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RESUMO 

A febre é uma resposta fisiológica comum a infecções, inflamações e trauma. Pode 
ser caracterizada como um aumento na temperatura corporal acima do intervalo 
normal. Quando ocorre o processo febril são liberados diversos mediadores pró e 
antiinflamatórios que estimulam resposta imune adaptativa. O lipopolissacarídeo 
(LPS), uma endotoxina de parede de bactérias gram-negativas é responsável por 
sintomas de febre e hipotensão, além de estimular a produção de espécies reativas 
de oxigênio (EROS) e agravar doenças patológicas. Estudos sugerem que as EROS 
possuam papel importante no controle de muitos processos fisiológicos, 
principalmente na defesa contra infecções bacterianas. Este estudo avaliou a 
quantidade de EROS produzida no hipotálamo de ratos após a administração de 
LPS (5 μg/kg) e salina (salina 0,9%, 2 mL/Kg). Os animais tiveram sua temperatura 
corporal aferida a cada 15 minutos, durante 6 h. Em seguida os animais foram 
anestesiados e eutanasiados por decapitação para a retirada do hipotálamo. Para a 
quantificação de EROS foi utilizado o marcador de spin CMH e a leitura foi feita por 
ressonância paramagnética eletrônica (RPE). Os resultados do presente estudo 
demonstram que não há diferença estatística na concentração hipotalâmica de 
EROS entre os animais tratados com LPS e os animais tratados com salina. Esse 
resultado foi inesperado, visto que o sistema nervoso central apresenta pouca 
atividade antioxidante e elevada afinidade com o oxigênio. Novos experimentos 
estão sendo realizados em nosso laboratório a fim de confirmar esses resultados, 
visto que as EROS são de vital importância em processos celulares. 

Palavras-chave: Febre. EROS. LPS. Ressonância paramagnética eletrônica. 

Hipotálamo.  

 

  

 

 

 

 

 

 



ABSTRACT 

Fever is a common physiological response to infections, inflammation, and trauma. It 
can be characterized as an increase in body temperature above the normal range. 
When the febrile process occurs several pro and anti-inflammatory mediators are 
released that stimulate adaptive immune response. Lipopolysaccharide (LPS) a 
gram-negative bacterial wall endotoxin is responsible for symptoms of fever and 
hypotension, aggravate pathological diseases besides stimulating a production of 
reactive oxygen species (ROS). Studies suggest that ROS plays an important role in 
the control of many physiological processes, especially in defense against bacterial 
infections. This study evaluated the level of ROS in rat hypothalamus after 
administration of LPS (5 μg / kg) or saline (0.9% saline, 2 mL / kg). The animals had 
their body temperature measured every 15 minutes for 6 h. The animals were then 
anesthetized and euthanized for dissection of the hypothalamus. For ROS detection 
the spin probe CMH was used and quantification was done by electronic 
paramagnetic resonance (EPR). The results of the present study do not present a 
statistical difference in the level of ROS in hypothalamus of animals treated with LPS 
and the animals treated with saline. These results were unexpected, since the 
Central nervous system has little antioxidant activity and high affinity with oxygen. 
New experiments are being carried out in our laboratory to confirm these results, 
since EROS are of vital importance in cellular processes. 

Key words: Fever. ROS. LPS. Electronic paramagnetic resonance. Hypothalamus. 
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1. INTRODUÇÃO 
 

1.1 Termorregulação e Febre 

          

Termorregulação é o processo de controle da temperatura corporal de alguns 

seres vivos. Este controle é possível graças à coordenação entre a termogênese 

(produção de calor) e a termodispersão (liberação do calor). Ocorre principalmente 

para adaptação comportamental e ainda atua sobre as respostas autonômicas e 

endócrinas a fim de manter a homeostase térmica, pois pequenas mudanças na 

temperatura central podem levar alterações metabólicas e enzimáticas (FLOURIS, 

2011). 

A região pré-óptica do hipotálamo (APOHA) contém neurônios sensíveis a 

mudanças sutis na temperatura hipotalâmica e é capaz de receber estímulos 

somatossensoriais da pele e termorreceptores da coluna vertebral, podendo integrar 

informações térmicas centrais e periféricas (BOULANT, 2000; TANSEY et al., 2015). 

Além disso, coordena a ação de áreas efetoras inferiores como vasos sanguíneos, 

glândulas sudoríparas e tecidos endócrinos. Desta forma, quando os impulsos ficam 

abaixo ou acima do limiar de temperatura, ocorrem respostas termorreguladoras 

autonômicas, a fim de manter a temperatura corporal adequada (BENSENÕR; 

ATTA; MARTINS, 2002). 

Neurônios termossensíveis da área pré-óptica também são afetados por 

substâncias como pirógenos, que ao diminuir a atividade dos neurônios sensíveis ao 

calor e aumentar a atividade dos neurônios sensíveis ao frio, causam febre 

provocando assim um aumento da temperatura corporal (BOULANT, 2000; 

REINALDO; BRAZ, 2005). 

Segundo Boulant (2000) é possível classificar os neurônios da APOHA em 3 

tipos. Os neurônios sensíveis ao frio correspondem a menos de 5% dos neurônios 

da área pré-óptica, os neurônios sensíveis ao calor são aproximadamente 30% e os 

neurônios insensíveis a temperatura correspondem a mais de 60% dos neurônios.  

A Figura 1 mostra que os pirógenos inibem a frequência de disparos dos 

neurônios sensíveis ao calor, diminuindo assim os mecanismos de perda de calor e 

atuam inibindo os neurônios sensíveis ao frio. Essas alterações provocam um 
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aumento no ponto de equilíbrio do hipotálamo, provocando assim um aumento na 

temperatura corporal (BOULANT, 2000).  

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1: Resposta febril induzida por pirógenos na APOHA. C: Neurônios sensíveis ao calor; 
F: Neurônios sensíveis ao frio; I: neurônios insensíveis a variação de temperatura. (-) inibição; (+) 
estimulação. Adaptado de: BOULANT, 2000 

 

 

A febre é uma resposta fisiológica comum a infecções, inflamações e trauma. 

Pode ser caracterizada como um aumento na temperatura corporal acima do 

intervalo normal, que em humanos mantém média constante de 37 °C ± 0,6°C, 

devido oscilações habituais relacionadas a alterações hormonais, envelhecimento e 

ritmo circadiano. A média referida é mantida, pois ocorre um ajuste entre a produção 

e a perda de calor que envolve o centro termorregulador do hipotálamo 

(BENSENÕR; ATTA; MARTINS, 2002; LEON et al., 2002). 

Quando ocorrem desvios anormais nos mecanismos de termorregulação 

alterando muito a faixa de temperatura, podem ocorrer diversos danos ao individuo e 

ser fatal. Por exemplo, uma temperatura corporal acima de 42 °C leva a 

desnaturação protéica e deficiência na síntese de DNA provocando insuficiência de 

órgãos e disfunção neuronal. Se a temperatura corporal se mantém abaixo de 27 °C 

(hipotermia grave) ocorrem alterações neuromusculares, cardiovasculares, 

hematológicas e respiratórias (TANSEY et al., 2015). 
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Durante a febre ocorre um reajuste do ponto preestabelecido de regulação do 

calor (“Set point”) o que a torna diferente da hipertermia. A hipertermia é quando 

ocorre aumento na temperatura corporal decorrente de fatores internos ou externos 

(exercícios físicos, calor excessivo, sauna), porém não tendo alteração no centro 

termorregulador do hipotálamo (BENSENÕR; ATTA; MARTINS, 2002; LEON et al., 

2002). 

Vários estudos demonstraram que elevações sutis na temperatura corporal, 

podem conferir um aspecto protetor potencializando as defesas do organismo contra 

agentes infecciosos e células neoplásicas (VOLTARELLI; 1994). 

Respostas febris podem acelerar a quimiotaxia de neutrófilos e secreção de 

substâncias antibacterianas, aumentar a produção e ação antiviral e antitumoral dos 

interferons e aumentar a estimulação de respostas imunológica. Isso indica que a 

maioria dos pacientes com infecções agudas, que apresentem respostas febris 

moderada e com sintomas brandos, não necessitam de terapia antipirética. Porém 

pacientes idosos, mulheres grávidas, crianças com histórico de convulsões febris, 

pacientes com disfunções cardíacas, pulmonares e cerebrais devem manter controle 

dessas respostas, pois uma febre de curta duração pode causar maiores danos ao 

paciente (VOLTARELLI; 1994). 

 

 

1.2 Pirógenos 

 

Pirógeno é o termo utilizado para definir quaisquer substâncias que podem 

induzir febre. Eles podem ser distinguidos entre endógenos ou exógenos e esta 

distinção é fundamental para compreender que a resposta febril pode ser estimulada 

tanto por agentes bacterianos, virais ou também por fatores emocionais (BARTFAI; 

CONTI, 2010). 

Dentre a variedade de pirógenos exógenos existentes os mais utilizados 

como indutores de processo inflamatório são as endotoxinas tais como os 

lipopolissacarídeos (LPS), que são constituintes da parede celular de bactérias 

gram-negativas. Essas substâncias induzem a produção e liberação de 
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imunocitocinas que são mediadores endógenos da febre (EVANS; REPASKY; 

FISHER, 2015; MALVAR et al., 2011; ROTH; DE SOUZA, 2001). 

 Os padrões moleculares associados à patógenos (PAMPs) implicam em 

endotoxemia e septicemia e são identificados por um extenso grupo de receptores 

de reconhecimento de patógenos (PRRs) que estão presentes em células 

fagocíticas.  A ativação de PRRs por PAMPs, como os receptores transmembrana 

do tipo Toll-Like (TLRs), desencadeia a produção de mediadores pro- e anti-

inflamatórios, bem como o início de uma resposta imune adaptativa. PRRs residem 

na superfície da célula, no retículo endoplasmático, endossomas, lisossomos, 

endolisossomos ou no citosol (WERNERS, 2016). 

Os receptores TLRs especificamente o Toll-Like4 (TLR4) são ativados por 

uma proteína de ligação capaz de formar um complexo com o LPS. O TLR ativa a 

cascata de transdução de sinal em macrófagos e outras células imunitárias 

competentes, incluindo a interleucina-1 (IL-1), o fator de necrose tumoral (TNF) e a 

ciclo-oxigenase 2 (COX-2). Ao se ligar ao TLR4, O LPS pode causar síndrome de 

resposta inflamatória sistêmica (SRIS), sintomas de febre e hipotensão, agravar 

doenças patológicas, insuficiência múltipla de órgãos, lesão renal e cerebral, além 

de estimular a produção de espécies reativas de oxigênio (EROS) (BARTFAI; 

CONTI, 2010; REDDY et al., 2016; WERNERS, 2016). 

Os pirógenos exógenos, por meio da estimulação de células imunitárias, 

induzem a formação de pirógenos endógenos, tais como hormônio liberador de 

corticotrofina (CRH), endotelina-1 (ET-1), fator pirogênico pré-formado (PFPF), 

bradicinina, prostaglandinas (PG) e citocinas pró-inflamatórias que incluem o fator de 

necrose tumoral-α (TNF-α), interleucina1β, (IL-1β), interleucina6 (IL-6). Esses 

pirógenos atuam sobre hipotálamo conduzindo à geração de febre e são 

responsáveis pela ativação do eixo hipotálamo-pituitária-adrenal (HPA), pela síntese 

de proteínas de fase aguda pelo fígado, além de diversas alterações 

comportamentais (MALVAR et al., 2011; MORITA-TAKEMURA et al., 2016). 

A prostaglandina E2 (PGE2) é um componente essencial no aumento da 

temperatura corporal febril. Ela é sintetizada através da ciclização e oxidação do 

ácido araquidônico (AA) pela ciclo-oxigenase (COX), que existe sob a forma 

constitutiva (COX-1), e a forma induzível (COX-2) (FOSTER et al., 2015). 
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 Na fase inicial da febre a COX-2 acelera a produção de PGE2 a partir de 

macrófagos de pulmão e fígado que é então liberada para a circulação sistêmica, 

onde se liga à albumina e segue para a barreira hematoencefálica. Na barreira 

hematoencefálica a PGE2 dissocia-se da albumina e segue em direção a área pré- 

óptica (APO) no hipotálamo (Figura 2). Na APO a PGE2 se liga aos receptores de 

prostaglandinas EP3 onde vai exercer as respostas febris (FOSTER et al., 2015). 

Estudos indicam que a ligação de PGE2 a receptores EP3 em neurônios APO 

inibem as atividades dos neurônios através da redução dos seus níveis de 

adenosina monofosfato cíclico (AMPc) intracelular aumentando a termogênese no 

tecido adiposo marrom, tremores, taquicardia e induzindo vasoconstrição cutânea 

para reduzir a perda de calor (EVANS; REPASKY; FISHER, 2015; NAKAMURA et 

al., 2011). 

 

 

Figura 2: Mecanismo clássico de indução da febre. (1) Rompimento de barreira natural por 
um pirógeno exógeno. O pirógeno é transportado para o fígado onde ativa células de Kupffer e outras 
células fagocíticas mononucleares para produzir pirógenos endógenos; (2) Liberação de pirógenos 
endógenos para a corrente sanguínea; (3) entrada de pirógenos na APO induzindo a expressão de 
COX-2 e PGE2. A PGE2 inibe a atividade de neurônios (N), causando a conservação de calor e 
agindo assim como o mediador proximal de febre (4). Adaptado de: (ROTH; BLATTEIS, 2014) 
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1.3 EROS – Espécies reativas de oxigênio  

 

Durante muito tempo vários autores utilizaram a terminologia radicais livres 

para denominar as espécies que possuem um ou mais elétrons desemparelhados, 

porém esse termo foi entrando em desuso pois foram descobertos elementos que 

não possuem elétrons desemparelhados, mas possuem  alta reatividade e 

instabilidade. Atualmente os termos EROS (espécies reativas de oxigênio) e ERNS 

(espécies reativas de nitrogênio) são os mais utilizados, pois englobam os radicais 

livres e elementos como peróxido de hidrogênio (H2O2), peroxinitrito (ONOO-), e 

ácido hipocloroso (HOCl) que mesmo não sendo radicais livres possuem efeito 

oxidante (RIBEIRO et al., 2005; PANTH et al., 2016). 

As EROS são moléculas altamente instáveis, quimicamente reativas e com 

uma meia vida curta, sendo resultantes de um processo de oxido-redução. Podem 

ser gerados no citoplasma, nas mitocôndrias e nas membranas e sua atuação vai 

depender de onde são formados, podendo agir em proteínas, lipídeos, carboidratos 

ou DNA (BIANCH; ANTUNES,1999; LOBO et al., 2010).  

In vivo essa produção ocorre através da ação catalítica de enzimas, durante a 

aceitação ou doação de elétrons decorrentes da respiração e metabolismo celular, 

fagocitose, na síntese de prostaglandina, na ação do citocromo P-450, na 

inflamação e pela exposição a fatores exógenos como o contato com cigarro, 

radiação, ozônio, fatores decorrentes da dieta e medicamentos (LOBO et al., 2010). 

 As EROS mais conhecidas são o ânion superóxido (O2•-), peróxido de 

hidrogênio (H2O2), oxigênio singleto (1O2) radical hidroxila (•OH), o ozônio (O3) e 

outras moléculas pequenas. Elas reagem rapidamente com outras moléculas 

químicas podendo levar a uma nova geração de espécies reativas ativando várias 

vias de sinalização (DROUGARD et al., 2015; LUO et al., 2016). 

O oxigênio molecular é um componente básico a todos os organismos vivos, 

estando envolvido na produção de energia, regulação do crescimento celular, 

síntese de substâncias biológicas, fagocitose e sinalização intracelular, sendo 

essencial a vida aeróbica e do metabolismo (AIYEGORO; OKOH, 2009). 
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Cerca de 85% do O2  produzido é consumido na mitocôndria, através da 

cadeia transportadora de elétrons. O restante é utilizado por enzimas oxidases e 

oxigenases e por reações de oxidação direta (BARBOSA et al., 2010). 

Em condições fisiológicas normais a cadeia de transporte mitocondrial de 

elétrons é a principal fonte de geração de EROS, porém elas também são 

produzidas pelas NADPH oxidase (NOX) que são complexos enzimáticos ligados à 

membrana, capazes de transferir elétrons do NADPH intracelular, acoplando-os ao 

oxigênio molecular. Também são produzidas pelo reticulo endoplasmático e 

peroxissomos (SCHRADER; FAHIMI, 2006). 

A enzima citocromo oxidase é responsável pela oxidação da molécula de 

O2  na mitocôndria. Ela remove um elétron de quatro moléculas de citocromo C, 

esses elétrons são adicionados ao O2 formando água. Ela também controla a 

geração excessiva de EROS, porém cerca de 2% a 5% do oxigênio metabolizado 

nas mitocôndrias são reduzidos de forma univalente para outras vias metabólicas e 

acabam dando origem as EROS (BARBOSA et al., 2010). 

Sendo assim as espécies reativas são produzidas naturalmente ou decorrente 

de alguma disfunção biológica (AIYEGORO; OKOH, 2009). 

 A produção excessiva de EROS pode causar danos celulares, como 

resultado do desequilíbrio entre a produção de espécies reativas de oxigênio e as 

enzimas antioxidantes. Seu excesso é conhecido como estresse oxidativo, causando 

a peroxidação de lipídios, proteínas e danos ao DNA e RNA (AIYEGORO; OKOH, 

2009; LUO et al., 2016). 

Da mesma forma em que as espécies reativas estão envolvidas em 

processos de danos celulares há relatos elas também possuem efeitos benéficos. 

Elas estimulam o processo imunológico atuando como uma barreira de defesa do 

organismo frente à presença de microorganismos. O ânion superóxido e o peróxido 

de hidrogênio estimulam a produção do GMPc e o óxido nítrico atua no relaxamento 

da musculatura lisa e inibe a agregação plaquetária (MARTELLI; NUNES, 2014).   

Conforme apresentado na Figura 3 existe um complexo de antioxidantes 

enzimáticos que controlam a produção excessiva de EROS, tais como catalase, 

superóxido-dismutase (SOD), glutationa-peroxidase (GPx), glutationa-redutase e 

antioxidantes não enzimáticos como a glutationa (GSH), vitaminas C e E (REUTER 

et al., 2010). 
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Figura 3: Representação esquemática de vários ativadores e inibidores da produção de 

espécies reativas de oxigênio. Vermelho - ativadores; verde - inibidores. Adaptado de: REUTER et al., 

2010 

  

1.4 Ressonância Paramagnética Eletrônica (RPE)  

 

A ressonância paramagnética eletrônica (RPE) é uma técnica 

espectroscópica baseada na inversão de spin eletrônico. Assim, para que um 

material tenha sinal de RPE é necessário que, conforme a regra de Hund para 

preenchimento de orbitais eletrônicos tenha um ou mais elétrons desemparelhados. 

 A RPE diferente de outras técnicas de espectroscopia mantém os fótons de 

excitação da amostra com frequência fixa e varia o nível de energia entre os estados 

up-down de spin eletrônico por meio da aplicação de um campo magnético contínuo 

com magnitude variável. Quando, por efeito Zeeman induzido pelo campo magnético 

a diferença de energia entre o estado down e up dos elétrons desemparelhados do 

material se igualam a energia das micro-ondas da amostra passa a absorvê-las e 

então o detector do espectrômetro acusa a ressonância paramagnética eletrônica. 

Por uma questão da eletrônica utilizada, o que se registra nos equipamentos 

comerciais é a derivada da absorção das micro-ondas e não a absorção em si. 

Assim, um gráfico de RPE, no eixo das abscissas registra o valor do campo 

magnético aplicado e no eixo das ordenadas o valor da derivada da absorção das 

micro-ondas.   

Por apresentarem elétrons desemparelhados, a detecção de radicais livres 

por RPE a princípio se apresenta muito atraente. Porém na prática, por dois fatores, 
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os mesmos são difíceis de serem detectados, o primeiro fator diz respeito à sua 

meia-vida extremamente curta em meio biológico e o segundo fator se deve ao 

tempo muito curto para decaimento dos spins excitados no estado up para o estado 

down, implicando em uma largura de transição extremamente longa, 

impossibilitando o seu registro pelos equipamentos convencionais.   Os problemas 

citados são superados pela utilização de marcadores de spin que se ligam aos 

radicais livres eliminando a sua reatividade pelos sistemas biológicos. Por sua vez, 

os marcadores de spin somente apresentam sinal de RPE quando ligados a um 

radical livre. Desse modo, a intensidade do sinal de RPE de uma amostra com 

marcadores de spin é uma medida direta da quantidade de radicais livres que havia 

na amostra quando ocorreu a aplicação dos marcadores1 (SOUZA, P). 

 

1.5 Marcadores de Spin 

 

A quantificação e detecção de EROS em amostras biológicas podem ser 

realizadas por técnicas ópticas como, espectrofotometria de redução do citocromo C 

ou quantificação de fluorescência de Dihidroetidium (DHE), porém um dos melhores 

métodos para a quantificação de EROS é a ressonância paramagnética eletrônica 

(RPE)(BERG et al., 2014).  

A nova geração de marcadores de spin (hidroxilaminas cíclicas) associadas à 

alta sensibilidade de espectrômetros modernos de RPE tornaram possível medir 

concentrações muito baixas de radicais e outras espécies paramagnéticas, tanto in 

vitro como in vivo. Existem diversos marcadores disponíveis comercialmente, os 

quais diferem em termos de permeabilidade celular, tempo de meia-vida dos adutos 

formados e especificidade (BERG et al., 2014). 

Utilizando o marcador de spin CMH (1-hidroxi-3-metoxicarbonil-2,2,5,5-

tetrametilpirrolidina) é possível detectar vários radicais e espécies reativas de 

oxigênio, tais como peroxinitrito e o dióxido de nitrogênio, porém a principal molécula 

que se liga ao CMH é o íon superóxido. O CMH não reage com óxido nítrico ou 

peróxido de hidrogênio (BERG et al., 2014). 

                                                

1
 Souza P. (Professor – Universidade de Brasília-UnB). Comunicação pessoal, 2015  
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A figura 4 mostra a ligação do CMH com o ion superóxido, formando o radical 

livre CM• que é mais estável e detectado no RPE (MRAKIC-SPOSTA et al., 2014).  

 

 

Figura 4: Método de preparo de amostra para quantificação de EROS em RPE.  O marcador 
de spin CMH é adicionado à amostra do hipotálamo. A solução contendo CMH reage com espécies 
reativas da amostra formando o composto radical CM• que possui maior estabilidade e será 
detectado pelo RPE. A amplitude do sinal (a.u.) é proporcional ao número de rotação paramagnética 
formada no momento da leitura. Adaptado de: MRAKIC-SPOSTA et al., 2014.  
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2.  JUSTIFICATIVA 
 

Nos últimos anos, verificou-se um aumento no número de evidências 

experimentais associando as formas reduzidas de oxigênio a uma grande variedade 

de estados patológicos. Embora as EROS possam ser mediadores de doenças, as 

evidências mais recentes indicam que sua formação nem sempre é deletéria, mas 

apresenta influências significativas no controle de muitos processos fisiológicos,  

como na resposta inflamatória aguda e na defesa contra a infecção (LUO et 

al.,2016).  

A resposta febril é um processo multifatorial e seus mecanismos moleculares 

ainda não estão completamente elucidados. A caracterização e quantificação das 

EROS durante a febre pode revelar vias de sinalização importantes para este 

processo e que poderão ser úteis para o melhor entendimento dos mecanismos 

envolvidos. 
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3. OBJETIVOS 
 

3.1 Objetivos gerais 

 Avaliar a produção de espécies reativas de oxigênio no hipotálamo de 

ratos durante a febre. 

 

3.2 Objetivos específicos 

 Quantificar a concentração de EROS no hipotálamo de ratos 6 h após a 

administração de LPS por meio de ressonância paramagnética eletrônica; 

 

 Investigar se existe correlação entre a intensidade da febre e a 

concentração de EROS no hipotálamo. 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS  

 

4.1 Animais 

Para os procedimentos experimentais foram utilizados 9 ratos machos 

(Rattusnorvegicus), variedade Wistar, com o peso entre 180g e 200g. Os animais 

foram mantidos no Biotério do Instituto de Biologia (IB) da Universidade de Brasília 

(UnB) em temperatura ambiente na faixa de 24º ±1 ºC, sob um ciclo claro-escuro de 

12 horas, com água e alimentos fornecidos ad libitum. Os procedimentos cirúrgicos e 

os experimentos farmacológicos foram realizados no Laboratório de Bioquímica e 

Química de Proteínas do IB/UnB, no período das 08 às 18 h. O projeto foi aprovado 

pelo Comitê de Ética no Uso Animal (CEUA) do Instituto de Biologia da Universidade 

de Brasília, UnB Doc. 147474/2015 (Anexo 1). 

 

4.2     Drogas e reagentes        

Foram utilizadas as seguintes drogas e reagentes nos experimentos:  

 

• Cloridrato de oxitetraciclina (Terramicina®, Pfizer, São Paulo, Brasil); 

• Dexametasona (Azium®, Mantecorp Ind. Quím. e Farm. Ltda., Rio de 

Janeiro, Brasil); 

• Cloridrato de S (+) cetamina (Ketamin®, Cristália, São Paulo, Brasil); 

• Xilazina 2% (Calmiun®, Agener União, São Paulo, Brasil); 

• LPS (endotoxina de E. coli0111: B4, Sigma ChemCo., St. Louis, EUA). 

•  CP• (radical livre para curva de calibração) 

• CMH (marcador de spin) 
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4.3 Cirurgia para Implante de Transmissores de Temperatura na 

Cavidade Peritoneal     

Uma semana antes dos experimentos foram implantados na cavidade 

peritoneal dos ratos, transmissores do tipo Data Loggers, Subcue, (Calgary Canada) 

para medir a temperatura corporal.  Antes das cirurgias, os transmissores foram 

desinfectados em solução de álcool 70% (v/v; imersão por 30 min). Os animais 

foram anestesiados com o uso de uma mistura de ketamina e xilazina (60 mg/Kg e 

10 mg/Kg, respectivamente, i.p.).  Após tricotomia e antissepsia da pele, foi feita 

uma incisão de aproximadamente 2 cm na pele e músculos peritoneais.  O 

transmissor foi lavado com solução salina estéril e então inserido na cavidade 

peritoneal e em seguida o músculo e a pele foram suturados separadamente.  

 

4.4 Mensuração da Temperatura Corporal dos Ratos  

A temperatura corporal dos ratos foi medida através de transmissores 

implantados cirurgicamente na cavidade abdominal como descritos anteriormente. O 

procedimento experimental foi realizado dentro da zona termoneutra para ratos, ou 

seja, a temperatura da sala experimental foi mantida a 27°±1 °C. Os animais 

permaneceram nesse ambiente por pelo menos uma hora antes do início dos 

experimentos, para a ambientação dos mesmos.  Para o processo de leitura da 

temperatura corporal por telemetria os transmissores implantados na cavidade 

peritoneal foram programados para serem acionados no dia anterior ao experimento. 

As temperaturas basais foram determinadas pela média das 4 medições anteriores a 

qualquer tratamento.  

 

4.5 Procedimentos Experimentais      

 Cada animal foi utilizado apenas uma vez.  Os animais foram transportados 

para a sala de experimentação na noite anterior. No dia do experimento, antes da 
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administração dos estímulos, as temperaturas basais dos animais foram 

determinadas por 4 vezes, a intervalos de 15 minutos. 

Os animais foram alocados em grupos experimentais de 5-4 animais e 

receberam injeção endovenosa de LPS (5 μg/kg) ou do seu veículo (salina 0,9%, 2 

mL/Kg) respectivamente.  A partir de então, cada animal teve sua temperatura 

corporal aferida a cada 15 minutos, durante 6 h. Ao final desse período, os animais 

foram anestesiados para a coleta de sangue venoso, depois eutanasiados por 

decapitação e tiveram hipotálamo e parte do fígado e do tecido adiposo marrom 

dissecados para a análise da concentração de EROS.  

O sangue, fígado e tecido adiposo marrom serão utilizados em outros estudos 

em andamento em nosso laboratório.  

Após a dissecação, o hipotálamo foi cortado em 4 pedaços de cerca de 2 

mm2. Em seguida, esse material foi lavado com tampão Krebs-Hepes (KHB) e 

incubado por 1 h a 37 C com 600 µL de solução KHB contendo o marcador de spin 

CMH (200 µM). Após esse período, as amostras foram centrifugadas (2000 rpm) por 

5 minutos, o sobrenadante foi coletado, imediatamente congelado em nitrogênio 

líquido e armazenados a -80 C até as análises por RPE. 

 

4.6 Ressonância Paramagnética Eletrônica (RPE) 

O marcador de spin CMH reage com as espécies reativas presente na 

amostra e se converte no radical livre CM•. O CM• será detectado pelo aparelho de 

RPE. 

 Para a medida da concentração de EROS nesse estudo foi realizado uma 

curva padrão feita a partir de diferentes concentrações de CP•, que é um radical 

livre, que emite sinal paramagnético detectável por RPE.  

O CP• e o CM• apresentam o mesmo sinal paramagnético, porém foi utilizado 

o CP• por ele ser mais estável em relação ao CM•. 

Para leitura em RPE a amostra de tecido contendo CMH foi descongelada e 

aplicada em um capilar de vidro. Em seguida o capilar é inserido no RPE onde será 

novamente congelado por nitrogênio liquido. Essa amostra apresentará amplitude de 

sinal proporcional ao numero de rotações paramagnéticas formadas no momento da 

leitura.  
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4.7 Estatística 

Os dados são apresentados como média ± EPM (erro padrão da média). As 

comparações estatísticas entre os grupos SAL e LPS foram efetuadas por test t de 

Student, com a utilização do programa estatístico Prism 5.0. O nível de significância 

considerado foi de 5% (p < 0,05). 
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5. RESULTADOS  

 

A Figura 5 demonstra que no início do experimento (tempo zero) a 

temperatura basal dos dois grupos de animais era similar. Logo após a 

administração endovenosa de salina ou LPS os animais apresentaram elevação de 

temperatura com duração de cerca de 1 h, decorrente da manipulação. Após esse 

período a temperatura dos animais do grupo controle retornou aos valores basais e 

do grupo LPS começou a aumentar.  

A dose de LPS utilizada no presente estudo foi de 5 µg/Kg. Sabe-se que essa 

dose promove aumento bifásico da temperatura corporal dos ratos, com o primeiro 

pico de temperatura em duas horas e meia e o segundo pico em cerca de cinco 

horas após a administração de LPS. A elevação de temperatura começa a declinar 

após 6 h de observação. 
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Figura 5: Perfil temporal da variação de temperatura após administração de salina e LPS em ratos. 

Os animais receberam injeção de veículo (água) por via oral e salina (0,2 mL/rato) ou LPS (5 µg/kg) 

por via endovenosa. A temperatura foi aferida durante 6 h. Os dados representam a média ± EPM em 

grupo de 4-5 animais. ***p<0,0001  por teste T de Student. 
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As amostras para a quantificação de EROS por RPE foram coletadas 6h após 

as injeções endovenosas e preparadas conforme descrito em Materiais e Métodos. 

Para a medida da concentração de EROS utiliza-se uma curva padrão feita a 

partir de diferentes concentrações de CP. Neste estudo utilizamos as concentrações 

de 0, 5, 10, 50 e 100 M de CP e os resultados são apresentados na Figura 6. 

 

 

 

Figura 6: Amplitude do sinal de RPE em função de [CP•] em amostras de calibração de [CP•] 

dissolvidas em tampão Krebs-Hepes.  

 

Os resultados da quantificação de EROS são apresentados na Figura 7. A 

concentração de EROS no grupos salina foi de 46,5 ± 10,7 e no grupo LPS foi de 28 

± 2,7. Após a análise estatística verificou-se que não houve diferença significativa 

entre os dois grupos experimentais, embora perceba-se uma tendência de redução 

de EROS no grupo tratado com LPS. 
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Figura 7: Concentração de EROS no hipotálamo de ratos após a administração endovenosa 
de LPS ou salina. As colunas representam a média ± EPM da concentração de EROS no hipotálamo 
de animais tratados com solução salina 0,9% ou LPS 5μg/Kg.   
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6. DISCUSSÃO 
 

Os pirógenos são agentes capazes de causar febre. A administração de 

pirógeno exógeno como os lipopolissacarídeos simula processos infecciosos e 

inflamatórios causados por bactérias gram-negativas, desencadeando vias de 

sinalização intracelular através de sua ligação a receptores próprios que estão 

localizados principalmente na membrana celular (CRUZ-MACHADO, 2010). 

Durante um processo infeccioso natural ou induzido ocorre um aumento da 

temperatura central do corpo juntamente com outros fatores que integram um 

conjunto complexo de respostas de defesa. Essas respostas incluem uma série de 

mudanças comportamentais destinadas a conservação de energia para a 

restauração da saúde. Estas alterações são acompanhadas por alterações 

neuroendócrinas, sendo a mais significativa a ativação do sistema hipotálamo-

hipófise-adrenal (HPA) (ROTH; BLATTEIS, 2014). 

Os dados obtidos em nossos estudos relacionados a elevação da temperatura 

corporal dos ratos após a administração do LPS está de acordo com achados da 

literatura. Quando a febre é induzida por pirógenos exógenos como o LPS ela 

apresenta característica esteriotipada e reprodutível na maioria das espécies que 

pode ter várias fases em um período de 6-12 h, porém depende de fatores como 

origem bacteriana, via de administração, dose, condições ambientais e outras 

características do hospedeiro (ROTH; BLATTEIS, 2014; SOARES et al., 2012). 

O tipo de febre encontrado em nosso estudo foi caracterizado como bifásico 

com a ocorrência de um primeiro pico em 2,5 h que foi seguido por um breve e 

pequeno declínio. O segundo pico de febre pode ou não, ser mais alto que o 

primeiro, mas sempre será um platô. Essa etapa é conhecida como "fase tardia" e 

ocorre cerca de 5 h após a administração do LPS (SOARES et al., 2012). 

Durante o processo febril ocorre aumento na expressão de células imunitárias 

como macrófagos, monócitos e neutrófilos. Os neutrófilos obtidos de pacientes febris 

mostraram um aumento de produção de EROS intracelular derivado de NADPH-

oxidase se comparado com pacientes sem febre (SUNDQVIST et al., 2013). 

O presente estudo buscou avaliar se a administração de LPS em ratos 

promoveria aumento da concentração de EROS no hipotálamo decorrida 6 h do 

processo febril.  

Acredita-se que as EROS em baixo nível celular atuam como moléculas de 
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sinalização, entretanto concentrações elevadas podem estar envolvidas em diversos 

danos teciduais. Essas substâncias podem danificar diretamente proteínas celulares, 

DNA, e lipídios alterando assim todas as funções celulares (GYENGESI; PAXINOS; 

ANDREWS, 2012). 

Os resultados obtidos mostraram que não houve diferença significativa entre 

os grupos experimentais, porém detecta-se possível redução de espécies reativas 

de oxigênio no hipotálamo de animais tratados com LPS. Esses resultados estão de 

acordo com os achados de Kozlov e colaboradores (2003).  

Em seus estudos foi verificado aumento na concentração de EROS em 

apenas 3 órgãos de animais que foram submetidos ao tratamento com LPS. Os 

órgãos que apresentaram maiores concentrações foram o coração, fígado e pulmão. 

Não foi verificada nenhuma ativação da liberação de EROS no encéfalo (KOZLOV et 

al., 2003). 

Por outro lado, há dados da literatura que mostram aumento na produção de 

EROS após a administração de LPS. Segundo Clemente e colaboradores (2010) 

ocorreu um aumento na concentração de EROS no estriado de camundongos após 

a administração de LPS.  

Segundo Cruz et.al 2015 situações de estresse leva um aumento da 

concentração de EROS principalmente ions superóxidos em diferentes núcleos do 

tronco cerebral e no hipotálamo podendo levar a um estresse oxidativo. O estresse 

oxidativo é caracterizado por um desequilíbrio entre a produção de EROS e 

sistemas antioxidantes. 

O sistema nervoso central é extremamente sensível a danos oxidativos, por 

conter vários substratos oxidáveis, possuir alta ligação com oxigênio e baixa 

capacidade antioxidante (DE VASCONCELLOS et al., 2006). Desta forma esperava-

se que a quantidade de EROS encontrada em animais tratados com LPS fosse 

superior aos animais tratados com salina. Esperava-se ainda que houvesse 

correlação entre o aumento de temperatura e a concentração de EROS. Não há, em 

nosso conhecimento, nenhum estudo que avalie a produção de EROS durante a 

febre induzida pelo LPS para fins comparativos. 

Nenhum dos estudos relatados analisou a quantidade de EROS diretamente 

no hipotálamo. Sabe-se que a resposta do (SNC) frente a diferentes estímulos é 

dependente da área envolvida, desta forma a produção de EROS no encéfalo como 
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um todo ou no estriado podem apresentar resultados diversos em relação a analise 

hipotalâmica. Além disso, são poucos os estudos de quantificação de EROS feitos 

por meio de ressonância paramagnética eletrônica. Este método é considerado de 

alta acurácia e precisão, mas demanda equipamento de alto custo e cuidados 

detalhados na preparação de amostras.   

A quantificação de EROS é altamente útil em áreas de pesquisa biológica e 

médica, como o câncer, doenças inflamatórias e cardiovasculares. No entanto, a 

produção de EROS é altamente individual e depende do estresse externo e interno 

do organismo, tornando difícil o controle da quantidade de EROS e dos sistemas 

antioxidantes no organismo.  

Dados preliminares obtidos a partir de estudos de proteômica realizados por 

nosso grupo têm revelado a ativação de sistemas antioxidantes no hipotálamo de 

animais tratados com LPS. Esses dados podem sugerir que a produção de EROS 

esteja sendo controlada endógenamente durante a febre. Para confirmar esses 

dados outros estudos encontram-se em andamento no laboratório.  
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7. CONCLUSÃO 

 

As espécies reativas de oxigênio estão envolvidas em vários processos 

naturais associadas à vida aeróbica e o organismo possui diversos meios de manter 

a concentração de EROS em níveis fisiológicos. Quando estão em baixas 

concentrações elas podem ser responsáveis por sinalizar mecanismos de defesas. 

Quando ocorre um excesso de produção de EROS ou um desequilíbrio em sistemas 

antioxidantes podem ocorrer danos celulares levando a um estresse oxidativo, 

causando a peroxidação de lipídios, proteínas e danos ao DNA. 

Os dados encontrados neste estudo mostraram que não houve aumento na 

concentração de EROS no hipotalamo durante a febre induzida pelo LPS. Esse 

resultado foi considerado inesperado, visto que o SNC apresenta pouca atividade 

antioxidante e elevada afinidade com o oxigênio.  

Esses resultados são preliminares e novos experimentos com algumas 

alterações na metodologia estão sendo realizados em nosso laboratório a fim de 

confirmar essa hipótese visto que as EROS são de vital importância em processos 

celulares.  
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8. PERSPECTIVA 
 

 

Confirmar a quantificação de EROS no hipotálamo aumentando o número de 

animais a serem analisados. 

Realizar medidas de EROS em diferentes tecidos (tecidos adiposo marrom) e 

sangue com os animais nas mesmas condições. 

Realizar as medidas em diferentes tempos, para verificar se a quantidade de 

EROS está relacionada ao tempo e intensidade da febre. 

Realizar experimentos com a administração de marcadores de spin 

intracerebroventricular para se verificar a produção in vivo de EROS durante a febre. 

Medir atividade antioxidante dos animais. 

Modificar metodologia de avaliação da produção de EROS buscando diminuir 

manipulação e o descongelamento da amostra.  
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