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RESUMO

A febre é definida como o aumento da temperatura corporal que ocorre como parte da
resposta de fase aguda desencadeada apds a invasdo de um organismo por agentes estranhos.
O LPS (lipopolissacarideo) € um potente indutor de febre, frequentemente utilizado em
estudos sobre respostas inflamatdrias e febris. Alguns trabalhos tém sugerido o envolvimento
de vias de sinalizacdo dependentes de proteina quinase A (PKA) e proteina quinase C (PKC)
no desenvolvimento da febre. Neste estudo, investigamos o efeito de inibidores de PKA (H-
89) e PKC (celeritrina) sobre a resposta febril induzida por LPS. Analisamos ainda alteracGes
da expressao e atividade destas quinases em resposta aos diferentes tratamentos, 3 e 6 h apds a
injecdo do estimulo pirogénico. Os resultados demonstraram que celeritrina (3 pg/rato) e H-89
(10 pg/rato) reduziram a resposta febril induzida pela injecéo iv de LPS (5 png/Kg) em 36 % e
33,1 %, respectivamente. A administracdo conjunta de celeritrina e H-89 também reduziu a
resposta febril induzida por LPS; entretanto, o efeito inibitorio verificado (31,2 %) néo foi
maior do que o observado apds a administracdo isolada de cada droga. Apos 0s experimentos
farmacoldgicos, os animais foram eutanasiados e tiveram seus hipotalamos dissecados para as
analises de expressdo e atividade. A analise por western blotting ndo foi capaz de detectar
alteracdes da expressdo de PKCe 3 h apos a injecdo do LPS, tampouco de PKA nos dois
tempos analisados. A expressdo de PKCe 6 h apos a injecdo do estimulo pirogénico
apresentou-se aumentada nos animais tratados com H-89, sugerindo que, na auséncia da
ativacdo de PKA, vias dependentes de PKCe sejam ativadas como mecanismo compensatorio.
A andlise da atividade foi realizada por meio de kits comerciais de ELISA para medir a
fosforilacdo de um substrato realizada por quinases. Ndo foram encontradas mudancas
significativas nos padrdes de atividade para nenhuma das proteinas testadas, 0 que pode ser
devido a baixa especificidade do metodo, visto que o substrato utilizado no ensaio pode ser
fosforilado por todas as isoformas de PKA e PKC. Os dados desse trabalho sugerem que vias
de sinalizacdo dependentes de PKA e PKC estejam envolvidas na resposta febril induzida por
LPS, porém, métodos mais especificos para andlise destas enzimas sdo necessarios para
elucidar os mecanismos moleculares envolvidos.

Palavras-chave: febre; celeritrina; H-89; expressao proteica; atividade enzimatica.



ABSTRACT

Fever is defined as the increase in body temperature that occurs as a component of the
acute phase response triggered after invasion of pathogens in the body. Lipopolysaccharide
(LPS) is a potent inducer of fever, often used in studies assessing the inflammatory and febrile
responses. Some studies have suggested the involvement of protein kinase A (PKA) and
protein kinase C (PKC)-dependent signaling pathways in the development of fever. We
investigated the effect of PKA and PKC inhibitors, H-89 and celeritrin respectively, on the
febrile response induced by LPS. We also analyzed changes in the expression and activity of
these kinases in response to different treatments, 3 and 6 h after the pyrogenic stimulus
injection. The results showed that celeritrin (3 mg/rat) and H-89 (10 mg/rat) reduced the
febrile response induced by LPS (5 mg/kg, iv) in 36% and 33.1%, respectively. Co-
administration of celeritrin and H-89 also reduced the LPS-induced febrile response; however,
the inhibitory effect observed (31.2%) was not more effective than that observed after
administration of each drug separately. After pharmacological experiments, animals were
euthanized, and their hypothalami were dissected for kinases expression and activity analyses.
Western blot analyses did not exhibit changes in neither PKCe expression 3 h after LPS
injection nor PKA levels in both periods investigated. The expression of PKCe 6 h after
injection of pyrogenic stimulus was increased in H-89 treated animals, suggesting that PKCe-
dependent pathways are activated as a compensatory mechanism in the absence of PKA
activation. The enzymatic activity analysis was performed using commercial ELISA kits
specific for measuring substrate phosphorylation mediated by kinases. There were no
significant changes in the patterns of activity for any tested enzymes, which may be due to
low specificity of the method since the substrates employed in the assays can be
phosphorylated by all PKC or PKA isoforms. Data from the present study suggest that PKA
and PKC-dependent signaling pathways may be involved in the febrile response induced by
LPS, although more specific methods are needed to analyze such enzimes in order to elucidate
their involvement in fever molecular mechanisms.

Key-words: fever; celeritrin; H-89; protein expression; enzymatic activity.
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1. INTRODUCAO

1.1 TERMORREGULAGAO, FEBRE E HIPOTALAMO

A febre é uma importante resposta comandada pelo cérebro, que ocorre como parte da
reacdo de fase aguda durante processos infecciosos e inflamatorios. Trata-se de um
componente da complexa estratégia de defesa organizada pelo sistema imune quando o corpo
humano é invadido por agentes estranhos, de natureza infecciosa ou ndo (ZEISBERGER,
1999).

O hipotalamo, mais precisamente a area pré-optica do hipotalamo anterior, (APOHA)
€ uma importante estrutura neural responsavel pela regulacdo da temperatura corporal, capaz
de detectar variagdes sutis da temperatura central e periférica. As evidéncias sobre a
importancia da APOHA na termorregulacéo séo oriundas de estudos envolvendo estimulagéo
térmica do hipotadlamo por meio do implante de termddios. Estes aparelhos podem ser
perfundidos com agua quente ou fria permitindo pequenas variagdes de temperatura na area
de interesse (BOULANT, 2000).

A utilizacdo das técnicas de estimulacdo térmica por meio de termddios aliada ao uso
de microeletrodos para registrar a atividade de neurdnios individuais foi capaz de descrever
trés tipos basicos de neurbnios hipotalamicos. Esses neurbnios sdo classificados de acordo
com a frequéncia de disparos em diferentes temperaturas. Em torno de 30% dos neurénios séo
classificados como sensiveis ao calor, visto que sua frequéncia de disparos elétricos aumenta
proporcionalmente ao aumento da temperatura da APOHA. Aproximadamente, 5 % dos
neurdnios sdo classificados como sensiveis ao frio, os quais tém a frequéncia de disparos
aumentada durante o resfriamento da APOHA. No entanto, a maioria (60 %) dos neurdnios
desta regido sdo insensiveis as mudancas de temperatura, ou seja, ndo alteram suas taxas de
disparo durante o aquecimento ou resfriamento da APOHA (Figura 1) (BOULANT, 2000,
2006).

Por outro lado, a caracterizacdo neuronal de acordo com a sensibilidade a diversos
fatores enddgenos demonstrou que a maioria dos neurbnios termossensiveis sdo também
sensiveis a variacdo de osmolaridade, bem como a variacdo dos niveis de glicose e esteroides

no sangue. Sendo assim, o fato de um neur6nio ser sensivel a temperatura ndo garante a sua
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participacdo funcional na termorregulacdo. Estes estudos enfatizam ainda a complexidade das
interacOes entre os diferentes sistemas regulatérios (BOULANT & DEAN, 1986).

Perda de calor
—

@

[Termorreceptores Retencéo

e producao
de calor

Figura 1: Regulacdo da temperatura corporal pela APOHA. C — neur6nios sensiveis ao calor; F —
neurbnios sensiveis ao frio; | — neurdnios insensiveis as varia¢des de temperatura. (+) estimulacéo;
(-) inibicdo. Adaptado de: BOULANT, 2000.

O trato espinotaldamico lateral € uma importante via ascendente responsavel por
transmitir informacdes a partir de termorreceptores na pele e medula espinhal para varios
nacleos na formacdo reticular do tronco cerebral. Em seguida, essas informacdes sdo
transmitidas aos neurdnios termossensiveis na APOHA. Acredita-se que esses neurénios
funcionem como integradores das informacdes térmicas centrais e periféricas (BOULANT,
2000). Desta forma a area pré-Optica se comunica com areas efetoras, desencadeando 0s
procedimentos termorregulatorios apropriados para diminuir ou aumentar a temperatura
corporal. Em estudos de estimulacdo térmica, o resfriamento da APOHA inicia mecanismos
de retencdo de calor, entre 0s quais estdo vasoconstricdo cutanea, piloerecdo e alteracGes

comportamentais de conservacdo de calor. De maneira oposta, 0 aquecimento provoca
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vasodilatacdo cuténea, sudorese e varias respostas comportamentais que favorecem a perda de
calor. Os termorreceptores podem estimular os neurénios sensiveis ao calor, favorecendo
respostas de perda de calor. Quando estimulados, estes neurbnios sdo capazes de inibir
respostas de conservacdo de calor através da inibicdo dos neurdnios sensiveis ao frio,
impedindo desta forma o aumento da temperatura corporal. Os neurbnios insensiveis as
variacOes de temperatura podem estimular os neurdnios sensiveis ao frio levando ao aumento
da temperatura corporal. Estes mecanismos atuam em conjunto com o objetivo de manter a
temperatura corporal em torno de 37°C (Figura 1) (BOULANT, 2000). Dados da literatura
demonstram que a regulacdo de temperatura corporal pela APOHA, baseia-se na existéncia de
um mecanismo similar a um termostato, que foi denominado de ponto de regulagem térmico
(BOULANT, 1998, 2000; BOULANT & DEAN, 1986).

A hipertermia ocorre quando a producdo ou ganho de calor € superior a capacidade do
corpo de perder este calor, sendo que estes desequilibrios térmicos podem ocorrer por
diversos motivos como, por exemplo, pelo aumento da temperatura externa ou producédo
excessiva de calor (DINARELLO et al., 1988; ROTH et al., 2009). Cabe ressaltar que, nesta
condicao, o ponto de regulagem hipotalamico néo ¢ alterado.

Durante a febre, por outro lado, os pirdgenos alteram a frequéncia de disparo dos
neurdnios que regulam a temperatura corporal na APOHA, de forma que o ponto de
regulagem € alterado para valores superiores de temperatura. Essa alteracdo ativa respostas
termorregulatorias de producdo e conservacdo do calor como, por exemplo, aumento no
metabolismo do tecido adiposo marrom, vasoconstricdo, piloerecdo e alteracGes
comportamentais (ROTH et al., 2009). Na resposta febril, os pirdgenos inibem os neurénios
sensiveis ao calor impedindo o desenvolvimento de respostas de perda de calor. Através dos
neurdnios insensiveis as variacGes de temperatura, 0s pirdgenos estimulam os neur6nios
sensiveis ao frio a desenvolverem respostas de producdo e retencdo de calor, levando desta

forma ao aumento da temperatura corporal (Figura 2) (BOULANT, 2000).
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Firogénios

/

6 Ferda de calor
—

ermorrecepioras Retencéo

& producao
de calar

(P <«— Pirogénios

Figura 2: Desenvolvimento da resposta febril induzida por pirégenos na APOHA. C — neurdnios
sensiveis ao calor; F — neurdnios sensiveis ao frio; | — neur6nios insensiveis as variacGes de
temperatura. (+) estimulacédo; (-) inibicdo. Adaptado de: BOULANT, 2000.

1.2 PIROGENOS EXOGENOS E ENDOGENOS

Os pirdgenos sdo substancias consideradas indutores primarios da febre e podem ser
classificados em exogenos e enddgenos. Os pirdgenos exdgenos geralmente compreendem
microorganismos e seus subprodutos, porém qualquer estimulo capaz de induzir uma resposta
inflamatdria e consequentemente levar a febre pode ser considerado um pirégeno exdgeno
(ROTH & DE SOUZA, 2001; SOUZA, 2004; ZEISBERGER, 1999). Os pirdgenos
enddgenos sdo produzidos pelo organismo e liberados na corrente sanguinea apOs a
estimulacdo do mesmo por pirdgenos exdgenos. Os principais pirégenos enddgenos sdo as
citocinas e os eicosandides (DINARELLO, 2004).

Diversos componentes, tanto de bactérias gram-positivas quanto de gram-negativas

sdo pirogénicos como, por exemplo, peptideoglicanos, lipopolissacarideo bacteriano (LPS),
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muramil-dipeptideo (MDP), dentre outros. No entanto, quando se trata de modelos
experimentais de febre, o LPS é o pirdgeno exdégeno mais conhecido e mais frequentemente
utilizado. Seus efeitos sdo mais uniformes do que os observados com bactérias vivas e
atualmente é comercializado em formas altamente purificadas (ZEISBERGER, 1999).

O LPS é um componente da parede celular de bactérias gram-negativas, composto por
um dominio hidrofébico, o lipidio A (também conhecido como endotoxina), um
oligossacarideo central e um polissacarideo distal (Figura 3). Os componentes central e distal
contribuem para manutencdo da integridade e viabilidade da bactéria, ajudando-a a resistir a
acdo de antibioticos, aos ataques do sistema imune e a outros estresses ambientais (ABBAS;
LICHTMAN; POBER, 2003; RAETZ & WHITFIELD, 2002).

O-polysaccharide chain Quter core Inner core Lipid A
e, A A A
-~ T ' i A b G o ™

(Repeating oligosaccharide
- subunit) =

= =f)
Highly variable, responsible for serological More likely to Highly Di-glucosamine
specificity of LPS variants. Primary target contain conserved, backbone very highly
for antibody responses against LPS. Long common contains conserved. Acyl chain
repeating form not seen in LOS sugars such unusual length/substitution
expressing bacteria or rough mutant as hexoses/ sugars Kdo pattern is primary
strains. hexosamines and heptose. determinant of

etc. endotoxicity.

Figura 3: Desenho esquematico da estrutura do lipopolissacarideo bacteriano (LPS). Fonte: ERRIDGE et
al., 2002.

O lipidio A, altamente conservado, é o componente responsavel pela pirogenicidade
do LPS. O sistema imune inato reconhece o LPS através de um sistema sensor presente em
macrofagos e células endoteliais. Este sistema sensor é composto por uma proteina plasmatica

de ligacdo ao LPS (LBP); um receptor de superficie CD14; uma proteina adaptadora MD-2 e
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um receptor transmembranar de transducdo de sinal, o TLR-4 (ABBAS; LICHTMAN;
POBER, 2003; CARTMELL & MITCHELL, 2005; ROTH et al., 2009) (Figura 4). Por meio
desta sinalizacdo, os macrofagos sdo estimulados a desenvolver uma resposta imune
adaptativa baseada na producdo de mediadores inflamatérios, tais como TNF-o e IL-1B
(SOUZA, 2004).

LPS
LBP@Ma~ . |
« ) AFT T |
S [ ap"
\ \ MD-2/ |
CD14 /TLR4

Figura 4: Representacdo esquemdtica da ligacdo do LPS ao receptor TLR4. LPS -
Lipopolissacarideo; LBP — Proteina plasmética de ligacdo ao LPS; CD14- Receptor de superficie;
MD-2 — Proteina adaptadora; TLR-4 - Receptor transmembranar de transducéo de sinal. Adaptado de
LU; YEH; OHASHI, 2008.

Quando ativados os macrofagos e outros tipos de células mononucleares e
polimorfonucleares sdo, capazes de sintetizar diversas proteinas solGveis e peptideos, que
pertencem, em sua maioria, a classe das citocinas.

As citocinas possuem um papel modulador sobre as atividades funcionais de células e
tecidos. Geralmente, atuam no local onde foram produzidas. Entretanto, quando o estimulo €
intenso ou persistente, ocorre uma producdo exacerbada desses mediadores, de forma que
podem chegar a corrente sanguinea e ser rapidamente transportados para diversas areas do
corpo. A injecdo central ou periférica de LPS e de outros pir6genos exdgenos e enddgenos
induz a sintese, na APOHA, das trés principais citocinas pirogénicas, TNF-a, IL-1p e IL-6
(DANTZER & KELLEY, 2007; KLUGER, 1991 LUHESHI & ROTHWELL, 1996; ROTH et
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al., 2009). As atividades bioldgicas das citocinas sdo mediadas pela ligacdo a receptores de
membrana especificos que podem ser expressos em diferentes tipos celulares e tecidos
(ROTH et al., 2009 ZEISBERGER, 1999).

A administracdo periférica de: antagonista do receptor de IL-1 (IL-1ra), receptor
solivel para 0 TNF ou anticorpo anti-1L-6 reduz a resposta febril induzida por LPS em ratos,
confirmando a importancia dessas citocinas para o desenvolvimento da febre (HARDEN et
al., 2006; LUHESHI et al., 1996; ROTH et al., 1998).

Apesar da inequivoca participacdo das citocinas na génese da febre, diversos estudos
demonstram que as respostas febris produzidas por pirdgenos, sejam eles exdgenos ou
endogenos, dependem da acdo central de prostaglandinas (PGs), principalmente a PGE.,
considerada o mediador final da febre (BLATTEIS & SEHIC, 1997; COCEANI & AKARSU,
1998; MILTON & WEDLANDT, 1971; ROTH et al., 2009).

1.3 PGE; E VIAS DE SINALIZACAO

As enzimas ciclooxigenases (COX) e PGE sintases (PGES) sdo responsaveis pela
sintese de PGE; a partir do acido araquidbnico. Este, por sua vez, € liberado pela acdo da
fosfolipase A, sobre os fosfolipideos das membranas celulares. Sdo conhecidas pelo menos
trés isoformas de COX: COX-1 - expressa constitutivamente em diversos tipos celulares;
COX-2 - induzida em resposta a varios estimulos pirogénicos, por exemplo, LPS; e COX-3,
considerada uma variante da COX-1, pois é oriunda do mesmo gene (BREDER & SAPER,
1996; CAO et al., 2001; VANE; BAKHLE; BOTTING, 1998).

A expressdo de COX-2 aumenta consideravelmente durante a inflamacdo ou outras
condicBes patologicas (VANE; BAKHLE; BOTTING, 1998). Acredita-se que essa seja a
isoforma envolvida na resposta febril, pois sua inibi¢do reduz a febre induzida por diferentes
estimulos (CAO et al., 1997). Alguns farmacos antiinflamatérios como o celecoxibe, por
exemplo, tém seu mecanismo de acdo baseado na inibi¢do desta enzima (CHAN et al., 1995;
SEIBERT & MASFERRER, 1994).

Foram identificadas duas isoformas de PGE sintase, uma associada a membrana

(mPGES) e outra citosolica (cPGES). A PGES microssomal é induzida em resposta a
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estimulacdo por IL-1p e possui ligacdo funcional com COX-2 (MURAKAMI et al., 2000 ;
THOREN & JAKOBSSON, 2000).

As PGs exercem seus efeitos bioldgicos pela ligacdo a receptores especificos. A agdo
de PGE, pode ser mediada pela ligacdo a varios subtipos de receptores EP(1-4). Estes
receptores pertencem a classe de receptores acoplados a proteina G, e sdo capazes de se ligar a
diferentes mensageiros intracelulares e assim mediar inimeras respostas celulares (BREYER
et al., 2001; COLEMAN; SMITH; NARUMIYA, 1994).

O receptor EP3 é abundantemente expresso na area pré-éptica de ratos (EK et al.,
2000. Acredita-se que tal receptor esteja envolvido na resposta febril, uma vez que agonistas
de EP3 séo capazes de mimetizar a resposta febril (PARROTT & VELLUCCI, 1996).

Os demais subtipos de receptores EP também podem ser encontrados no cérebro
(HOSOI et al., 1999; ZHANG & RIVEST, 1999). Oka e colaboradores (2000) demonstram
que neurdnios expressando o receptor EP4 sdo ativados durante a febre induzida por LPS e
sugerem, portanto, o envolvimento destes receptores na producgéo da febre. Diversos estudos
farmacolégicos demonstram que os receptores EP1 também podem ser importantes para
resposta febril e analgesia (HOSOI et al., 1999; OKA K., OKA T., HORI, 1998; USHIKUBI
et al.,, 1998). Apesar de EP2 ser expresso em varias estruturas do SNC, pouco se sabe a
respeito da sua importancia para respostas inflamatorias (ZHANG & RIVEST, 1999).

Acredita-se que a sinalizacdo desencadeada pela ligacdo de PGE; aos seus respectivos
receptores envolva a participacdo de proteinas quinases, por exemplo, PKA e PKC (SACHS
et al., 2009). Kassuya e colaboradores (2007) demonstraram através de analises por western
blotting que PKA e PKC sdo responsaveis pela alodinia (sensacdo dolorosa causada por

estimulo normalmente ndo doloroso) mecanica induzida por PGE, em camundongos.

1.4 PROTEINAS QUINASES

1.4.1 PROTEINA QUINASE C (PKC)

A familia da proteina quinase C (PKC) é composta por fosfotransferases dependentes
de serina/treonina. As isoformas de PKC sdo estruturalmente relacionadas, mas possuem
padrdes distintos de distribui¢do e fungdo nos tecidos. Séo subdivididas em trés grupos com

base em suas estruturas primarias e propriedades bioguimicas: 1) convencional ou classicas
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(cPKC), que incluem PKCa, BI, Bll e v; 2) novas (NPKC) representadas pelas PKC9, €, n e 0;
e 3) atipicas (aPKC) PKC{ e A (NISHIZUKA, 1992).

As PKCs convencionais apresentam em sua por¢do amino-terminal duas regides
conservadas denominadas C1 e C2, que desempenham um papel critico na regulacdo da
atividade enzimatica. O dominio C1 contém um sitio de ligagdo para diacilglicerol (DAG) e
ésteres de forbol, enquanto que o dominio C2 contém um sitio de ligacdo ao célcio. Nas
isoformas novas e atipicas, observa-se a auséncia da regido C2. J4 a por¢do carboxi-terminal
apresenta duas regides altamente conservadas em todas as isoformas de PKC: a regido C3,
que contém a sequéncia consenso para ligacdo do ATP e a regido C4, responsavel pela ligacdo
da proteina ao substrato (Figura 5). Quando ocorre a estimulacéo celular, a PKC citosoélica e
frequentemente translocada para a membrana plasmatica, algumas vezes pode também se
deslocar para o nucleo, exercendo assim sua atividade catalitica. No entanto, a associagéo de
PKC com a membrana plasmatica nem sempre reflete o estado de ativacdo da enzima
(NISHIZUKA, 1995).

Regulatory domain Catalytic domain

\ [ \
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Figura 5: Representacdo esquematica das isoformas de PKC, estrutura e classificacdo. Fonte:
MACKAY & TWELVES, 2007.

O envolvimento de PKC na resposta febril foi demonstrado pela primeira vez por
Kozak e colaboradores em 1997. Os autores utilizaram dois inibidores de PKC, com

diferentes constantes de inibicdo, e verificaram que o pré-tratamento (via subcuténea) com
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esses inibidores reduziu tanto a febre, quanto o aumento da concentragdo plasmatica de 1L-6
induzida pela injecéo intraperitoneal de LPS em ratos.

Estudo realizado por Thaler e colaboradores (2009) demonstrou a participacdo de
aPKC na febre induzida por LPS. Observou-se aumento na expressao de aPKC no hipotalamo
apos a injecdo sistémica de LPS. Ao utilizar um inibidor especifico de aPKC, demonstrou-se
que a ativacdo neuronal e a producdo de citocinas hipotalamicas requer a atividade dessa
isoforma. Em culturas de neurdnios hipotalamicos, também se observou que a acdo de LPS
em ativar genes alvo do fator de transcri¢cdo nuclear NK-kB também é dependente de aPKC
(LEITGES et al., 2001).

Além disso, estudos in vitro utilizando mastécitos e astrocitos demonstraram reducdo
na expressdo de IL-6 e IL-1 apds a incubacdo com inibidores especificos de PKC (HAHN &
MORONI, 1994; NORRIS et al., 1994). Dados da literatura tém demonstrado a importancia
da PKC em modelos de dor e inflamagdo. Dentre as diversas isoformas existentes, PKCe tem
se destacado quando se trata da sinalizacdo envolvendo PGE;, como estimulo. Zhou, Li e Zhao
(2003) demonstraram que a fosforilagdo de PKCe em neurdnios do ganglio da raiz dorsal da
medula espinhal é aumentada em resposta a sensibilizacdo aguda induzida por carragenina.
De forma semelhante, a sensibilizacdo mecénica induzida por epinefrina ou por dopamina em
ratos € bloqueada pela inibicéo seletiva de PKCe. (KHASAR, McCARTER, LEVINE, 1999;
VILLARREAL et al., 2009).

1.4.2 PROTEINA QUINASE A (PKA)

A proteina quinase A (PKA) é uma fosfotransferase dependente de cAMP. Na sua
forma inativa, a PKA é uma holoenzima formada por duas subunidades cataliticas e duas
subunidades regulatérias. Quando hd o aumento intracelular de cAMP, duas moléculas de
CAMP se ligam as duas subunidades regulatérias da PKA, promovendo a liberacdo das
subunidades cataliticas e a ativacdo da proteina (TAYLOR; BUECHLER; YONEMOTO,
1990). Existem pelo menos dois tipos de PKA, tipo I e tipo Il, sendo identificadas diferentes
isoformas para as subunidades regulatorias (Ria; RIB; Rlla; RIIB) e cataliticas (Ca; Cp e Cy)
(Figura 6). As subunidades a sdo expressas em diversos tecidos, incluindo o tecido neuronal,
enquanto as subunidades  sdo expressas predominantemente em células neuronais (CADD &

MCKNIGHT, 1989). Dados da literatura sobre a localizag&o intracelular da PKA indicam que
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PKA tipo | é encontrada predominantemente no citoplasma e PKA tipo 1l esté principalmente
associada com as membranas, organelas e citoesqueleto (ROBINSON-WHITE &
STRATAKIS, 2002).

e 0 1 isoforms:
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Figura 6: Representacdo esquematica da estrutura de PKA, subunidades regulatérias e
cataliticas. Adaptado de TAYLOR et al., 2012.

A participacdo da PKA na febre foi descrita pela primeira vez por Wang e
colaboradores em 2001. Os autores utilizaram o horménio liberador de corticotropina (CRH)
como estimulo pirogénico e verificaram que a administracdo central de CRH promoveu tanto
a elevacdo da temperatura col6nica quanto da concentracdo de cCAMP no hipotalamo de ratos.
A febre induzida por CRH foi inibida pelo pré-tratamento com inibidor de PKA, sugerindo
um importante papel para a PKA nas agdes pirogénicas do CRH.

Estudo realizado por Zhou e colaboradores (2006) demonstrou que a febre induzida
pela administracdo icv de um agonista de receptor EP3 foi inibida pelo pré-tratamento com
um inibidor de PKA e também com um inibidor de PKC, sugerindo o envolvimento de ambas
as quinases no mecanismo de inducdo de febre por um agonista EP3.

Em modelos de dor e inflamacdo, foi demonstrado que a PKA participa da
hipernocicepcao inflamatoria desenvolvida em resposta a administracdo de PGE, (ALEY &
LEVINE, 1999; CUNHA; TEIXEIRA; FERREIRA, 1999 MALMBERG et al., 1997). Sachs e
colaboradores (2009), em estudo avaliando a participacdo da via da PKA na hipernocicepcao
mediada por PGE,, demonstraram que o uso de inibidores tanto de cAMP quanto de PKA

foram capazes de prevenir a hipernocicep¢do induzida pela PGE; de maneira dose
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dependente. Kassuya e colaboradores (2007) demonstraram que a ativacdo de CAMP, PKA e
PKC pode ser detectada nas patas de camundongos injetados com PGE;.

Na resposta febril, estudos realizados por OKA (2004) utilizando agonistas seletivos
para receptores de PGs tém sugerido que os receptores EP1 e EP3 estejam envolvidos na
ativacdo mediada por PGE,. Dados da literatura demonstram ainda que PKA e PKC estédo
envolvidas na sinalizagdo intracelular desencadeada pela interagdo de PGE2 com seus
receptores (KASSUYA, et al., 2007; SACHS et al., 2009). Entretanto, até 0 momento, pouco
se sabe a respeito das vias de sinalizagdo intracelulares desencadeadas durante a resposta
febril induzida pela injecéo iv de LPS. Alguns autores demonstraram a presenga de PKCe no
hipotalamo (KUO, et al., 2009) e em modelos de inflamacdo foi demonstrado que PGE2 pode
ativar PKCe (SACHS et al., 2009; VILLAREAL et al., 2009). Sendo assim, no presente
estudo, investigou-se se esta isoforma de PKC também seria a isoforma relacionada a resposta

febril e se PKA também desempenharia algum papel relevante nesta via de sinalizacéo.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Investigar a participacdo de PKA e de PKC na resposta febril induzida pela injecéo iv

de LPS, bem como analisar possiveis alteraces na expresséo e atividade dessas enzimas.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar o efeito do inibidor de PKA H-89 sobre a resposta febril induzida por LPS;

e Avaliar o efeito do inibidor de PKC, celeritrina, sobre a resposta febril induzida
por LPS;

e Avaliar o efeito da administracdo conjunta dos inibidores H-89 e celeritrina sobre a
resposta febril induzida pelo LPS;

e Analisar alteracdes da expressdo de PKA e PKCe em hipotalamos dissecados 3 e 6
h apds a injecdo do estimulo pirogénico em animais pré-tratados com salina, H-89
ou celeritrina;

e Analisar alteracdes da atividade de PKA e PKC em hipotalamos dissecados 3 e 6 h
apos a injecdo do estimulo pirogénico em animais pré-tratados com salina, H-89

ou celeritrina.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 ANIMAIS

Foram utilizados ratos (Rattus novergicus), variedade Wistar, machos, pesando entre
180 e 200 g. Os animais utilizados nos experimentos foram fornecidos pelo Biotério Central
do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de S&do Paulo. Os animais foram
mantidos no Biotério do Instituto de Biologia (IB) da Universidade de Brasilia (UnB) em sala
com temperatura e luminosidade controladas, sob 24 °C, ciclo claro/escuro de 12 h e com
livre acesso a racdo e agua. Os procedimentos cirurgicos foram realizados no Laboratorio de
Neurofarmacologia do IB/UnB e todos os experimentos foram realizados no Laboratério de
Bioquimica e Quimica de Proteinas do IB/UnB, no periodo entre 8:00 e 18:00 h. Este trabalho
foi aprovado pelo comité de ética no uso animal do IB/UNB sob o nimero 119943/2011

(Anexos).

3.2 DROGAS

Foram utilizadas as seguintes drogas:

e Inibidor de PKC: celeritrina (chelerythrine chloride C2932, Sigma Chem Co., St.
Louis, EUA);

e Antibiético: cloridrato de oxitetraciclina (Terramicina®, Pfizer, Sdo Paulo, Brasil);

e Antiinflamatério: dexametasona (Azium®, Mantecorp Ind. Quim. e Farm. Ltda., Rio
de Janeiro, Brasil);

e Inibidor de PKA: H-89 (H-89 dihydrochloride hydrate B1427, Sigma Chem Co., St.
Louis, EUA);

e Anestésicos: ketamina (Ketamin®, Cristalia, Sd0 Paulo, Brasil); lidocaina e fenilefrina
(Novocol 100®, S. S. White Artigos Dentérios Ltda, Rio de Janeiro, Brasil); xilazina

(Calmiun®, Agener Unido, Sdo Paulo, Brasil).
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e Estimulo pirogénico: LPS (endotoxina de E. coli 0111:B4, Sigma Chem Co., St.
Louis, EUA);

3.3 CIRURGIA PARA IMPLANTE DE TRANSMISSORES DE TEMPERATURA NA

CAVIDADE PERITONEAL

Anteriormente a cirurgia, transmissores (Subcue data loggers, Calgary, Canada) foram
desinfetados em solucdo de &lcool 70% (v/v; imersdo por 30 min.). Os ratos foram
anestesiados com uma mistura de ketamina e xilazina nas doses de 60 mg/kg e 10 mg/kg,
respectivamente, i.p.. Apos a tricotomia e assepsia da pele, uma incisdo de aproximadamente
2 cm na pele e musculos peritonais foi feita para inserir o transmissor, previamente lavado
com solucgéo salina estéril, na cavidade peritoneal. Em seguida, os musculos e a pele foram

suturados separadamente.

3.4 CIRURGIA PARA IMPLANTE DE CANULAS NO VENTRICULO LATERAL

Imediatamente apds a cirurgia para implante dos transmissores de temperatura,
procedeu-se o implante de canulas no ventriculo lateral. Os animais foram tricotomizados,
posicionados e fixados em aparelho estereotaxico (Insight, Ribeirdo Preto, SP). Apds a
assepsia da pele da parte superior da cabega, 0s animais receberam uma injecdo local
(subcutanea) de lidocaina 2% e fenilefrina 0,04% (0,2 mL), e uma incisdo, de
aproximadamente 1 cm foi feita para a exposicdo da calota craniana, a fim de permitir a
introducdo da cénula intracerebroventricular (icv). Os parametros estereotaxicos utilizados
para a perfuracdo do cranio e posterior implantacdo da canula tendo o bregma como
referéncia foram: -1,5 mm antero-posterior e -1,6 mm lateralmente ao bregma, sendo a
inclinacao da barra incisal de -2,5 mm.

As canulas esterilizadas, constituidas de um segmento de agulha hipodérmica BD-7,

com 10 mm de comprimento e 0,7 mm de diametro, foram introduzidas no tecido cerebral
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com coordenada ventral de 2,5 mm abaixo da superficie craniana. Todas as coordenadas
utilizadas foram determinadas com base no Atlas de Paxinos e Watson (1986).

A fixagdo das canulas foi feita por meio de uma protese de acrilico auto-polimerizavel
com o auxilio de dois parafusos rosqueados a calota craniana. No final da cirurgia, os animais
receberam injecdo intramuscular de 0,1 mL de terramicina (10 mg/kg) e 0,1 mL de
dexametasona (1 mg/kg) para uso veterinario. Os animais recém-operados foram mantidos
nas caixas, sem restricdo de agua ou racdo, em sala com temperatura controlada a 24°C, com
ciclos claro/escuro (intervalos de 12 h), por no minimo 7 dias, para recuperagdo pos-cirdrgica.

Para verificar o correto posicionamento das canulas, doze ratos foram anestesiados
com quetamina e xilazina (60 mg/kg e 10 mg/kg, respectivamente, i.p.) e receberam 5 puL de
corante azul de Evans (25 mg/mL) no local correspondente a microinjecdo. Apo6s obtencédo
dos encéfalos, efetuou-se um corte frontal na regido correspondente a localizacdo da canula e
0 local da microinjecdo foi verificado macroscopicamente. Observamos que 0s ventriculos
laterais, o terceiro ventriculo, e o centro do hipotalamo apresentavam-se corados, indicando

que a canula estava posicionada corretamente (Figura 7).

Figura 7: Cérebro de rato injetado com corante azul de Evans.
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3.5 AFERIGAO DA TEMPERATURA CORPORAL DOS RATOS

O processo de afericdo da temperatura corporal foi realizado por transmissores
implantados na cavidade peritoneal, como descrito anteriormente. Para a ambientacdo, oS
ratos permaneceram na sala experimental por pelo menos 12 h antes do inicio dos
experimentos. Para os experimentos de febre, a temperatura corporal foi monitorada e
registrada em intervalos de 15 min, com inicio da afericdo 2 h antes dos experimentos,
prosseguindo até 6 h apos a injecdo do estimulo pirogénico. O procedimento experimental foi
realizado dentro da zona termoneutra para ratos, ou seja, com a sala experimental tendo sua
temperatura controlada a 27 = 1°C (Gordon, 1990). A temperatura basal de cada animal foi
determinada pela média das afericdes 2 h antes de qualquer tratamento. O indice de febre foi
calculado subtraindo-se o valor da temperatura basal das medidas individuais (registradas a
cada 15 min) obtidas 30 min apdés a injecdo do LPS até 6 h, periodo total de observagéo. Foi
calculada a area sob a curva (ASC) para cada animal, usando para isto, o indice de febre

expresso em unidades arbitrarias.

3.6 EXPERIMENTOS FARMACOLOGICOS

Experimento 1

Para determinar a dose mais apropriada do estimulo pirogénico (LPS) a ser usada nos
experimentos, os ratos receberam injecGes endovenosas de diferentes doses de LPS (0,5; 5 e
50 pg/Kg) ou seu veiculo (solucéo salina estéril 0,9 %, 2 mL/kg). A temperatura corporal dos
ratos foi monitorada por meio de transmissores como descrito anteriormente. Seis horas apos

a administracdo do LPS os animais foram sacrificados para retirada dos transmissores.
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Experimento 2

Apos a escolha da dose de LPS a ser utilizada, diferentes doses de inibidores da PKA e
da PKC foram avaliados quanto ao seu efeito antipirético. Os animais receberam celeritrina,
um inibidor da PKC, nas doses de 1, 3 ou 10 ug/rato (dissolvida em 2 pL de solucéo salina
estéril 0,9%), ou H-89, um inibidor da PKA, nas doses de 3, 10 ou 30 pg/rato (dissolvido em
2 UL de solucdo salina estéril 0,9%) ou veiculo por via i.c.v, 30 min antes da administracdo de
salina estéril (0,9%, 2 mL/Kg) ou LPS (5 pg/kg via endovenosa). Apds a administracdo de
LPS cada animal teve sua temperatura corporal aferida a cada 15 min, durante 6 h. Em
seguida, os animais foram decapitados para a dissecacdo do hipotalamo.

Apos a selecdo da dose de cada inibidor a ser usada nos experimentos seguintes, 0
procedimento experimental foi reproduzido. Neste grupo, os animais foram sacrificados no
tempo intermediario de 3 h apos a injecdo de LPS, uma vez que neste periodo foi verificado o

melhor efeito inibitério de ambas as drogas testadas.

Experimento 3

Para determinar se a administracao conjunta de celeritrina e H-89 poderia potencializar
o efeito antipirético observado com os resultados das administracdes isoladas dos inibidores,
0S animais receberam uma injecdo Unica (2 ulL) de uma solucdo contendo celeritrina (3
ug/rato) e H-89 (10 pg/rato) ou solucdo salina estéril 0,9 %, 30 min antes da administracdo de
LPS. Apés a administracdo endovenosa de LPS (5 pg/kg) ou seu veiculo (solucdo salina
estéril 0,9 %), cada animal teve sua temperatura corporal aferida a cada 15 min, durante 6 h,

sendo decapitados apds este periodo para a obtencdo do hipotalamo.
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3.7 DISSECACAO DO HIPOTALAMO

Imediatamente ap06s os experimentos farmacoldgicos, os animais foram decapitados e
tiveram seus cérebros rapidamente retirados. Para dissecacdo do hipotadlamo foram
considerados os seguintes limites: borda anterior do quiasma éptico, borda anterior dos corpos
mamilares e o sulco hipotalamico lateral, com uma profundidade de 2 mm. Os hipotalamos
foram imediatamente congelados em nitrogénio liquido e armazenados a -80°C até o

momento das analises bioquimicas.

3.8 EXTRACAO E DOSAGEM DE PROTEINAS

Os hipotalamos foram homogeneizados em aproximadamente 400 pL de tampéo
contendo HEPES 10 mM; KCI 10 mM; EDTA 0,6 mM; ortovanadato de sodio 1 mM; DTT 1
mM; Igepal 1%; 1 tablete de inibidores de proteases (cOmplete Mini, Roche Diagnostics,
Manheim, Alemanha) e 1 tablete de inibidores de fosfatases (PhosSTOP, Roche Diagnostics,
Manheim, Alemanha). As amostras foram separadas em duas aliquotas, sendo acrescentado
SDS 0,1 % em uma delas, para as analises de western blotting. A aliquota sem SDS foi
utilizada nos testes de mensuracdo da atividade, visto que o SDS pode comprometer a
atividade das quinases. As amostras foram centrifugadas a 150.000 g por 30 min a 4°C. As
fracdes do sobrenadante contendo as proteinas totais foram coletadas e armazenadas a -80°C
para posterior analise da expressao e atividade. A dosagem de proteinas das amostras foi
realizada através do kit Plus One 2D Quant Kit (GE Healthcare, Uppsla, Suécia), de acordo

com as instrucdes do fabricante.

3.9 IMUNODETECCAO POR WESTERN BLOTTING

Para a analise de imunodeteccado, as amostras foram acrescidas de azul de bromofenol

(5%). Aliquotas de 70 pg de proteina foram submetidas a eletroforese em gel de
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poliacrilamida 10% (para andlise da PKC) ou 12% (para andlise da PKA). Apos a
eletroforese, as proteinas foram eletrotransferidas para uma membrana de nitrocelulose
(Applied Biosystems, Foster City, CA) utilizando tampé&o tris-glicina contendo metanol 20%,
em cuba de transferéncia (Applied Biosystems, Foster City, CA). As membranas foram
incubadas com solucdo de leite em pd desnatado 5% para bloqueio dos sitios de ligacéo
inespecificos por 1 h e em seguida incubadas overnight a 4°C com um dos seguintes
anticorpos primarios: rabbit anti-PKCe (1:1000, Rheabiotech, SP, Brasil) ou rabbit anti-PKA
(1:1000, Rheabiotech, SP, Brasil), diluidos na solugdo de bloqueio. Subsequentemente, as
membranas foram lavadas e incubadas com o anticorpo secundario conjugado a peroxidase,
anti-rabbit 1gG, HRP-linked (1:1000, Cell Signaling Technology, USA). A imunoreatividade
foi detectada pela emissédo de luz por quimioluminescéncia (utilizando-se ECL - enhanced
luminol-based chemiluminescent substrate). Os blots foram quantificados por analise de
densitometria por meio do programa de analise de imagem ImageJ (National Institute of
Mental Health, USA). As concentragdes de proteinas foram normalizadas utilizando-se a -
actina como controle interno (1:1000, Rheabiotech, SP, Brasil).

3.10 MENSURACAO DA ATIVIDADE DAS ENzIMAS PKC E PKA

A atividade da PKA e PKC foi medida por meio do kit PKA ou PKC kinase activity kit
(Enzo Life Sciences International Inc, Lause, Switzerland) baseado no método de ELISA
(enzyme-linked immunosorbent assay), contendo microplacas pré-revestidas com substratos
especificos para PKA e PKC. Neste ensaio, 30 uL (3 pg) de amostras foram pré-incubadas
com ATP, para iniciar a reacdo, por 90 min, a 30°C. A reacdo foi interrompida pelo
esvaziamento do conteido dos pogos seguida da adi¢do do anticorpo primario fosfoespecifico
e do anticorpo secundario conjugado a peroxidase. A intensidade da cor formada, medida a
450 nm, era diretamente proporcional a concentracdo de substrato fosforilado formado. A
média da absorbancia das amostras foi dividida pela quantidade total de proteina (ug) usada e

os dados foram apresentados como atividade relativa da PKA ou PKC.
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3.11 ANALISE ESTATISTICA

Os dados sdo apresentados como média + EPM (erro padrdo da média). As
comparacOes estatisticas foram efetuadas por andlise de varidancia de uma via (one-way
ANOVA) seguida por teste de Bonferroni com a utilizacdo do programa estatistico Prism 5.0.
O nivel de significancia considerado foi de 5% (p < 0,05).
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4. RESULTADOS

4.1 EFEITO DA ADMINISTRACAO DE DIFERENTES DOSES DE LPS SOBRE A

TEMPERATURA CORPORAL DE RATOS.

Com o objetivo de padronizar a dose de LPS capaz de induzir resposta febril continua
e moderada, os animais receberam LPS por via intravenosa (iv) nas doses de 0,5; 5 e 50
ug/Kg (Figura 8). Os animais do grupo controle receberam solucdo salina estéril (2 mL/Kg,
iv). A andlise de variancia (ANOVA) de uma via demonstrou que a dose de 0,5 ng/Kg nédo
alterou significativamente a temperatura corporal dos animais. As doses de 5 e 50 pg/Kg
promoveram aumento significativo na temperatura corporal, com perfil bifasico, iniciando-se
cerca de 1,5 h apds a injecédo de LPS, alcancando o pico inicial de elevacdo por volta de 1,5 h
e 2 h, respectivamente e o segundo pico, cerca de 4 h e 5 h, respectivamente, apos a injecéo.
A febre persistiu até o final do periodo de observacgédo (6 h). A administracdo de salina estéril
no grupo controle ndo alterou a temperatura corporal dos animais (Figura 8). O indice de
mortalidade dos animais foi inferior a 5 % do total de animais operados.

Apos analise estatistica dos dados, diferencas significativas ndo foram verificadas
entre as respostas febris as doses de 5 e 50 pg/Kg. Por este motivo, a dose de 5 ug/Kg foi

selecionada para os ensaios subsequentes.
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Figura 8: Efeito da injecdo de diferentes doses de LPS sobre a temperatura corporal de ratos. O LPS foi
administrado por via intravenosa (iv) nas doses de 0,5; 5 e 50 pg/Kg. Os animais do grupo controle receberam
solucdo salina 0,9% (2 mL/Kg). No painel A, os pontos representam a média + EPM da temperatura corporal
(em °C) dos animais, medida por telemetria. No painel B, as barras representam média + EPM da area sob a
curva (em unidades arbitrérias) de temperatura. (n) = nimero de animais. ***p<0,05 quando comparado ao valor
correspondente do grupo salina.

4.2 EFEITO DA ADMINISTRAGAO DE CELERITRINA, UM INIBIDOR DE PKC, SOBRE A

RESPOSTA FEBRIL INDUZIDA PELA INJECAO DE LPS EM RATOS.

Visando investigar a participacdo da PKC na resposta febril induzida pelo LPS (5
ug/Kg), foi administrado celeritrina, um inibidor de PKC, nas doses de 1, 3 ou 10 pg/rato
(icv), 30 min antes da injecdo de LPS nos animais.

Como pode ser observado na Figura 9, os animais pré-administrados com salina que
receberam LPS desenvolveram febre prolongada com inicio aproximadamente 1,5 h apos a
injecdo e com duracdo de 6 h, periodo total de observacdo. A administracdo de salina ndo
induziu nenhuma resposta febril. Em todos os experimentos deste estudo, uma pequena
elevacdo da temperatura corporal foi observada no inicio dos procedimentos, durante
aproximadamente 30 min apos o estimulo, devido a manipulacdo dos animais.

A celeritrina nas doses de 1 e 10 pg/rato ndo reduziu significativamente a resposta

febril induzida pelo LPS (Figuras 9 e 11, respectivamente). Como mostrado na Figura 10, a
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pré-administracdo de celeritrina (3 ug/rato) nos animais promoveu uma significativa reducdo
(36 %) da resposta febril induzida pelo LPS. Esta reducdo se iniciou 1,5 h apos a injecdo do
estimulo pirogénico e permaneceu até aproximadamente a 5% hora do periodo de observagdo
(6 h). A comparacdo do efeito das trés doses de celeritrina sobre a febre induzida pelo LPS
pode ser observada na Figura 12.

Visto que a dose de 3 ug/rato de celeritrina apresentou o melhor efeito antipirético,
esta foi selecionada para os experimentos subsequentes de febre e de medidas de expresséo e

atividade enzimética no hipotalamo.
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Figura 9: Efeito da injecdo central de Celeritrina 1 pg/rato sobre a resposta febril induzida pela injecéo
de LPS. A celeritrina (CEL) foi administrada por via icv na dose de 1 pg/rato no volume de 2 pL, 30 min antes
da injecdo iv de LPS (5 ug/Kg). Os animais controles receberam o mesmo volume de solucdo salina 0,9%. No
painel A, os pontos representam a média + EPM da temperatura corporal (em °C) dos animais, medida por
telemetria. No painel B, as barras representam média £ EPM da area sob a curva (em unidades arbitrarias) de
cada grupo. (n) = nimero de animais. ***p<0,05 quando comparado ao valor correspondente do grupo salina.
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Figura 10: Efeito da injecdo central de Celeritrina 3 pg/rato sobre a resposta febril induzida pela injecéo
de LPS. A Celeritrina (CEL) foi administrada por via icv na dose de 3 pg/rato no volume de 2 pL, 30 min antes
da injecdo iv de LPS (5 pg/Kg). Os Animais controles receberam o mesmo volume de solugdo salina 0,9%. No
painel A, os pontos representam a média + EPM da temperatura corporal (em °C) dos animais, medida por
telemetria. No painel B, as barras representam média + EPM da éarea sob a curva (em unidades arbitrérias) de
cada grupo. (n) = ndmero de animais. ***p<0,05 quando comparado ao valor correspondente do grupo salina.
#p<0,05 quando comparado ao valor correspondente ao grupo LPS.
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Figura 11: Efeito da injegdo central de Celeritrina 10 pg/rato sobre a resposta febril induzida
pela injecdo de LPS. A celeritrina (CEL) foi administrada por via icv na dose de 10 pg/rato no volume de 2
uL, 30 min antes da inje¢do iv de LPS (5 pg/Kg). Animais controles receberam o mesmo volume de solugdo
salina 0,9%. No painel A, os pontos representam a média + EPM da temperatura corporal (em °C) dos animais,
medida por telemetria. No painel B, as barras representam média + EPM da area sob a curva (em unidades
arbitrarias) de cada grupo. (n) = ndmero de animais. ***p<0,05 quando comparado ao valor correspondente do
grupo salina.
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Figura 12: Efeito da injecéo central de diferentes doses de Celeritrina sobre a resposta febril induzida
pela injecdo de LPS. A celeritrina (CEL) foi administrada por via icv nas doses de 1, 3 e 10 pg/rato no volume
de 2 pL, 30 min antes da inje¢do iv de LPS (5 pg/Kg). Animais controles receberam o mesmo volume de solucéo
salina 0,9%. No painel A, os pontos representam a média + EPM da temperatura corporal (em °C) dos animais,
medida por telemetria. No painel B, as barras representam média + EPM da area sob a curva (em unidades
arbitrarias) de cada grupo. (n) = nimero de animais. ***p<0,05 quando comparado ao valor correspondente do
grupo salina. *p<0,05 quando comparado ao valor correspondente ao grupo LPS.

4.3 EFEITO DA ADMINISTRACAO DE H-89, um INIBIDOR DE PKA, SOBRE A

RESPOSTA FEBRIL INDUZIDA PELA INJECAO DE LPS EM RATOS.

A participacdo da PKA na resposta febril induzida pelo LPS (5 pug/Kg) também foi
analisada. Desta forma os animais receberam pela via icv, o H-89, um inibidor de PKA nas
doses de 3, 10 ou 30 pg/rato, 30 min antes da injecdo de LPS.

Na Figura 13, pode-se observar que os animais pré-administrados com salina que
receberam LPS iv desenvolveram febre prolongada com inicio aproximadamente 2,5 h apds a
injecdo e com duracdo total de aproximadamente 5,5 h. Os animais que receberam somente
salina (iv) ndo desenvolveram nenhuma resposta febril.

As trés doses de H-89 testadas foram capazes de reduzir de forma significativa a

resposta febril induzida pelo LPS (Figuras 13, 14 e 15). As porcentagens de inibi¢cdo foram



37

de 25,6 %, 33,1 % e 50,4 % para as doses de 3, 10 e 30 pg/rato, respectivamente. A andlise
estatistica da area sob a curva demonstrou que ndo houve diferenca na intensidade da inibigdo
entre as doses de 10 e 30 pg/rato. A comparagdo do efeito das trés doses de H-89 sobre a
febre induzida pelo LPS pode ser observada na Figura 16.

Desta forma, a dose de 10 pg/rato foi escolhida para ser utilizada nos experimentos

seguintes de febre e de medidas da expressdo e atividade enzimatica no hipotalamo.
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Figura 13: Efeito da injecao central de H-89 3 pg/rato sobre a resposta febril induzida pela injecao de
LPS. O H-89 foi administrado por via icv na dose de 3 pg/rato no volume de 2 pL, 30 min antes da injegéo iv de
LPS (5 pg/Kg). Os Animais controles receberam o mesmo volume de solucdo salina 0,9%. No painel A, o0s
pontos representam a média + EPM da temperatura corporal (em °C) dos animais, medida por telemetria. No
painel B, as barras representam média + EPM da area sob a curva (em unidades arbitrarias) de cada grupo. (n) =
ndmero de animais. ***p<0,05 quando comparado ao valor correspondente do grupo salina. *p<0,05 quando
comparado ao valor correspondente ao grupo LPS.
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Figura 14: Efeito da inje¢do central de H-89 10 pg/rato sobre a resposta febril induzida pela injecdo de
LPS. O H-89 foi administrado por via icv na dose de 10 pg/rato no volume de 2 pL, 30 min antes da injegdo iv
de LPS (5 pg/Kg). Os animais controles receberam o mesmo volume de solucéo salina 0,9%. No painel A, os
pontos representam a média + EPM da temperatura corporal (em °C) dos animais, medida por telemetria. No
painel B, as barras representam média + EPM da area sob a curva (em unidades arbitrarias) de cada grupo. (n) =
nimero de animais. ***p<0,05 quando comparado ao valor correspondente do grupo salina. *p<0,05 quando
comparado ao valor correspondente ao grupo LPS.
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Figura 15: Efeito da injecdo central de H-89 30 pg/rato sobre a resposta febril induzida pela injecdo de
LPS. O H-89 foi administrado por via icv na dose de 30 pg/rato no volume de 5 pL, 30 min antes da injegdo iv
de LPS (5 pg/Kg). Os animais controles receberam o mesmo volume de solugdo salina 0,9%. No painel A, os
pontos representam a meédia + EPM da temperatura corporal (em °C) dos animais, medida por telemetria. No
painel B, as barras representam média + EPM da &rea sob a curva (em unidades arbitrarias) de cada grupo. (n) =
nimero de animais. ***p<0,05 quando comparado ao valor correspondente do grupo salina. “p<0,05 quando
comparado ao valor correspondente ao grupo LPS.
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Figura 16: Efeito da injecdo central de diferentes doses de H-89 sobre a resposta febril induzida pela
injecdo de LPS. O H-89 foi administrado por via icv nas doses de 3, 10 ou 30 pg/rato em volume de 2 a 5 pL,
30 min antes da injegdo iv de LPS (5 pg/Kg). Animais controles receberam o mesmo volume de solugéo salina
0,9%. No painel A, os pontos representam a média + EPM da temperatura corporal (em °C) dos animais, medida
por telemetria. No painel B, as barras representam média + EPM da area sob a curva (em unidades arbitrarias) de
cada grupo. (n) = ndmero de animais. ***p<0,05 quando comparado ao valor correspondente do grupo salina.
#p<0,05 quando comparado ao valor correspondente ao grupo LPS.

4.4 EFEITO DA ADMINISTRAGCAO CONJUNTA DE CELERITRINA E H-89 SOBRE A

RESPOSTA FEBRIL INDUZIDA PELA INJECAO IV DE LPS EM RATOS

Com o objetivo de investigar o efeito da acdo conjunta dos inibidores de PKC e PKA
sobre a resposta febril induzida pelo LPS (5 ug/Kg), os animais receberam celeritrina na dose
de 3 pg/rato juntamente com H-89 na dose de 10 ug/rato (ambos pela via icv), 30 min antes
da injecdo de LPS.

Como pode ser observado na Figura 17, a administracdo conjunta de celeritrina e H-
89 promoveu a reducéo (31,2 %) da resposta febril induzida pelo LPS. Esta reducéo se iniciou
por volta de 3 h apos a injecdo do estimulo pirogénico e permaneceu até o final do periodo de

observacao (6 h).
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A co-administracdo das drogas foi capaz de inibir a resposta febril induzida pelo LPS.
No entanto quando este efeito foi comparado aos alcangcados com a administracdo das drogas

individualmente, ndo se observou efeito somatorio.
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Figura 17: Efeito da administracdo conjunta de Celeritrina e H-89, sobre a resposta febril induzida pela
injecdo iv de LPS em ratos. A celeritrina (CEL) e o H-89 foram conjuntamente administradas por via icv nas
doses de 3 pg/rato e 10 pg/rato respectivamente, no volume final de 2 pl, 30 min antes da injecdo iv de LPS (5
ug/Kg). Animais controles receberam o mesmo volume de solucdo salina 0,9%. No painel A, os pontos
representam a média = EPM da temperatura corporal (em °C) dos animais, medida por telemetria. No painel B,
as barras representam média + EPM da area sob a curva (em unidades arbitrérias) de cada grupo. (n) = nimero
de animais. ***p<0,05 quando comparado ao valor correspondente do grupo salina. *p<0,05 quando comparado
ao valor correspondente ao grupo LPS.

A mensuracao da expressao e da atividade enzimética da PKA e da PKC foi realizada
em dois momentos distintos, 3 e 6 h apos a injecdo do LPS. A escolha do tempo de 3 h apds a
administracdo de LPS foi baseada na analise minuciosa dos resultados obtidos na resposta
febril. Neste periodo, foi observada uma boa resposta febril do LPS juntamente com uma
excelente resposta inibitéria das drogas testadas. Sendo assim, foi realizado um novo
experimento no qual os animais receberam celeritrina (3 pg/rato) ou H-89 (10 pg/rato) 30 min
antes da injecdo de LPS (5 ng/Kg), e foram sacrificados 3 h ap6s o estimulo pirogénico.

Como pode ser observado na Figura 18, os animais pré-administrados com salina que

receberam LPS iv desenvolveram febre com inicio aproximadamente 1,5 h ap0s a injecéo e
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duracdo de 3 h, periodo total de observacdo. Os animais que receberam apenas solucdo salina
(iv) ndo desenvolveram resposta febril.

Como esperado, a celeritrina e 0 H-89 nas doses de 3 pg/rato e 10 png/rato
respectivamente, inibiram a resposta febril induzida pelo LPS. A porcentagem de inibicdo
durante o periodo de observacao foi de 33,3 % para celeritrina e 36,7 % para H-89.

Trés horas ap0s a injecdo de LPS os animais foram sacrificados e seus hipotalamos
foram dissecados e congelados a -70°C para a mensuragdo de expressdo proteica e da

atividade enzimatica.

A ©- SAL/SAL (n=5) B
400 @ SAL/LPS (n=5)
‘ 2 CEL 3 pg/rato/LPS (n=5) 1.57
39.54 & H89 10 nug/rato/LPS (n=5) Ak
O 39.0- 3 =
°(~6/ < 1.04 ] # 4
5 38.54 o E * kK e
S IflL) l:l:l "
@ 3804 ° -
a 3 o
[} o 0.54 g
2 3754 © fooe]
e fee]
; = foe
37.0
i
36.5 T T T T T T o=
0.0 0.5 1.0 15 2.0 25 3.0 0.0 ! !

Tempo (h)

Figura 18: Efeito da injecdo central de Celeritrina 3 pg/rato e H-89 10 pg/rato sobre a resposta febril
induzida pela injecdo de LPS. A celeritrina (CEL) e o H-89 foram administrados por via icv. nas doses de 3
ug/rato e 10 pg/rato, respectivamente no volume de 2 ul, 30 min antes da injecao iv de LPS (5 ug/Kg). Animais
controles receberam o mesmo volume de solucéo salina 0,9%. No painel A, os pontos representam a media +
EPM da temperatura corporal (em °C) dos animais, medida por telemetria. No painel B, as barras representam
média £ EPM da area sob a curva (em unidades arbitrarias) de cada grupo. (n) = nimero de animais. ***p<0,05
quando comparado ao valor correspondente do grupo salina. “p<0,05 quando comparado ao valor correspondente
ao grupo LPS.
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4.5 PERFIL DA EXPRESSAO DE PKA E PKCE NO HIPOTALAMO DE RATOS CONTROLE

E TRATADOS COM H-89 OU CELERITRINA

Com o objetivo de avaliar a expressdo da PKA e da PKCe nos animais dos grupos
controles (SAL/SAL e SAL/LPS) e tratados com H-89 ou celeritrina, realizou-se analise por
Western Blotting das proteinas especificas nos hipotalamos nos tempos de 3 e 6 h. A Figura
19 apresenta a analise da expressdo de PKCe no hipotalamo dos diferentes grupos, nos dois
tempos. Os dados estdo expressos como densidade Optica para cada banda de PKCe, calculada
utilizando-se a razdo entre a densidade relativa das bandas de cada PKCe e a densidade
relativa das suas respectivas B-actina (controle interno).

Né&o foi detectada nenhuma diferenca significativa na expressdo de PKCe nos
hipotalamos no tempo de 3 h. Da mesma forma, no tempo de 6 h ndo foi possivel identificar
alteracdes na expressdo de PKCe entre os grupos salina e LPS. Entretanto, no grupo que
recebeu H-89, observou-se um aumento significativo da expressdo de PKCe em relacdo aos

valores basais (salina) e ao grupo que recebeu celeritrina.
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Figura 19: Analise por western blotting da expressio de PKCe (80 KDa). Para anélise foram utilizados
hipotdlamos de ratos coletados 3 h (painel A) e 6 h (painel B) ap6s a injecdo de LPS. Quantidades iguais de
proteina (70 ug/pogo) foram aplicadas, e a p-actina foi utilizada como controle interno. A andlise quantitativa
dos niveis de proteina foi realizada através do software ImageJ (ImageJ 1.45s, National Institutes of Health,
USA). As barras representam média + EPM de 3-4 animais por grupo. *p<0,05 quando comparado ao valor
correspondente do grupo salina. “p<0,05 quando comparado ao valor correspondente ao grupo CEL.
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A Figura 20 apresenta a mensuracdo de PKA no hipotadlamo dos diferentes grupos,
nos dois tempos experimentais, expressos como densidade Optica. Ndo foram encontradas
alteracdes da expressao de PKA em nenhum dos grupos e tempos observados.
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Figura 20: Andlise por western blotting da expressdo de PKA (42 KDa). Para andlise foram utilizados
hipotalamos de ratos coletados 3 h (painel A) e 6 h (painel B) ap6s a injecdo do estimulo pirogénico.
Quantidades iguais de proteina (70 pg/pogo) foram aplicadas, ¢ a B-actina foi utilizada como controle interno. A
analise quantitativa dos niveis de proteina foi realizada através do software ImageJ (ImageJ 1.45s, National
Institutes of Health, USA). As barras representam média + EPM de 4 animais por grupo.

4.6 PERFIL DA ATIVIDADE DA PKA E DA PKC NO HIPOTALAMO DE RATOS

CONTROLE E TRATADOS COM H-89 ouU CELERITRINA

Analisamos a atividade de PKA e PKC nos grupos controles e tratados com H-89 e
celeritrina. Esta atividade foi mensurada utilizando extrato bruto dos hipotdlamos como
amostra nos tempos de 3 e 6 h.

A Figura 21 apresenta a analise da atividade de PKC hipotalamica dos diferentes
grupos, nos dois tempos experimentais. No tempo experimental de 3 h, ndo foram
identificadas alteracdes de atividade entre os grupos. Por outro lado, 6 h apds a injecdo de
LPS, pode-se observar uma tendéncia no aumento da atividade do grupo tratado somente com

LPS em relagdo ao grupo controle tratado apenas com solugdo salina. Da mesma forma,
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observou-se também uma reducdo da atividade da PKC no grupo celeritrina em relagdo ao
LPS, porém ndo significativa.
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Figura 21: Atividade relativa de PKC no hipotalamo. Para analise foram utilizados hipotalamos de ratos
coletados 3 h (painel A) e 6 h (painel B) apds a injecdo do estimulo pirogénico. A atividade relativa expressa a
razdo entre a média das absorbancias e a quantidade total de proteina utilizada (3 pg/ poco). As barras
representam a média + EPM de 3 animais por grupo.

A atividade da PKA no hipotalamo dos diferentes grupos e tempos experimentais esta
expressa na Figura 22. No tempo experimental de 3 h, ndo houve mudancas na atividade
entre os grupos avaliados. Ja no tempo de 6 h, uma tendéncia de aumento da atividade do
grupo tratado somente com LPS em relagdo ao grupo salina foi observada. Uma reducéo, ndo

significativa, da atividade do grupo H-89 em relacdo ao LPS, também foi observada.
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Figura 22: Atividade relativa de PKA no hipotalamo. Para analise foram utilizados hipotalamos de ratos
coletados 3 h (painel A) e 6 h (painel B) apds a injecdo do estimulo pirogénico. A atividade relativa expressa a
razdo entre a média das absorbancias e a quantidade total de proteina utilizada (3 pg/ poco). As barras
representam a média £ EPM de 3 animais por grupo.
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5. DISCUSSAO

Os resultados obtidos no presente estudo permitiram ampliar nosso entendimento
sobre a participacdo de vias de sinalizacdo dependentes de PKA e PKC na resposta febril
induzida por LPS em ratos.

A febre é definida como o aumento da temperatura corporal que ocorre como parte da
resposta de defesa do hospedeiro contra a invasdo do organismo por agentes patogénicos
(ITUPS THERMAL COMMISSION, 2001).

Em modelos experimentais de febre, o LPS é o pirdégeno exdgeno frequentemente
utilizado, pois sua administragdo promove o desencadeamento de rea¢ées do organismo que
mimetizam aquelas induzidas durante uma infeccdo por bactérias Gram-negativas. Assim, a
administracao experimental de LPS, por via intravenosa, in bolus ou por infusdo, causa rapida
elevacdo da temperatura corporal e outras reagdes que, em conjunto, compdem a denominada
resposta de fase aguda (MICHIE et al., 1988). Alem disso, tem sido demonstrado que a
resposta febril induzida pelo LPS é um processo que envolve varios mediadores, entre eles
citocinas, PGs (especialmente a PGE;) e alguns hormdnios (principalmente aqueles do eixo
HPA). O fator de necrose tumoral e endotoxinas induzem respostas metabdlicas similares em
seres humanos (MICHIE et al.,1988).

A escolha da dose de LPS utilizada foi um aspecto importante definido no inicio do
presente estudo, visto que altas doses deste pirégeno podem ocasionar uma severa hipertermia
associada ao choque séptico (ROTH et al., 2009). O LPS, administrado por via iv na dose de
5 ug/Kg, foi capaz de induzir resposta febril continua e moderada, com perfil bifasico,
apresentando o primeiro pico 2 a 3 h ap0s a injecao, seguida por uma segunda fase de longa
duracdo (aproximadamente 6 h). Resultados semelhantes foram demonstrados por EImquist et
al. (1996), Scammel et al. (1998), Soares et al. (2011) e Malvar et al. (2011).

Inibidores de PKC tém sido descritos como agentes anti-inflamatérios com potenciais
aplicacBes clinicas (LANG et al.,, 1995). Em nosso trabalho, demonstramos que o pré-
tratamento icv com celeritrina na dose de 3 pg/rato reduziu significativamente a resposta
febril induzida pelo LPS. As doses de 1 e 10 pg/rato ndo afetaram a temperatura corporal dos
animais, demonstrando um efeito caracteristico de curva em forma de sino, no qual doses
mais elevadas podem apresentar efeito reduzido por atuarem em sitios inespecificos (ROSS &

KENAKIN, 2006). Em concordancia com nossos resultados, Kozak e colaboradores (1997)
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haviam descrito que a administracdo subcutanea (pré-tratamento) de celeritrina na dose de 3
ug/Kg reduzia significativamente a febre e inibia completamente a elevacéo plasmatica de IL-
6, induzidas pela injecdo intraperitoneal (ip) de LPS. Em modelos de nocicepcdo, o
tratamento com celeritrina inibiu a segunda fase da resposta causada pela inje¢&o de formalina
na pata de ratos (SOUZA et al., 2002).

Estudos utilizando inibidores farmacoldgicos especificos para PKCe demonstraram
que a ativacdo desta isoforma estd envolvida na sensibilizacdo mecénica induzida por PGE,
(SACHS et al., 2009; VILLAREAL et al, 2009). Assim sendo, os efeitos relacionados a
nocicepc¢éo induzida por PGE; parecem ser mediados por PKCe.

Koide e colaboradores (1991) descreveram que PKCe € expressa predominantemente
no cérebro e Kuo e colaboradores demonstraram sua expressao no hipotalamo (2009). Pelo
fato da PKCe estar presente no hipotalamo, centro termorregulador responsavel pelo controle
da temperatura corporal, e contribuir para nocicepcdo que se desenvolve em resposta a acao
de PGE,, investigamos se esta seria também a isoforma relacionada a resposta febril.

A expressdo de PKCe foi avaliada nos hipotalamos de ratos controles e tratados com
celeritrina e H-89. Conforme mencionado anteriormente, foram selecionados 2 tempos para
coleta destes hipotalamos 3 e 6 h apos a administragdo de LPS. Nao foram identificadas
alteracdes significativas da expressdo de PKCe entre 0s grupos que tiveram seus hipotalamos
coletados ap0s 3 h de experimentacdo. Nos hipotadlamos coletados apds 6 h, também néo
foram encontradas alteracfes entre os grupos controles (salina e LPS). No entanto, nos
animais tratados com H-89, a expressdo de PKCe aumentou significativamente em relacdo aos
valores basais e em relacdo ao grupo tratado com celeritrina. Estes resultados demonstram
que, quando a PKA estd inibida, ocorre aumento na expressdo hipotalamica de PKCe,
sugerindo a ativacdo de um mecanismo compensatorio para manter a sinalizacao intracelular.

Durante muitos anos as agdes desencadeadas pelo aumento do AMPc intracelular
foram atribuidas apenas a PKA. Entretanto, estudos tém demonstrado a contribui¢cdo de um
outro alvo, qual seja uma proteina de troca ativada diretamente pelo AMPc (Epac) (de ROOIJ
et al., 1998).

A Epac foi identificada pela primeira vez em 1998 (de ROOIJ et al., 1998;
KAWASAKI et al.,1998). Esta proteina faz parte de uma familia de fatores de troca do
nucleotideo guanina, que catalisam a troca de GDP por GTP, ativando a proteina G.

S&o conhecidas duas isoformas, Epac 1 e Epac 2, que estdo presentes na maioria dos
tecidos, inclusive no sistema nervoso central, embora com diferentes niveis de expressao.

Diversos trabalhos tem demonstrado a participagdo de Epac em inimeras fungdes biolégicas
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como proliferacdo e divisdo celular, secrecdo de insulina, migracdo celular, permeabilidade
vascular, sinapses neuronais, inflamacdo, dentre muitas outras (BORLAND; SMITH;
YARWOOD, 2009; GLOERICH; BOS, 2010).

Guo e colaboradores (2007) investigaram se as agdes sensibilizantes de PGE2 sobre
neurbnios sensoriais periféricos seria mediada pela ativagdo de Epacs. Para esta analise 0s
autores utilizaram pequenos siRNA (RNAs de interferéncia) para diminuir a expressdo de
Epac 1 e 2. Através destes experimentos puderam constatar que a reducdo de Epac 2, mas ndo
de Epac 1 atenuou o aumento de capsaicina (96%) e a liberacdo do peptideo relacionado ao
gene da imunorreatividade de calcitonina (66%), ambos induzidos pela PGE2. Desta forma os
autores concluiram que a ativacdo de Epac 2 é uma importante etapa da via de sinalizacdo
responsavel por mediar as acOes de PGE2 sobre neurdnios sensoriais. Outros dados da
literatura demonstram que Epac pode estimular diretamente a ativacdo de PKCe
(OESTREICH et al., 2009; WANG et al., 2007). Desta forma, o aumento da expressao de
PKCe observado no hipotalamo de animais tratados com inibidor de PKA, pode ocorrer
devido a ativacdo da via da Epac. Nao existe, em nosso conhecimento, nenhum estudo que
tenha investigado a participacdo de Epacs na resposta febril. Entretanto, aliados aos dados da
literatura, nossos resultados nos permitem supor, que, durante a resposta febril induzida por
LPS, verifica-se 0 aumento na concentracdo intracelular de AMPc, responsavel pela ativacédo
de dois alvos, PKA e Epac. Quando a via da PKA € inibida farmacologicamente, 0 AMPc
promove maior ativacdo de Epac e, consequentemente, aumenta a participacdo da PKCe,
evidenciada em nosso estudo pelo aumento da expressdao dessa isoforma no hipotalamo
(Figura 23).
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Figura 23: Modelo de sinalizacdo intracelular proposto para o desenvolvimento da febre LPS.
LPS — lipopolissacarideo; PGE2- prostaglandina E2; IP3- inositol trifosfato; DAG — diacilglicerol;
PKA- proteina quinase A; Epac — proteina de troca ativada diretamente pelo cAMP, PKCg — proteina
quinase C epsilon

Em nosso trabalho, avaliamos também o efeito da co-administracdo de H-89 e
celeritrina na febre induzida pelo LPS. Observou-se uma inibicdo da febre, mas o efeito
inibitorio ndo foi potencializado pela atuacdo conjunta das duas drogas, ou seja, ndo foi mais
intenso do que quando utilizamos as drogas separadamente. Tal resultado corrobora a hipotese
de que PKA e PKC estejam envolvidas em uma mesma via de sinalizacdo, provavelmente
uma via dependente de AMPc.

Deve-se considerar ainda que outras isoformas da PKC possam estar envolvidas na
sinalizacdo desencadeada pela injecdo iv de LPS, uma vez que o inibidor utilizado ndo possui
especificidade para nenhuma das isoformas. Nesse contexto, Thaler e colaboradores (2009)
demonstraram que um inibidor especifico para isoformas de PKCs atipicas foi capaz de
bloquear completamente a febre induzida pela injecdo ip (50 ug/Kg) de LPS em ratos.

De acordo com dados do fabricante (Sigma Audrich), celeritrina exerce seu efeito

inibitério por meio da interacdo com o dominio catalitico da proteina e, em alguns casos, pode
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inibir a translocacdo da PKC do citosol para a membrana. A celeritrina é considerada,
portanto, um inibidor da atividade da PKC.

Dessa forma, possiveis alteragdes na atividade de PKC em resposta aos tratamentos
utilizados também foram investigadas. Os resultados demonstraram que apés 6 h de
experimentacdo, observou-se uma tendéncia para o aumento da atividade de PKC nos
hipotadlamos dos animais tratados com LPS em relacdo ao grupo salina, bem como uma
reducdo da atividade em resposta ao tratamento com celeritrina, comparada ao grupo LPS.
Entretanto, essas alteracdes ndo foram estatisticamente significativas. Nesse ensaio, devido ao
alto custo, foram testadas apenas 3 amostras por grupo, de forma que esse pode ter sido um
dos fatores para a auséncia de diferenga entre os tratamentos.

N&o foram detectadas alteracBes da atividade nos hipotalamos coletados na terceira
hora. Apesar de ter sido observado um bom efeito antipirético da celeritrina na terceira hora, é
possivel que esse tempo ndo tenha sido suficiente para revelar alteragdes dos niveis de
expressdo da PKC. O kit utilizado para mensuracdo da atividade baseia-se no metodo de
ELISA, no qual a medida da absorbancia é diretamente proporcional a fosforilagcdo, do
substrato pela PKC presente na amostra. Uma das limitacGes do método pode decorrer do fato
de que, apesar do substrato conter sitios de fosforilacdo por PKC, a fosforilagdo mediada pela
acdo de outras quinases ndo pode ser excluida. Dessa forma, € plausivel sugerir que outras
quinases presentes na amostra possam ter mascarado a fosforilacdo do substrato pela PKC e,
consequentemente, interferido na mensuracgéo da atividade.

A participacdo de PKA na resposta febril induzida pelo LPS também foi investigada.
Para tanto, utilizou-se o inibidor enzimatico H-89. Esse farmaco compete com o ATP pela
ligacdo ao seu sitio especifico, localizado na subunidade catalitica (ENGH et al., 1996). Os
resultados demonstraram que o pré-tratamento icv com H-89 nas doses de 3, 10 e 30 ug/rato
reduziu significativamente a resposta febril induzida pelo LPS iv, 0 que sugere a participacao
da PKA nessa resposta. Ndo ha, em nosso conhecimento, outros estudos que tenham
investigado participacdo da PKA na febre induzida por LPS.

Wang e colaboradores (2001) investigaram alteracGes na concentracdo de AMPc e 0s
efeitos de um inibidor de PKA na febre induzida por CRH (horménio liberador de
corticotropina) em ratos. Os dados desse estudo demonstraram que a administracdo central de
CRF promove tanto a elevacdo da temperatura coldnica quanto da concentracdo de AMPc no
hipotalamo dos ratos. A febre induzida por CRH foi inibida pelo pré-tratamento com inibidor

de PKA, sugerindo o envolvimento dessa quinase nas a¢fes pirogénicas do CRH.
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Em outro estudo que utilizou como estimulo pirogénico um agonista de receptor EP3
verificou-se reducdo da febre nos animais pré-tratados com um inibidor de PKA e também
com um inibidor de PKC (Zhou et al., 2006), sugerindo a participacdo de ambas as quinases
na febre induzida por um agonista EP3.

A expressdo de PKA foi avaliada nos hipotdlamos de ratos controles e tratados com
celeritrina e H-89, em dois tempos experimentais, da mesma forma que para PKCe. Apoés a
analise dos dados ndo foi possivel identificar alteracGes significativas da expressao
hipotalamica de PKA, apesar do bom efeito antipirético do H-89 observado nos dois tempos
analisados. Também foram investigadas possiveis alteracfes na atividade relativa da PKA
entre os grupos estudados, nos dois tempos mencionados. Os resultados obtidos foram
semelhantes aqueles encontrados para PKC, ou seja, ndo foi possivel detectar alteracGes da
atividade nos hipotalamos coletados na terceira hora. Apos 6 h de experimentagdo, pode-se
notar uma tendéncia para 0 aumento da atividade de PKA nos hipotalamos dos animais
tratados com LPS em relacdo ao grupo salina, e uma reducdo da atividade em resposta ao
tratamento com H-89, comparada ao grupo LPS. No entanto estas alteracdes ndo foram
estatisticamente significativas. Para a mensuracdo da atividade de PKC e PKA, foram
utilizados kits fabricados pela mesma empresa, com principios de atuacdo idénticos, diferindo
apenas na especificidade do substrato para cada proteina analisada. Dessa forma, acreditamos
que as mesmas interferéncias identificadas para PKC ocorreram também para PKA, ou seja, 0
reduzido tamanho (n) da amostra e o fato de que outras quinases possam ter mascarado a
fosforilacdo do substrato pela PKA.

Os resultados desse trabalho sugerem que vias de sinalizacdo dependentes de PKA e
PKC estejam envolvidas na resposta febril induzida por LPS. Estudos complementares séo

necessarios para elucidar quais sdo as isoformas e 0s mecanismos moleculares envolvidos.
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6. CONCLUSOES

Nossos resultados sugerem que:

* Proteina quinase A e C (PKA; PKC) estdo envolvidas na resposta febril

induzida pela injecdo iv de LPS;

* Na resposta febril, PKA e PKC provavelmente est&o inseridas em uma mesma

via de sinalizag&o;

* pPKCe pode contribuir parcialmente para o desenvolvimento da resposta febril
induzida por LPS iv;

* E necessario o estudo de outras proteinas potencialmente envolvidas nesta via,

como, por exemplo, Epac e MAPKS.

* Métodos de analise mais especificos sd@o necessarios para identificar quais
isoformas de PKA e PKC estdo envolvidas na resposta febril, bem como para
identificar outras proteinas potencialmente envolvidas na sinalizacdo

intracelular.
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/. PERSPECTIVAS

Para o melhor entendimento das vias de sinalizacdo é necessario, além do estudo de
proteinas individuais, analisar sua interagdo com outras potenciais proteinas envolvidas na
sinalizacdo. Para tanto, o uso de inibidores de proteinas sdo indispensaveis. Progressos
recentes na compreensdo de redes de sinalizagcdo extremamente complexas dependem em
grande parte da disponibilidade e da qualidade de agentes especificos capazes de interferir
com as vias de investigacdo (ENGH et al., 1996).

Pretendemos expandir essa abordagem utilizando uma maior diversidade de inibidores
e ativadores de diversas proteinas potencialmente envolvidas na resposta febril, de forma a
ampliar o conhecimento a cerca da importancia das proteinas individualmente e sua
contribuicdo quando inseridas nas vias de sinalizacé&o.

Pretendemos utilizar a técnica de LC-MS/MS para realizar a analise de alteragdes
protedmicas nesse contexto. A espectrometria de massa do tipo LC-MS/MS (cromatografia
liquida acoplada a espectrometria de massas em tandem) permite a caracterizacdo de eventos
de sinalizacdo, sendo capaz de identificar modificacbes pds-traducionais, interacdes proteina-
proteina, bem como alteracfes na expressdo destas proteinas. Esta tecnologia fornece
informacBes precisas sobre as variagbes quantitativas de milhares de proteinas e suas
modificagdes em resposta a qualquer tipo de perturbacdo, permitindo uma melhor
compreensdo das rotas de sinalizacdo envolvidas em condicGes patoldgicas, contribuindo, por
exemplo, para a identificacdo de novos alvos farmacoldgicos para o tratamento de diversas
doengas (CHOUDNARY & MANN, 2010).

Desta forma, poderemos ter uma melhor visdo do conjunto total de proteinas
envolvidas na resposta febril, além de poder analisar quais isoformas estdo sendo ativadas em

resposta a sinalizacdo desencadeada pela ligacdo de PGE; ao seu receptor.
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