagao entre a microbiota e PI3K se mostra mais estreita no trabalho de Vinolo e
colaboradores (2011). E evidenciada a importancia da PI3Ky na via de sinalizacdo de
GPR43, um receptor de sete dominios transmembrana ativado por &cidos graxos de
cadeia curta, cuja principal origem € o metabolismo da fibras alimentares pela microbiota
comensal. Neutr6filos derivados de medula 6ssea de camundongos pll1Oy~/- foram
estimulados com agonistas deste receptor e mostraram migracdo reduzida em relacéo
aos animais selvagens. A mesma resposta foi obtida com a intervencao farmacoldgica,

determinando a relac&o entre os metabdlitos da microbiota e a sinalizacdo por PI3Ky.

Em nosso modelo de febre induzida por LPS, é possivel tracar estratégias experimentais
gue possam ligar os dois temas. Por exemplo, verificar por western blotting ou
imunohistoquimica o nivel de fosforilagcdo da proteina AKT no hipotalamo, zona central da
termorregulacdo. Sabe-se ainda que o figado tem grande importdncia na captacdo e
“filtracdo” de micro-organismos que escapam da barreira intestinal, sendo as células de
Kupffer a responsavel por essa tarefa (Balmer et al., 2014). Como esse tipo celular tem
fundamental importancia na producédo periférica de PGE; apds estimulo pirogénico com
LPS (Perlik et al., 2005) e sua ativacao é reduzida em animais com microbiota suprimida
por antibiéticos (El Kasmi et al., 2012), torna-se interessante verificar a via de sinalizacao
por PI3Ky em animais natural ou artificialmente isentos de microbiota dentro do modelo

experimental de febre.

A via de ativacdo das PI3Ks estd downstream a diversos receptores de 7 dominios
transmembrana, como o receptor de PAF. De fato, a ativacdo de PAFR leva a ativacdo de
PI3K e fosforilacdo das vias subsequentes (Penna et al., 2001; Bloes et al., 2015). Varios
trabalhos utilizaram a relacdo sequencial entre essas estruturas para delinear
mecanismos associados a inflamacao e diversas doencas (Slomiany e Slomiany, 2004;
Kang et al., 2011; Gountopoulou et al., 2008). Especificamente a respeito da PI3Ky, foi
descrito o papel essencial da enzima na indugdo de quimiotaxia em eosinofilos
estimulados por PAF (Hasan et al., 2010). No presente trabalho, contudo, ndo parece
haver relacdo direta entre as vias de sinalizacdo de PAF/PAFR e PI3Ky, visto que as
respostas ao estimulo febril nos dois modelos distintos apresentam fenotipos bem

diferentes.

96



Finalmente, é possivel propor experimentos a serem realizados em curto prazo que tem o
proposito de esclarecer os mecanismos individuais envolvidos na inducédo de febre. Para
a via da PI3Ky, serdo geradas quimeras entre animais selvagens e deficientes para a
enzima, com transferéncia de medula O0ssea para animais irradiados. Também sera
realizado nesses animais o0 protocolo de inducdo de febre com injecéao
intracerebroventricular de PGE,, para verificacdo da resposta local. Para desvendar as
vias que abrangem a microbiota comensal, serdo planejados novos experimentos com 0s
guais seja possivel determinar o papel de TNF-a, IL-10 e dos corticoides na modulacédo da
resposta febril, bem como o aspecto comportamental de busca por calor. Assim como
para o modelo do receptor de PAF, é importante verificar a via de indugcdo de febre
independente da cicloxigenase-2. Para isso, sera estudada a via da endotelina e seus
componentes. Também é de interesse estudar 0s mecanismos efetores da
termorregulacdo, como a participacdo da proteina desacopladora (UCP-1), da proteina

mitogénica PGC1-a, bem como o efeito da vasoconstrigdo/dilatagdo dos vasos caudais.
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7. CONCLUSOES

A microbiota € fundamental para a inducdo da febre por lipopolissacarideo. Animais
axénicos falham em desenvolver febre devido ao menor nivel de citocinas pro-
inflamatorias circulantes e pela menor expressdo de TNF-a no hipotalamo, em relacdo ao
grupo colonizado. A convencionalizacdo dos animais germ-free restaura o padrdo
inflamatorio. Por outro lado, a reducéo da microbiota de animais convencionais impede o

desenvolvimento do estado febril.

A auséncia de PI3Ky impede a indug¢ao de febre por LPS em camundongos e a
inibicdo farmacolégica da enzima em animais selvagens leva a mesma resposta. Este
fenétipo estd relacionado a reducdo da concentracdo plasmatica de IL-18 e TNF-a.
Ademais, camundongos PI3Ky-/- tém expresséo reduzida de COX-2, TNF-a e IL-6 no

hipotalamo ap6s injecdo de LPS.

A auséncia do receptor de PAF ndo extingue o processo febril, mas o torna
atrasado e prolongado. O antagonismo farmacolégico confirma o fendtipo. Esta
caracteristica esta ligada a uma maior concentracdo plasmatica de IL-18, um importante
pirdgeno endégeno. Além disso, ndo houve alteracdo da expressao hipotalamica de COX-

2 nos animais KO, o0 que sugere uma via alternativa para os achados.

Dessa forma, é possivel afirmar que a microbiota comensal e a enzima PI3Ky agem por
um mecanismo semelhante: apds o estimulo com LPS, promovem a ativacdo da producao
periférica de citocinas proé-inflamatérias, que promovem a transcricdo de TNF-a e
consequentemente, na inducdo de febre. Contudo, ainda é possivel que haja
interferéncias de ambas as vias no hipotadlamo, regulando processos dependentes de
COX-2 que ainda seréo averiguados.

Além disso, foi demonstrado que a via de sinalizacdo por PAFR participa da febre
induzida por LPS e atua por mecanismos independentes de COX-2, cujos participantes

ainda precisam ser revelados.
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Figura 26: Mecanismos e mediadores inflamatérios envolvidos na inducdo de febre por LPS, conforme os
dados apresentados neste trabalho. A entrada de LPS no organismo promove ativacdo da producdo de
citocinas pro-inflamatérias como IL-1B, IL-6 e TNF-a. Essas citocinas atingem o hipotadlamo e levam a
producdo local de TNF-a e IL-6 que, na via da PI3Ky, estimula a expressdo de COX-2 que culmina na
inducdo de febre. As vias pelas quais a microbiota e o receptor de PAF atuam ainda precisam de maiores
esclarecimentos.
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ANEXO 1: CERTIFICACOES PARA UTILIZACAO DE ANIMAIS PARA
EXPERIMENTACAO

Protocolo 355/2012

A respeito da utilizacdo de animais da linhagem Swiss e sua contraparte, os animais
Germ-Free.
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UFMG

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

CEUA
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n°. 355 / 2012, relativo ao projeto intitulado Avaliacdo do papel da microbiota comensal em
um modelo experimental de febre induzida em camundongos , que tem como responsavel MAURO MARTINS
TEIXEIRA, esta de acordo com os Principios Eticos da Experimentacdo Animal, adotados pela Comiss&o de Etica no
Uso de Animais (CEUA/UFMG), tendo sido aprovado na reunido de 22/11/2012. Este certificado expira-se em
22/11/2017.

CERTIFICATE

We hereby certify that the Protocol n°. 355/ 2012, related to the Project entitled Assessment of the role of commensal
microbiota in an experimental model of induced fever in mice , under the supervision of MAURO MARTINS TEIXEIRA, is
in agreement with the Ethical Principles in Animal Experimentation, adopted by the Ethics Committee in Animal
Experimentation (CEUA/UFMG), and was approved in 22/11/2012. This certificates expires in 22/11/2017.

FRANCISNETE GRACIANE ARAUJO MARTINS
Coordenador(a) da CEUA/UFMG
Belo Horizonte, 22/11/2012.

Atenciosamente.

Sistema CEUA-UFMG
https://www.ufmg.br/bioetica/cetea/ceua/

Universidade Federal de Minas Gerais
Avenida Antdnio Carlos, 6627 — Campus Pampulha
Unidade Administrativa Il — 2° Andar, Sala 2005 - 31270-901
Belo Horizonte, MG — Brasil
Telefone: (31) 3499-4516 — Fax: (31) 3499-4592
www.ufmg.br/bioetica/cetea - cetea@prpg.ufmg.br
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Protocolo 214/2014

A respeito da utilizacdo de animais da linhagem C57BL/6 e suas contrapartes, 0os animais
deficientes para as proteinas fosfatidilinositol 3-quinase e receptor do fator ativador de
plaquetas.

UFMG

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

CEUA
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n®. 214 / 2014, relativo ao projeto intitulado “Avaliagéo do papel da enzima PI3K-gama e
do receptor de PAF em um modelo experimental de febre em camundongos”, que tem como responsavel MAURO
MARTINS TEIXEIRA, esta de acordo com os Principios Eticos da Experimentacdo Animal, adotados pela Comisséo de
Etica no Uso de Animais (CEUA/UFMG), tendo sido aprovado na reunido de 05/09/2014. Este certificado expira-se em
05/09/2019.

CERTIFICATE

We hereby certify that the Protocol n°. 214 / 2014, related to the Project entitled “Assessment of the role of PI3K-gamma
and PAF receptor in an experimental model of induced fever in mice”, under the supervision of MAURO MARTINS
TEIXEIRA, is in agreement with the Ethical Principles in Animal Experimentation, adopted by the Ethics Committee in
Animal Experimentation (CEUA/UFMG), and was approved in 05/09/2014. This certificate expires in 05/09/2019.

Jacqueline Isaura Alvarez Leite
Coordenador(a) da CEUA/UFMG
Belo Horizonte, 05/09/2014.

Atenciosamente.

Sistema CEUA-UFMG
https://www.ufmg.br/bioetica/ceteal/ceua/

Universidade Federal de Minas Gerais
Avenida Antdnio Carlos, 6627 — Campus Pampulha
Unidade Administrativa Il — 2° Andar, Sala 2005 - 31270-901
Belo Horizonte, MG — Brasil
Telefone: (31) 3499-4516 — Fax: (31) 3499-4592
www.ufmg.br/bioetica/cetea - cetea@prpg.ufmg.br
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ANEXO 2: ACOMPANHAMENTO DA TEMPERATURA DE ANIMAIS
SWISS/NIH E GF POR 24 HORAS, APOS INDUCAO DE FEBRE POR LPS
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IN
g

**

w
e

[any
T

Area sob a curva
(relativo a temp. basal média)
N
o
L

o
1

Veiculo Swiss GF

LPS

Anexo 2: Animais isentos de microbiota mantém o aspecto hiporresponsivo frente ao estimulo pirogénico.
Foi feito o acompanhamento da temperatura abdominal de camundongos da linhagem Swiss/NIH ou GF,
submetidos a estimulo febril com LPS, por via intraperitoneal na dose de 2,5 mg/kg. (A) Registro de
temperatura por 24 horas ap6s o estimulo; (B) Visualizacdo em barras referente a area sob a curva do
grafico A para cada grupo. Para melhorar a visualiza¢éo dos dados, os dois grupos de animais (Swiss/NIH e
GF) que receberam o veiculo foram agrupados em um Unico conjunto de dados. ** Valor p < 0,01 em
relacdo ao grupo veiculo. “Valor p < 0,01 em relacéo ao grupo Swiss. Gréfico representado pela média +
erro padrdo da média (n = 6 para cada grupo).
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THE TRACKING TAG WILL THEN, IT WILL. FOP WE CANT AFFORD A AND HOPERULLY BE
RECORD THE SHARK'S FREE AND FLOAT RECOVERY PROGRAM, FOUNDAND MAILED To Us.
MOVEMENT AND HABITS., TO THE SURFRCE, SOTHE CAPSLLES WILL ANY QUESTIONS?
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Completely implausible? Yes.
Nevertheless, worth keeping a can of shark repellent next to the bed.

xkcd.com/585
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