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RESUMO 

 

GOMES, Ana Paula Lima do Nascimento. Efeitos da inibição farmacológica da proteína 

quinase c beta sobre a febre em ratos. Brasília, 2023. Dissertação de Mestrado em Ciências 

Farmacêuticas – Faculdade de Ciências da Saúde, Universidade de Brasília, Brasília, 2023. 

A febre é o aumento da temperatura corporal mediado pelo sistema nervoso central e 

participa das respostas realizadas pelo organismo para se defender de processos infecciosos e 

inflamatórios. O lipopolissacarídeo (LPS) é uma endotoxina de bactérias gram-negativas, 

amplamente utilizada para indução da febre em modelos experimentais. As isoformas da 

proteína quinase C (PKC) desempenham atividades regulatórias em uma variedade de funções 

celulares, incluindo crescimento e diferenciação celular, expressão gênica, secreção de 

hormônios, entre outros. Evidências indicam a participação da PKC na regulação da febre 

induzida por LPS, entretanto a isoforma envolvida ainda não foi identificada. Dados de análise 

proteômica obtidos por nosso grupo demonstraram aumento na abundância da proteína PKCβ 

no hipotálamo de ratos febris. Desta forma, o presente estudo teve por objetivo investigar o 

efeito da inibição seletiva da PKCβ sobre a resposta febril e a produção de prostaglandina (PG) 

E2 hipotalâmica induzidas por LPS, assim como sobre a concentração de mediadores 

pirogênicos circulantes e produção de espécies reativas de oxigênio no tecido adiposo marrom 

(TAM). Ratos Wistar machos receberam administração intracerebroventricular do inibidor 

enzastaurina (ENZ) 30 minutos antes da administração intraperitoneal de LPS e tiveram suas 

temperaturas corporais monitoradas por até 6 h. O tratamento com ENZ resultou em diminuição 

da temperatura corporal, acompanhada da redução das concentrações séricas de interleucina 

(IL)-6 e fator de necrose tumoral (TNF)α. Além disso, verificou-se redução na produção de 

espécies reativas de oxigênio no TAM dos animais. Em contrapartida, não houve diminuição 

da produção de PGE2 hipotalâmica, nem de hemoglobina nitrosilada. Os resultados indicam 

que a PKCβ participa da resposta febril induzida por LPS, entretanto a isoforma não parece 

estar envolvida na produção de PGE2 hipotalâmica. A inibição da PKCβ pode reduzir a 

sinalização decorrente da ação da PGE2 na área pré-óptica hipotalâmica e os efluxos simpáticos 

para o TAM, com efeitos inibitórios sobre a termogênese. Mais estudos são necessários para 

confirmar essa hipótese. 

 

Palavras-chave: Enzastaurina, Resposta febril, Mediadores pirogênicos.  
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ABSTRACT 

 

GOMES, Ana Paula Lima do Nascimento. Efeitos da inibição farmacológica da proteína 

quinase c beta sobre a febre em ratos. Brasília, 2023. Dissertação de Mestrado em Ciências 

Farmacêuticas – Faculdade de Ciências da Saúde, Universidade de Brasília, Brasília, 2023. 

Fever is the increase in body temperature mediated by the central nervous system and 

participates in the responses produced by the body to defend itself from infectious and 

inflammatory processes. Lipopolysaccharide (LPS) is an endotoxin of gram-negative bacteria, 

widely used for fever induction in experimental models. Protein kinase C (PKC) isoforms 

perform regulatory activities in a variety of cellular functions, including cell growth and 

differentiation, gene expression, and hormone secretion, among others. Evidence indicates the 

participation of PKC in the regulation of LPS-induced fever, however the isoform involved has 

not yet been identified. Data from proteomic analysis obtained by our group showed increased 

abundance of PKCβ protein in the hypothalamus of febrile rats. Thus, the present study aimed 

to investigate the effect of selective PKCβ inhibition on the febrile response and hypothalamic 

prostaglandin (PG) E2 production induced by LPS, as well as on the concentration of circulating 

pyrogenic mediators and reactive oxygen species production in brown adipose tissue (TAM). 

Male Wistar rats received intracerebroventricular administration of the inhibitor enzastaurin 

(ENZ) 30 min before intraperitoneal administration of LPS and had their body temperatures 

monitored for up to 6 h. ENZ treatment resulted in decreased body temperature, accompanied 

by decreased serum concentrations of interleukin (IL)-6 and tumor necrosis factor (TNF)α. In 

addition, there was a reduction in the production of reactive oxygen species in the TAM of the 

animals. In contrast, there was no decrease in hypothalamic PGE2 production, nor in 

nitrosylated hemoglobin. The results indicate that PKCβ participates in the LPS-induced febrile 

response, however the isoform does not seem to be involved in hypothalamic PGE2 production. 

Inhibition of PKCβ may reduce downstream signaling of PGE2 action in the hypothalamic 

preoptic area and sympathetic effluxes to the TAM, with inhibitory effects on thermogenesis. 

Further studies are needed to confirm this hypothesis. 

 

Keywords: Enzastaurin, Fever response, Pyrogenic mediators. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

A febre é uma resposta natural do corpo que ocorre principalmente como parte da resposta 

de defesa do organismo frente a processos infecciosos e inflamatórios, sendo benéfica ao gerar 

o aumento da temperatura corporal, o que resulta na elevação da atividade das células imunes 

e, ainda, na redução da replicação viral e na inibição do crescimento bacteriano (BLOMQVIST; 

ENGBLOM, 2018). Entretanto, a febre também pode resultar em malefícios, porque o aumento 

excessivo de temperatura, principalmente acima de 40 ºC, pode ocasionar consequências como 

o aumento da frequência cardíaca e do metabolismo energético, desnaturação de proteínas, 

distúrbios da consciência e dos sentidos e convulsões, entre outros efeitos deletérios 

(SILBERNAGL; LANG, 2016; TANSEY; JOHNSON, 2015). 

A regulação da temperatura corporal (Tc) ocorre por meio de uma complexa rede de 

conexões neuronais envolvendo uma hierarquia de estruturas, dentre as quais destaca-se a área 

pré-óptica do hipotálamo anterior (APO/HA), que atua como um centro de integração da Tc, 

onde a temperatura periférica é comparada à temperatura central (BOULANT, 2000). 

Em um estudo de análise proteômica de hipotálamo de ratos realizado com o intuito de 

investigar vias de sinalização e proteínas alteradas na resposta febril, demonstramos que durante 

febres induzidas por lipopolissacarídeo (LPS) e prostaglandina (PG) E2 ocorre uma resposta 

orquestrada, envolvendo alterações de várias vias e proteínas associadas a processos 

inflamatórios e metabólicos (FIRMINO et al., 2018). Dentre os componentes da via 

inflamatória ativados, detectamos proteínas quinases ativadas por mitógenos (MAPK), fator 

nuclear κB (NF-κB), ácido araquidônico (AA), adenilato ciclase e sinalização mediada por 

cálcio, com destaque para a isoforma β da proteína quinase C (PKCβ), que se apresenta cerca 

de 2,5 vezes aumentada nos animais febris em relação aos controles (FIRMINO, 2018).  

Desta forma, a proposta do presente estudo foi investigar a relevância funcional do 

aumento na abundância da PKCβ, no modelo de febre induzida por LPS, por meio da sua 

inibição farmacológica. Analisamos, ainda, os efeitos decorrentes dessa inibição sobre a 

produção de PGE2 hipotalâmica e dos mediadores inflamatórios circulantes interleucina (IL)-

6, fator de necrose tumoral (TNF)α, óxido nítrico (NO) e de espécies reativas de oxigênio 

(ERO) tanto no sangue como no tecido adiposo marrom (TAM).  
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1. TERMORREGULAÇÃO E FEBRE 

 

A termorregulação envolve a detecção de um estímulo sensorial pelo sistema nervoso 

central (SNC) ou periférico (SNP), a integração pelo cérebro ou medula espinhal e a resposta 

efetora, que envolve a ativação de mecanismos de aquecimento ou resfriamento, com o intuito 

de manter equilíbrio térmico para permitir condições adequadas de funcionamento do 

organismo (ANGILLETTA et al., 2018). 

O processo de integração envolve uma hierarquia de estruturas, tais como o hipotálamo, 

o sistema límbico, o tronco cerebral, a formação reticular, a medula espinhal e os gânglios 

simpáticos (BOULANT, 2000). Dentre essas, a APO/HA é considerada a principal responsável 

pelo controle das respostas termorreguladoras aos estímulos de variação de temperatura. Nessa 

área estão presentes neurônios termossensíveis, cuja frequência de disparos é afetada tanto por 

variações da temperatura sanguínea na área adjacente, como por influência de conexões diretas 

com termorreceptores distribuídos na pele e nos músculos (ROMANOVSKY et al., 2018). 

Em resposta às variações de temperatura, os neurônios hipotalâmicos ativam mecanismos 

fisiológicos termoefetores. Por exemplo, as principais respostas contra o calor são a 

vasodilatação e sudorese e contra o frio são a vasoconstrição, a piloereção e a termogênese 

decorrente ou não de tremores. Além dessas, há várias respostas comportamentais, como 

mover-se para um ambiente mais frio ou mais quente (MORRISON; NAKAMURA, 2019; 

PROTSIV et al., 2020; TAN; KNIGHT, 2018, TANSEY; JOHNSON, 2015). 

Todos os animais, incluindo os humanos, preferem um ambiente termicamente não 

estressante (termoneutro). A zona termoneutra, ou de termoneutralidade, pode ser definida 

como o intervalo de temperatura ambiente no qual a regulação da Tc é alcançada apenas pelo 

controle de processos de perda de calor não evaporativos, os quais são modulados pela 

vasodilatação e vasoconstrição da pele. Portanto, dentro da zona termoneutra verifica-se um 

equilíbrio, no qual o fluxo sanguíneo da pele é continuamente ajustado para que a perda de calor 

seja igual ao ganho de calor e a Tc interna permaneça em níveis relativamente estáveis, ou seja, 

próximos a 37°C (ROMANOVSKY et al., 2018). 

Uma das respostas de defesa do organismo durante processos infecciosos ou 

inflamatórios é o aumento controlado da Tc, denominado febre. Por esse mecanismo é possível 



18 
 

combater patógenos sensíveis à temperatura e até mesmo facilitar a resposta imune por meio da 

vasodilatação e infiltração de células de defesa (HASDAY; FAIRCHILD; SHANHOLTZ, 

2000). Todavia, quando a febre ultrapassa 40 ºC pode resultar em respostas negativas ao 

hospedeiro, como danos ao DNA e a desnaturação de proteínas (TANSEY; JOHNSON, 2015).   

Evidências demonstram que a geração de febre pode ocorrer tanto por mecanismos 

neurais (responsáveis pelo início rápido) quanto humorais (responsáveis pela manutenção da 

febre). Na via humoral, pirogênios exógenos estimulam a produção de citocinas ou atuam 

diretamente em áreas desprovidas de barreira hematoencefálica (BHE), que permitem o contato 

estreito entre o sangue e as células neuronais. Dentre estas regiões, pode-se destacar o organum 

vasculosum da laminae terminalis (OVLT), localizado na extremidade anteroventral do terceiro 

ventrículo. Os pirogênios exógenos ou endógenos circulantes ativam receptores específicos 

presentes no OVLT, promovendo aumento da síntese de prostanóides, incluindo a PGE2. Essa, 

por sua vez, atua em receptores EP3 presentes em neurônios da APO/HA e, em consequência, 

ocorre a diminuição da taxa de disparo dos neurônios sensíveis ao calor, o que resulta no 

aumento da Tc (WALTER et al., 2016). 

A participação de nervos aferentes como meio de transporte de sinais imunológicos 

periféricos para o cérebro deriva principalmente de observações de que a transecção 

subdiafragmática do nervo vago atenua a resposta febril induzida pela administração 

intraperitoneal (i.p.) ou intravenosa (i.v.) de LPS (ROTH; DE SOUZA, 2001; WERNER et al., 

2003). 

O LPS é uma endotoxina pirogênica componente da membrana externa da parede celular 

de bactérias gram-negativas e é um dos estímulos mais usados em modelos experimentais para 

indução da febre (EVANS; REPASKY; FISHER, 2015; ZAMPRONIO; SOARES; SOUZA, 

2015). De acordo com Garami, Steiner e Romanovsky (2018) a administração dessa endotoxina 

provoca febre, cujo perfil é dependente da temperatura ambiente, da via de administração e da 

dose utilizada, sendo que as doses de LPS entre 10 a 1000 µg/Kg induzem respostas febris 

caracterizadas inicialmente por curta latência, seguida de picos de até 6 horas após sua 

administração. 

O LPS é composto por um domínio hidrofóbico (lipídeo A ou endotoxina), um 

oligossacarídeo central e um polissacarídeo distal, e é reconhecido pelo sistema imune inato, 

por exemplo, por macrófagos e células dendríticas, que possuem um sistema de sensores 

compostos por uma proteína plasmática de ligação ao LPS - a LBP - uma proteína adaptadora 
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MD-2, um receptor de superfície Tool like - TLR-4 e um receptor de superfície CD-14 

(ABBAS; LICHTMAN; POBER, 2003; CARTMELL; MITCHELL, 2005; ROTH et al., 2009. 

Por meio dessa sinalização o LPS estimula células do sistema imune a uma resposta adaptativa 

para produção de mediadores pró-inflamatórios, como IL-1β, TNFα e IL-6 (Figura 1) 

(SOUZA, 2004). 

 

 

Figura 1: Vias de transdução de sinal mediada por LPS/TLR-4. A sinalização através de TLR4 pelo LPS é 

iniciada pela ativação coordenada da proteína de ligação de LPS (LBP) e CD14, que transferem LPS para o 

complexo TLR4/fator de diferenciação mielóide 2 (MD2). A ligação do LPS ao TLR4/MD2 resulta na dimerização 

do receptor e início de cascatas de sinalização intracelular mediadas por duas vias principais: MyD88-dependente, 

que resulta na ativação de NF-κB e na expressão de genes de resposta inflamatória e MyD88-independente, 

responsável pela ativação do fator IRF3, culminando na síntese de interferons envolvidos na resposta antiviral e 

antibacteriana. TIRAP: adaptador de proteína contendo domínio TIR, MyD88: fator de diferenciação mielóide 88, 

IRAK: receptor IL-1 kinase associada, TRAF6: fator 6 associado ao receptor do TNF; TAK1: proteína quinase 1; 

NEMO: modulador essencial de NF-κB, IKK: quinase de IκB, IκBα = proteína inibitória do fator nuclear κB, NF-

κB: fator nuclear κB; TRAM: cadeia de translocação associada a proteína 1 de membrana, TRIF: adaptador 

contendo domínio TIR induzindo Interferon-β, TBK-1: proteína serina/treonina quinase 1; IRF3: fator 3 

regulatório de interferon. Fonte: Adaptado de DEMON; WALLE; LAMKANFI, 2014. 
 

 

 

 

 



20 
 

2.2. MEDIADORES RELACIONADOS À FEBRE 

 

Conforme apresentado anteriormente, durante uma infecção, o LPS se liga ao receptor 

TLR-4 presentes em células dendríticas, macrófagos e neutrófilos, entre outros tipos celulares. 

A sinalização intracelular promove a ativação de fatores de transcrição, entre os quais destaca-

se o NF-κB, que quando ativado se transloca para o núcleo e estimula a expressão de genes 

envolvidos na produção de citocinas inflamatórias que, por sua vez, atuam como pirógenos 

endógenos capazes de desencadear a resposta febril (ROTH; DE SOUZA, 2001). 

Após a administração de LPS, verifica-se que o TNFα é a primeira citocina a aparecer na 

circulação, seguida por vestígios de IL-1β e altas quantidades de IL-6 (ROTH; DE SOUZA, 

2001). 

Em relação a IL-1β, sabe-se que induz febre quando administrada por via i.v. ou i.c.v. em 

ratos (DASCOMBE et al., 1989; ROTHWELL et al., 1990). A administração i.p. ou i.c.v. do 

antagonista do receptor de IL-1 (IL-1ra) inibe a febre induzida por LPS, em ratos (SMITH; 

KLUGER, 1992; CARTMELL et al., 2001). Por outro lado, Caldwell, Graves e Wallace (1998) 

demonstraram que após administração i.v. de 10 µg/kg de LPS, a IL-1β não foi detectada na 

circulação, enquanto as concentrações plasmáticas de IL-6 e TNFα aumentaram 

significativamente. 

A IL-6 é outra citocina com atividade pirogênica (DINARELLO et al., 1991; ROTH; DE 

SOUZA, 2001). Durante a febre induzida por LPS, em ratos e cobaias, foram detectadas 

concentrações elevadas de IL-6 no plasma, fluido cerebroespinhal e perfusatos hipotalâmicos 

(COELHO et al., 1995; ROTH et al., 1993; ZAMPRONIO et al., 2000). Além disso, a infusão 

central de IL-6 induz febre em ratos (SOUZA et al., 2002). A ativação do receptor de IL-6 (IL-

6R) presente nas células endoteliais vasculares em regiões próximas a APOHA, induz a 

expressão da enzima responsável pela produção de PGE2, a COX-2, levando à indução de febre 

(EVANS; REPASKY; FISHER, 2015). Em adição, a febre induzida por LPS não ocorre na 

presença de anticorpo neutralizante específico para IL-6 ou em camundongos deficientes para 

IL-6 (EVANS; REPASKY; FISHER, 2015; MARTINS et al, 2012). 

Apesar de ainda não possuir sua ação completamente esclarecida na febre, há evidências 

de que o TNFα também atue como um pirogênio endógeno. A administração de TNFα, por via 

periférica ou central, induz febre de curta latência e duração em diferentes espécies (ROTH; 

DE SOUZA, 2001; STEFFERL et al., 1996; YAMASHIRO; DE SOUZA; SOARES, 2019). 
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Estudo realizado por Jansky et al (1995) demonstrou que tanto as concentrações plasmáticas 

quanto hipotalâmicas de TNFα são aumentadas após a injeção de LPS. O tratamento com o 

receptor solúvel tipo 1 do TNF, neutraliza o TNF bioativo circulante induzido por LPS em 

cobaias e causa uma atenuação significativa da resposta febril (ROTH et al., 1998). Entretanto, 

estudo realizado por Long et al (1992) apontou que a injeção sistêmica de TNFα diminui a febre 

causada por IL-1 e que a ação de anticorpos contra o TNF produziu aumento na temperatura, 

sugerindo a sua atuação como um antitérmico endógeno. 

Além das citocinas, outros mediadores inflamatórios têm sido relacionados à resposta 

febril, dos quais cabe destacar as espécies reativas de nitrogênio (ERN) e de oxigênio (ERO). 

As ERN são compostos contendo nitrogênio, tais como óxido nítrico (NO), óxido nitroso, 

peroxinitrito, ânion nitroxil e ácido peroxinitroso. A principal delas é o NO, um mediador 

gasoso gerado pela ação de enzimas chamadas NO sintases (NOS) em uma reação redox entre 

L-arginina e oxigênio, que forma L-citrulina e NO.  São descritas três isoformas de NOS, 

codificadas por diferentes genes: uma NOS neuronal (nNOS) codificada pelo gene NOS1, uma 

NOS induzida (iNOS) codificada por NOS2 e outra endotelial (eNOS) codificada por NOS3. 

A nNOS e a eNOS são enzimas constitutivas, dependentes de cálcio (Ca2+) e reguladas por 

mecanismos transcricionais, pós-transcricionais (como microRNA) ou ainda pós-traducionais 

(como fosforilação, acetilação, S-nitrosilação). Já a iNOS é uma enzima regulada por 

transcrição gênica durante a inflamação, que atua de maneira independente de Ca2+ e sua 

indução acontece essencialmente em astrócitos e micróglia em resposta a LPS ou a citocinas 

pró-inflamatórias (WEN; RIBEIRO; ZHANG, 2011; PRAJITHA; ATHIRA; MOHANAN, 

2019). 

A sinalização mediada pelo NO tem sido associada a muitos processos biológicos, 

incluindo a febre (REUTER et al., 2010). O NO tem sua concentração aumentada durante a 

resposta febril (GOMES, 2022) e o tratamento com inibidores da síntese de NO atenua o 

aumento de temperatura induzido por LPS em ratos (PEROTTI et al., 1999). Além disso, sua 

produção periférica permite a modulação de órgãos termoefetores importantes, como o tecido 

adiposo marrom (TAM), cuja termogênese é dependente da produção local de NO (BRANCO; 

SORIANO; STEINER, 2014; STEINER; BRANCO, 2001). 

Para garantir a proteção contra o estresse nitrosativo, o grupamento heme da hemoglobina 

reage com o NO, formando a hemoglobina nitrosilada (HbNO) (DIKALOV; FINK, 2005; 

GOMES, 2022). A quantificação desse complexo no sangue circulante pode ser feita por 
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espectroscopia de ressonância paramagnética eletrônica (RPE), comparando a amplitude do 

sinal com a amplitude da curva de calibração já pré-estabelecida (HOGG, 2010; HALL; 

BUETTNER, 1996). Assim que NO adentra em eritrócitos, acontecem duas reações 

primordiais, que são detectadas por RPE. A primeira se efetua quando NO reage rapidamente 

e irreversivelmente com a oxi-hemoglobina gerando nitrato e metehemoglobina. A segunda 

reação acontece quando o NO se liga à desoxihemoglobina formando um espectro de HbNO 

estável e detectável. 

As ERO incluem as espécies que são radicais livres e outras, que embora não possuam 

elétrons desemparelhados em sua última camada de valência, são muito reativas em decorrência 

de sua instabilidade (RIBEIRO et al., 2005). Assim, as ERO são moléculas de meia vida muito 

curta, na ordem de nano ou milissegundos, sendo as principais o ânion superóxido (O2-•), o 

radical hidroxil (•OH) e o peróxido de hidrogênio (H2O2) (KIM et al., 2015). 

Embora as ERO possam ser mediadores de doenças, as evidências mais recentes indicam 

que sua formação nem sempre é deletéria, mas apresenta papel sinalizador no controle de 

muitos processos fisiológicos, como na resposta inflamatória aguda e na defesa contra a 

infecção (REUTER et al., 2010). Em condições fisiológicas, a produção de ERO é balanceada 

pela presença de sistemas antioxidantes endógenos. Entretanto, quando há uma 

descompensação desse sistema, ocorre o estresse oxidativo, que pode causar danos à membrana 

celular e à estrutura do DNA, além de mudanças nas funções de proteínas, entre outros 

problemas (KIM et al., 2015). 

Riedel et al (2003) demonstraram que durante a febre induzida por LPS em coelhos, há 

um aumento da concentração de peróxidos plasmáticos, que é revertido pelo tratamento com 

agentes antioxidantes, como azul de metileno e ácido α-lipóico. Anteriormente esse mesmo 

grupo demonstrou que durante a febre, há um aumento de malonaldeído em tecidos periféricos, 

e como este é um produto da peroxidação lipídica, indica-se que membranas celulares sejam 

danificadas por ERO durante a febre (RIEDEL; MAULIK, 1999). Outro fármaco com ação 

antioxidante que também apresenta efeito antipirético é a n-acetilcisteína, que reduz a febre 

induzida por LPS ou turpentina em ratos (WROTEK et al., 2011). Corroborando esses dados, 

nosso grupo demonstrou que durante a resposta febril ocorre aumento na produção de ERO no 

fígado, TAM e hipotálamo de ratos (GOMES et al., 2018). 

Pesquisas recentes indicam que o TAM tem importância fisiológica em adultos, pois foi 

verificado que existe um aumento da taxa metabólica quando esses indivíduos são expostos ao 
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frio, inclusive, por apresentar essa importância metabólica, o TAM vem sendo considerado alvo 

para tratamento da obesidade (CYPESS et al., 2009; SCHEELE; NIELSEN, 2017; VAN 

MARKEN LICHTENBELT et al., 2009). A depender da espécie do organismo, tem-se uma 

variação de distribuição dos pequenos depósitos de TAM, onde seus adipócitos marrons, que 

são formados por inúmeras gotículas lipídicas, têm bastante mitocôndrias próximas à 

membrana plasmática (CYPESS et al., 2009). 

Na Figura 2 é possível observar o esquema da produção de calor advinda do TAM que 

acontece devido ao transporte de prótons pela membrana mitocondrial interna por meio da ação 

da proteína desacopladora-1 (UCP-1), que causa a deficiência de adenosina trifosfato (ATP) 

resultante do desacoplamento do gradiente de prótons entre a matriz e o espaço intermembranar 

(MORRISON, 2016). 

 

Figura 2: Localização e função da UCP-1 na cadeia respiratória mitocondrial (CRM). Os números de I a IV 

correspondem ao complexo CRM, sendo a ATP sintase o quinto complexo. Durante a respiração, os prótons são 

bombeados através dos complexos CRM e um gradiente de prótons é gerado. A energia do gradiente de prótons 

impulsiona a síntese de ATP pelo quinto complexo. A UCP-1 catalisa a reentrada regulada de prótons na matriz, 

desacoplando o CRM e por consequência, reduzindo a produção de ATP e gerando calor. Fonte: adaptado de 

BRONDANI et al 2012.   

 

Ainda, Morrison (2016) descreveu em sua pesquisa que a ação da PGE2 em receptores 

EP3 expressos em neurônios contidos na APO/HA modula a ativação de vias eferentes que 

estimulam a termogênese pelo TAM no decorrer da resposta febril. 

Apesar de diversos mediadores inflamatórios terem sido descritos pelo seu envolvimento 

na resposta febril, evidências demonstram que a ação desses mediadores, depende da produção 
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central de PGE2, considerada o mediador final da febre (BLATTEIS; SEHIC, 1997; 

ESKILSSON et al., 2017; ROTH et al., 2009). 

A PGE2 é sintetizada por meio da esterificação dos fosfolipídeos das membranas celulares 

pela via do ácido araquidônico (AA) conforme esquema representado na Figura 3. A 

fosfolipase A2 libera o AA que se encontra esterificado nos fosfolipídeos das membranas 

celulares. Uma vez liberado, esse ácido é metabolizado pela enzima COX-2, gerando PGG2, 

que é rapidamente peroxidada gerando PGH2, que é então isomerizada a PGE2 pela ação da 

PGE2 sintase microssomal-1 (mPGES-1). As isoformas COX-2 e mPGES-1 são geralmente 

predominantes durante processos inflamatórios (ROTH; BLATTEIS, 2014). 

 

Figura 3: Formação da prostaglandina E2 a partir dos fosfolipideos. Os fosfolipídeos de membrana sofrem 

ação da enzima fosfolipase A2 formando o composto lipídico ácido araquidônico (AA) que pela via dependente 

da ciclooxigenase (COX) sofre ação catalítica pela isoforma COX-2 sintetizando a prostaglandina G2 (PGG2). Esta 

última, por intermédio da prostaglandina H2 sintase (PGH2 sintase) produz a prostaglandina H2 (PGH2) e pela ação 

da prostaglandina E2 sintase (PGE2 sintase), origina a PGE2. Fonte: texto (Flower, 2003) e imagem, autoria própria.  

 

As PG do tipo E exercem seus efeitos pela ligação a um grupo de receptores acoplados a 

proteína G, denominados receptores EP, sendo que foram identificados quatro subtipos de 

receptores EP (1-4) em diferentes espécies, incluindo camundongos, ratos e humanos 

(MATSUOKA; NARUMIYA, 2007).  

Os receptores EP3, os quais são acoplados à proteína G inibitória, vêm sendo apontados 

como os responsáveis por mediar o desenvolvimento da resposta febril em resposta à PGE2. Em 

1998, Ushikubi et al demonstraram, por meio da utilização de camundongos nocaute para os 
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quatro subtipos de receptores EP, que apenas os camundongos nocaute para EP3 não eram 

capazes de desenvolver febre em resposta a administração de PGE2, IL-1β ou LPS. Outros 

estudos demonstram ainda que este subtipo de receptor está presente em neurônios na área pré-

óptica, o que reforça a hipótese do envolvimento deste receptor no desenvolvimento da febre 

(LAZARUS, 2006; NAKAMURA, et al., 2000) 

Estudo recente sugere que os neurônios da APO/HA que expressam receptores EP3 

(POAEP3R) controlam bidirecionalmente a temperatura corporal por meio de uma sinalização 

gabaérgica tônica (NAKAMURA et al., 2022). Os autores verificaram que os neurônios 

POAEP3R são ativados em resposta à temperatura ambiente elevada, mas inibidos pela PGE2. 

A estimulação quimiogenética dos neurônios POAEP3R expostos à temperatura ambiente 

reduziu a Tc por aumentar a dissipação de calor, enquanto a inibição deles pela PGE2 provocou 

febre envolvendo a termogênese do TAM. Isso ocorre porque os neurônios POAEP3R fazem 

sinapse inibitória tônica, por meio da liberação de ácido γ-aminobutírico (GABA), com 

neurônios do hipotálamo dorsomedial (DMH), que são responsáveis por regular o efluxo 

simpático para importantes órgãos termoefetores. Como a PGE2 inibe esses neurônios, ocorre 

redução na sinalização GABAérgica, consequentemente desinibição de vias termoefetoras, 

levando a termogênese no TAM. 

 

2.2.1. Proteína quinase C (PKC) 

 

As proteínas quinases C (PKC) são isoenzimas que pertencem à família serina/treonina 

quinase, as quais possuem a função de regular eventos celulares após a ativação de fosfolipídeos 

ligados à membrana, e sua ativação depende Ca2+ e diacilglicerol (DAG) (KALELI et al., 

2020). A família da PKC compreende 12 quinases diferentes que apresentam características 

estruturais comuns, categorizadas em quatro subfamílias: convencionas ou clássicas (α, β e γ), 

atípicas (ζ e ι), novas (δ, ε, η e θ) e PKNs (PKN1, PKN2 e PKN3). Cada subfamília possui 

distintas composições de domínio (Figura 4) que definem respostas aos diferentes estímulos 

endógenos ou exógenos, sendo suas especificidades e funções individuais ainda não 

completamente esclarecidas.  



26 
 

 

Figura 4: Estrutura e classificação das isoenzimas de PKC. A ligação de diacilglicerol (DAG) e ésteres de 

forbol (PE) acontece no domínio C1, ausente somente na subfamília PKN. A resposta do cálcio está relacionada 

ao domínio C2, inexistente nas PKC atípicas que possuem o domínio phox e bem 1 (PB1) para especificidade na 

sinalização intracelular, onde sua função é regulada por interações proteína-proteína. Os domínios HR1 existentes 

só nas PKNs servem para regulação da proteína. Fonte: adaptado de GARCIA-CONCEJO; LARHAMMAR, 2021; 

KALELI et al., 2020; BLACK; BLACK 2013. 

 

As PKC possuem uma região catalítica e outra regulatória com quatro domínios, sendo 

que esses domínios são conectados por um domínio de dobradiça. A ligação entre as regiões 

catalítica e reguladora ocasiona a inativação enzimática enquanto que a dissociação dessas 

regiões, resulta na ativação das proteínas (KALELI et al., 2020).  

A subfamília PKC convencional (cPKC) possui domínio C1 e C2 em sua porção amino-

terminal que desenvolvem a função crucial na regulação da atividade enzimática. Para sua 

ativação, DAG ou PE se ligam no sítio de ligação na região C1, enquanto que o cálcio (Ca2+), 

no sítio de ligação na região C2 (NISHIZUKA, 1995). A fosforilação das cPKC inicia com o 

aumento da concentração citosólica de DAG e Ca2+ pela estimulação dos receptores acoplados 

a proteína G que ativam a fosfolipase C e que resulta na hidrólise da fosfatidilinositol-bifosfato 

(PIP2) em trifosfato de Inositol (IP3) e DAG, assim, permitindo a passagem da proteína do 

citosol para a locais subcelulares, onde irão interagir com o receptor de proteína quinase C 

ativada (RACK) promovendo suas respostas celulares (MOCHLY-ROSEN; DAS; GRIMES, 

2012). 

O estudo de Kawano et al (2021) aponta que a maioria dos inibidores de PKC existentes 

atuam no domínio C3, que está relacionado à competição da ligação de ATP (ex.: enzastaurina 

(LY317615). Outros inibidores também foram relatados, tais como os competitivos com DAG 
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(ação no domínio C1, ex.: calfostina C), CA2+ (ação no domínio C2, ex.: peptídeos derivados 

de PKCβ C2) e com substrato de proteína (ação no domínio C4, ex.: celeritrina). 

A descoberta de inibidores seletivos das diferentes formas da PKC foi árdua, graças às 

semelhanças entre os seus sítios de ligação catalíticos, por isso, para a identificação de 

moléculas que pudessem apresentar uma alta afinidade em regiões específicas da proteína, 

houve a necessidade do envolvimento de áreas de pesquisas inerentes ao assunto, como a 

química medicinal, para se obter avanços que possibilitem novos alvos terapêuticos 

(GIOIELLO et al., 2020; MOCHLY-ROSEN; DAS; GRIMES; 2012). 

Estudos realizados com essa família de proteínas indicam sua importância, devido sua 

presença em várias vias de sinalização, na participação de muitos processos e respostas 

celulares, além de doenças, tais como cognição, neurodegeneração, ciclo, adesão e 

diferenciação celular; cânceres, doença de Alzheimer, Parkinson, inflamatórias e autoimunes 

(GARCIA-CONCEJO; LARHAMMAR, 2021; ISAKOV, 2018). Por este motivo, pesquisas 

relacionadas às ativações e inibições de PKC podem revelar alvos terapêuticos de extrema 

importância tanto para diagnósticos quanto para compreensão de vias de sinalização que 

envolvam a PKC (KAWANO et al., 2021). 

Com relação a resposta febril, o envolvimento da PKC foi demonstrado pela primeira vez 

por Kozak et al (1997). Os autores realizaram o pré-tratamento dos animais, por via subcutânea, 

com dois inibidores não seletivos de PKC, o H-7 e a celeritrina.  Os autores verificaram redução 

tanto da febre, quanto do aumento da concentração plasmática de IL-6 induzidos pela injeção 

intraperitoneal de LPS em ratos. Thaler et al (2009) demonstraram, por imuno-histoquímica, 

aumento na expressão de PKC atípica no hipotálamo de ratos após a injeção sistêmica de LPS 

e que o tratamento dos animais com um inibidor específico de PKC atípica reduziu a febre, 

ativação neuronal e a produção de citocinas hipotalâmicas induzidas por LPS. 

Com o propósito de avançar na identificação de vias de sinalização e de proteínas 

envolvidas na resposta febril, nosso grupo realizou análise proteômica do hipotálamo de 

animais com febres induzidas tanto pela administração i.v. de LPS quanto pela administração 

i.c.v. de PGE2. Os resultados demonstraram ativação de vias inflamatórias clássicas como a do 

AA, de NF-κB e de MAP quinases, assim como de vias metabólicas relacionadas ao 

metabolismo de carboidratos, aminoácidos e glicerofosfolipídios. Cabe destacar a ativação da 

via de sinalização do cálcio, em que se verificou que o LPS promoveu um aumento na 

abundância das isoformas β e γ de PKC em cerca de 2,5 e 1,2 vezes, respectivamente. Quando 
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o estímulo utilizado foi a PGE2, verificou-se aumento na abundância de PKCβ em 1,9 vezes em 

relação aos animais controles (FIRMINO et al., 2018). 

Assim, apesar das evidências indicarem a participação de vias de sinalização que 

dependem da PKC na resposta febril, o aumento na abundância hipotalâmica da isoforma β 

tanto depois do estímulo LPS quanto PGE2 gerou questionamento a respeito da isoforma 

envolvida na febre e nos motivou a investigar melhor o papel da PKCβ nessa resposta. 

 

2.2.1.1. PKCβ 

 

A PKCβ apresenta duas variantes sintetizadas por splicing diferentes de um único gene, 

em que as diferenças ocorrem no domínio C terminal, sendo C50 para βI e C52, βII 

(KAWAKAMI; KAWAKAMI; KITAURA, 2002) e quando comparado às outras isoformas da 

PKC, verificou-se que a β exerce um papel importante na expressão da atividade da NADPH 

oxidase (principal fonte de ERO) (KADIR; ALWJWAJ; BAYRAKTUTAN, 2022). 

Destaca-se o papel da PKCβ na neuroplasticidade da amígdala, na memória dirigida pelo 

sistema límbico e no processo de cognição. Além disso, verifica-se aumento na expressão da 

PKCβ após acidente vascular encefálico isquêmico, que pode corroborar para ruptura da BHE 

e para a lesão de reperfusão (LANZ et al., 2013). Ainda, o aumento da PKCβ na aterosclerose 

e na diabetes, resulta na lesão às células endoteliais e na criação de produtos glicosilados, 

respectivamente (LUCKE-WOLD et al., 2015). 

Um estudo genético envolvendo 195 indivíduos foi realizado para verificar o papel da 

PKCβ na patogênese da doença de Alzheimer. Interessantemente, os resultados demonstraram 

que a baixa expressão de PKCβ foi um potencial fator causador da doença de Alzheimer, 

possivelmente associado a alterações em junções comunicantes, processo de fagocitose e vias 

de sinalização mediadas por MAP quinases (ZHOU et al., 2020). 

 

2.2.1.1.1. Inibidores de PKCβ 

 

Os inibidores de PKC incluem compostos que podem interagir diretamente com a 

molécula da PKC, interferir na ligação da enzima aos seus substratos, diminuir a síntese de 

PKC ou neutralizar seus efeitos (RINGVOLDI; KHALIL, 2017). Vários inibidores de PKC 

interagem diretamente com a PKC em diferentes locais da molécula (Tabela 1).  
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Os inibidores de primeira geração, como H-7 e estaurosporina, são inibidores não 

seletivos de PKC, que bloqueiam todas as isoformas da enzima e são tóxicos para uso clínico 

(CLARKE; DODSON, 2007). Alguns inibidores de PKC direcionados ao local de ligação do 

ATP, como indolcarbazol e bisindoilmaleimida, mostram seletividade para isoformas 

específicas de PKC. A ruboxistaurina e a enzastaurina (ENZ) pertencem à classe das 

bisindoilmaleimidas, sendo consideradas inibidores seletivos de PKCβ e têm sido as moléculas 

de escolha para os testes em ensaios clínicos (GERALDES; KING, 2010; RINGVOLDI; 

KHALIL, 2017). 

 

Tabela 1: Inibidores de PKC.  

INIBIDOR  SÍTIO DE AÇÃO  SELETIVIDADE KD OU IC50 

H-7 Sítio de ligação do 

ATP 

Não há  PKCβI 3.5 μM 

PKCζ 6 μM 

Celeritrina Sítio de ligação do 

ATP 

Pan-PKCs 0.66 μM 

Indolcarbazol Domínio catalítico PKCα, βI PKCα 2.3 nM 

PKCβI 6.2 nM 

Enzastaurina Sítio de ligação do 

ATP 

Mais potente para 

PKCβ. 

PKCα, γ, ɛ 

PKCα 39 nM 

PKCβ 6 nM,  

PKCγ 83 nM 

PKCɛ 110 nM 

Ruboxistaurina Sítio de ligação do 

ATP 

PKCβI, βII PKCβI 4.7 nM 

PKCβII: 5.9 nM 

Fonte: Adaptado de RINGVOLDI; KHALIL, 2017. 

 

A ENZ (Figura 5) é um composto de bisindolilmaleimida (análogo sintético da 

estaurosporina + maleimida) que possui IC50 de 6 nM para a PKCβ (KAWANO et al., 2021). 

A ativação da PKCβ acontece a partir do seu deslocamento pela membrana seguida da ligação 

à ATP. A potente e seletiva inibição que a molécula ENZ realiza, ocorre pela competição com 

a ATP pelos sítios catalíticos, e em razão disso, há a inativação da PKCβ (STRANAHAN et 

al., 2016).  
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Figura 5: Estrutura química da enzastaurina, inibidor seletivo de PKC-β. Fonte: Cayman Chemical, acesso 

em: 23 jan. 2023.  

 

Os efeitos do tratamento com ENZ em humanos estão sendo investigados em mais de 50 

ensaios clínicos, principalmente para o tratamento de diferentes tipos de câncer (WILLEMAN 

et al., 2018). Com esses ensaios clínicos pode-se verificar que a ENZ tem sido razoavelmente 

bem tolerada, apresentando baixa toxicidade, além de fadiga e alteração coloração da urina e 

fezes como as reações adversas mais comuns (KILBURN et al., 2015). 

A ENZ é metabolizada por enzimas do citocromo P450 3A (CYP3A4), gerando os 

metabólitos ativos desmetilenopirimidilo (LY326020) e desmetil (LY485912), que também são 

inibidores da PKCβ (CARDUCCI et al., 2006). 
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3. JUSTIFICATIVA 

 

Os inibidores seletivos para as diferentes isoformas de PKC apresentam papel 

significativo como moduladores do câncer e da resposta inflamatória. Desta forma, pesquisas 

pré-clínicas e clínicas estão sendo realizadas para aprofundar o conhecimento nesse tema e 

dispor de possíveis aplicações clínicas e novos alvos terapêuticos (WILLEMAN et al., 2018). 

Em especial, a PKCβ tem sido descrita por ter sua expressão aumentada em processos 

patológicos, como acidente vascular cerebral, diabetes, aterosclerose e diferentes tipos de 

câncer. Outras evidências revelaram o envolvimento dessa quinase em doenças 

neurodegenerativas como esclerose múltipla e doença de Alzheimer. Por outro lado, o uso de 

inibidores de PKCβ resultou em diminuição da neuroinflamação e do processo de 

desmielinização, além de assegurar a memória dependente do hipocampo, assim como a 

neuroplasticidade a partir da conservação da barreira hematoencefálica (LANZ et al., 2013; 

STRANAHAN et al., 2016). 

Dados anteriores obtidos por nosso grupo demonstraram aumento na abundância da 

PKCβ no hipotálamo de ratos durante a febre. Nesse contexto, percebeu-se a necessidade de 

investigar, de forma sistemática, o papel funcional dessa quinase na gênese e manutenção da 

resposta febril induzida por LPS. Ainda não há, em nosso conhecimento, trabalhos na literatura 

que investiguem o papel da isoforma β da PKC nessas condições e, além disso, existe inibidor 

seletivo (ENZ) comercialmente disponível, o que nos permite fazer a validação farmacológica. 

Busca-se, com isso, compreender melhor os mecanismos envolvidos na regulação da resposta 

febril.  
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4. OBJETIVOS 

 

4.1. GERAL 

 

Investigar o papel da PKCβ na resposta febril induzida por LPS em ratos e os mecanismos 

envolvidos. 

 

4.2. ESPECÍFICOS 

 

Analisar o efeito do pré-tratamento com o inibidor de PKCβ (ENZ) sobre a resposta febril; 

Examinar o efeito do pré-tratamento com ENZ sobre a produção hipotalâmica de PGE2; 

Analisar o efeito do pré-tratamento com ENZ sobre a produção de mediadores 

inflamatórios circulantes no sangue (IL-6, TNFα, ERO e NO) e no tecido adiposo marrom 

(TAM).  
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5. METODOLOGIA 

 

5.1. ANIMAIS 

 

Nesta pesquisa foram usados ratos (Rattus norvegicus) machos da linhagem Wistar, com 

pesos variando entre 180 a 200 g, procedentes do Biotério do Instituto de Biologia (IB) da 

Universidade de Brasília (UnB), onde foram mantidos em ambiente com temperatura de 24 ºC, 

com variação de ± 1 ºC e luminosidade com ciclo claro-escuro de 12h (7-19 h), com acesso 

livre à comida e água.  

O estudo foi realizado em consonância com as normas do Conselho Nacional de Controle 

de Experimentação Animal (CONCEA) e o Guia de Cuidados e Uso de Animais de Laboratório 

do Instituto de Pesquisa Animal (2011), sendo seus experimentos aprovados pela Comissão de 

Ética no Uso Animal (CEUA) da UnB sob efeitos do SEI nº 23106.080030/2022-22 (Anexo 

A). 

 

5.2. IMPLANTE DE CÂNULA INTRACEREBROVENTRICULAR E 

MICROINJEÇÕES  

 

Para esta etapa, os animais foram anestesiados com uma mistura de cetamina (Cloridrato 

de Cetamina 10 %, Ketamina Agener®, Agener União, São Paulo, Brasil) e xilazina 2 % 

(Calmiun®, Agener União, São Paulo, Brasil), nas doses de 60 mg/kg e 10 mg/kg, 

respectivamente, por via i.p. Confirmado o efeito da anestesia, os ratos foram posicionados em 

um estereotáxico, foi feita antissepsia e anestesia local na região da cabeça, seguida por incisão 

e exposição da calota craniana. Para o implante da cânula intracerebroventricular (i.c.v.) foram 

utilizadas as seguintes coordenadas: - 1,6 mm transversal, -1,5 mm anteroposterior e - 2,5 mm 

dorsoventral partindo do bregma, sendo a inclinação da barra incisal de -2,5 mm. Após a 

implantação da cânula, previamente esterilizada por meio de calor úmido sob pressão, no 

ventrículo lateral direito, procedeu-se sua fixação com acrílico autopolimerizável. Finalizado o 

processo, os ratos foram submetidos ao procedimento de implante de transmissores de 

temperatura (descrito no item a seguir). Os experimentos farmacológicos ocorreram após uma 

semana. 

A ENZ (Cayman Chemical Company) foi dissolvida em Dimetilsulfóxido (DMSO) e 

diluída em salina. A concentração final de DMSO foi de 1,5%. As microinjeções i.c.v. de ENZ 

nas doses de 0.3, 1 e 3 ng/rato, em volume de 2 µL ou o mesmo volume de veículo foram 
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realizadas 30 minutos antes da injeção intraperitoneal (i.p.) de salina ou LPS (E. coli 0111:B4, 

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA). 

 

5.3. IMPLANTE DE TRANSMISSORES DE TEMPERATURA E AFERIÇÃO DA 

TEMPERATURA CORPORAL 

 

Todos os ratos tiveram os transmissores de temperatura (SubCue Data Loggers, Calgary, 

Canadá) implantados na cavidade peritoneal, através de laporotomia mediana, sete dias antes 

dos experimentos farmacológicos. Cada transmissor foi desinfetado em álcool 70% líquido por 

12 horas e lavado com soro fisiológico 0,9% (SF 0,9%), imediatamente antes de ser inserido na 

cavidade peritoneal em animais anestesiados ainda pelo processo descrito no item 5.2. Após 

implantação, fez-se sutura separada no músculo e na pele no local da incisão e então os animais 

receberam tratamento com antibiótico (Oxitetraciclina di-hidratada, Terramicina®, Zoetis, São 

Paulo, Brasil) via intramuscular e anti-inflamatório (Meloxicam, Maxicam®, MSD, São Paulo, 

Brasil) via subcutânea, 10 mg/kg e 1 mg/kg por rato, respectivamente. 

No dia do experimento, a temperatura corporal foi aferida em intervalos de 15 minutos, 

iniciada sempre às 6 horas da manhã e antes de qualquer injeção até o final dos experimentos 

farmacológicos. Todos os experimentos farmacológicos foram conduzidos na zona termoneutra 

dos ratos (27 ± 1 °C), com temperatura ambiente controlada, depois dos animais terem se 

adaptado por pelo menos 12h. 

 

5.4. DESENHO EXPERIMENTAL 

 

Para a investigar os efeitos decorrentes da inibição seletiva de PKCβ no hipotálamo sobre 

a resposta febril, os animais receberam a administração de ENZ (0.3, 1 e 3 ng) ou do veículo 

(DMSO 1,5% em salina) por via i.c.v. 30 minutos antes da administração i.p. de LPS ou salina. 

A temperatura corporal foi monitorada durante 6 horas após a aplicação do LPS. 

Para avaliar o efeito da inibição seletiva de PKCβ sobre a síntese de PGE2 hipotalâmica 

e de mediadores inflamatórios periféricos, os animais foram pré-tratados com ENZ (3 ng, i.c.v.) 

e eutanasiados 5 horas após a administração de LPS. Os hipotálamos foram dissecados e 

colocados em tubos contendo indometacina 1 mg/mL, pH = 7,4, depois imersos em nitrogênio 

líquido e acondicionados em freezer a -80 °C até a utilização. 
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Os TAM foram dissecados na área interescapular e imediatamente congelados em 

nitrogênio líquido. Coletou-se, ainda, sangue total para análise de ERO e HbNO, além de soro 

para quantificação dos níveis de IL-6 e TNFα. Os tecidos foram armazenados a -80 ºC até o 

momento das análises posteriores. 

 

5.5. QUANTIFICAÇÃO DE PGE2 

 

A quantificação seguiu protocolo descrito por Figueiredo e colaboradores (2012). Cada 

hipotálamo (∼34 mg) foi homogeneizado em 1 mL de meio RPMI contendo indometacina em 

Tris-HCl 0,2 M (2 mg/mL, pH 8,2) usando o Sonicador Q125 (Qsonica sonicators, Newtown, 

CT, USA) e acidificado com solução de HCl (1 mol/L 35%) para pH = 3,5–4,0. As amostras 

foram mantidas em gelo, em ambiente escuro até a centrifugação a 20.000 g por 10 min a 4°C. 

O sobrenadante foi aplicado na minicoluna (Sep-Pak® Classic C18 cartridge 360 mg, Waters 

Corporation, Milford, MA, USA) e PGE2 foi eluída em 2 mL de etanol. As amostras foram 

secas em speed vacuum (Hetovac® model CT110, Birkercd, Denmark) por 18 h. No dia 

seguinte, o pellet foi ressuspendido no tampão do imunoensaio enzimático (EIA). 

A concentração de PGE2 nas amostras de hipotálamos foi determinada pelo kit 

Prostaglandin E2 ELISA Kit Monoclonal da Cayman Chemical (Ann Arbor, MI, USA) 

seguindo os procedimentos das instruções, com limite de detecção de 7,8 pg/mL. 

 

5.6. QUANTIFICAÇÃO SÉRICA DE IL-6 E TNFα 

 

As amostras de sangue foram coletadas por punção do ventrículo direito e centrifugadas 

a 4700 g por 10 min a 4°C (GABUZA et al., 2020). O sobrenadante (soro) foi coletado em 

novos tubos e armazenado a -80 °C até análise posterior.  

A produção das citocinas foi avaliada por ELISA, realizada seguindo as instruções do 

fabricante de cada kit (Sigma-Aldrich, St Louis, USA). Primeiramente, antes da manipulação 

do experimento - feito em dias diferentes para cada citocina - uma curva padrão foi estabelecida 

usando reagentes fornecidos em cada kit. E então, os níveis séricos das citocinas foram 

determinados de acordo com a curva padrão. 
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5.7. PREPARO DAS AMOSTRAS PARA QUANTIFICAÇÃO DE HbNO 

 

A coleta do sangue ocorreu após 5 horas da aplicação do LPS. As amostras de sangue 

foram cuidadosamente aspiradas com auxílio de uma seringa de 3 mL heparinizada e, para a 

quantificação de HbNO, 1 mL de sangue foi transferido para uma seringa de 1 mL heparinizada, 

a qual foi vedada com Parafilm M® e, em seguida, centrifugada a 2000 g por 5 minutos. As 

seringas foram então congeladas imediatamente em nitrogênio líquido e armazenadas em 

freezer -80º C.  

 

5.8. PREPARO DAS AMOSTRAS PARA QUANTIFICAÇÃO DE ERO 

 

Todas as soluções utilizadas para a quantificação de ERO foram preparadas 

imediatamente antes dos experimentos, em tampão Krebs HEPES (KHB), dissolvido em água 

bi-destilada e deionizada. Preparou-se uma solução estoque com concentração de 10 mM com 

a spin probe: 1-hidroxi-3-metoxicarbonil-2,2,5,5- tetrametilpirrolidina (CMH), dissolvida em 

KHB contendo 25 mM de um quelante de ferro, deferoxamina (DF) e um quelante de cobre, o 

trihidrato de dietilditiocarbamato de sódio (DETC) na concentração de 5 mM. As soluções 

foram mantidas resfriadas durante todo o decorrer dos experimentos. Todos os reagentes 

utilizados para a quantificação de ERO foram adquiridos da Noxygen (Elzach, Alemanha). 

Para a quantificação de ERO no sangue foi preparada uma solução de CMH a 400 µM e 

heparina sódica (100 UI/ml) (Hepamax-S ®, Blausiegel Ind. Com. Ltda., São Paulo, Brasil). 

Foi adicionado sangue a essa solução na proporção 1:1, e incubado sob agitação por 30 min a 

37 ºC. Após esse tempo, utilizou-se uma seringa de 1 mL como recipiente, onde foram 

colocados 200 µL de água, congelados em nitrogênio líquido, em seguida adicionou-se 50 µL 

da amostra de sangue, que também foi congelada e, então, mais 200 µL de água, congelando 

então todo o conteúdo da seringa (450 µL) em nitrogênio líquido e armazenando-o em freezer 

-80º C até o momento das análises de RPE. 

Para o preparo das amostras para quantificação de ERO no TAM, os tecidos congelados 

foram lavados três vezes com KHB. Após essa lavagem, adicionou-se a cada amostra 500 µL 

de uma solução de CMH (200 µM) com heparina sódica (50 UI/mL), e deixou-se incubando 

sob agitação a 37º C por 1 hora. Terminada a incubação, 450 µL do sobrenadante foram 

colocados em uma seringa e imediatamente congelados em nitrogênio líquido e armazenados 
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em freezer -80º C até o momento das análises de RPE. Os tecidos remanescentes nos microtubos 

foram secos em speed vac e então pesados.  

 

5.9. MEDIDAS DE RPE 

 

A ressonância paramagnética eletrônica (RPE) é uma técnica baseada na absorção de 

radiação eletromagnética, geralmente na região das microondas, por uma amostra 

paramagnética, (como por exemplo, espécies com um ou mais elétrons desemparelhados), 

quando são submetidos a um campo magnético. Essas absorções acontecem apenas em 

combinações de freqüências e campo magnético muito bem definidas, que dependem da espécie 

paramagnética e suas características (HAWKINS; DAVIES, 2014).  

As amostras congeladas foram transferidas das seringas para um Dewer repleto com 

nitrogênio líquido. Todas as medidas de RPE foram realizadas à temperatura de nitrogênio 

líquido (77 K, equivalente a - 196 ºC).  

Para a quantificação de HbNO, as medidas de RPE foram realizadas em um espectrômetro 

Bruker EMX plus de onda contínua utilizando a banda X (9 GHz), em cavidade de alta 

resolução (ER 4119HS) com os seguintes parâmetros: potência 10 mW, amplitude de 

modulação de 5G, frequência de modulação 100 kHz, tempo de varredura de 12 segundos, o 

espectro da média de 4 varreduras com 240 G de largura de varredura adicionados em conjunto 

para cada medição. A quantidade detectada de NO foi determinada a partir da curva de 

calibração para a intensidade do sinal de RPE de eritrócitos tratados com concentrações 

conhecidas de nitrito (1, 10 e 100 μM) e Na2S2O4 (20 mg).  

Para detectar e quantificar as ERO, os tecidos foram incubados com spin probe CMH que 

reagem por oxidação com as ERO, formado então o CM• que contém um elétron 

desemparelhado que será detectado por RPE. Os parâmetros utilizados nas medidas de RPE 

foram os seguintes: realizadas em um espectrômetro Bruker EMX500, utilizando a banda X 

(9,35 GHz), potência 2 mW, e campo de modulação de 200 Gauss, constante de tempo de 10 

ms, tempo de varredura de 600 G e 5 varreduras adicionados em conjunto para cada medição. 

Para a curva de calibração, foram preparadas amostras a partir de uma solução mãe de 10 mM 

do padrão: 3-carboxi-proxilo (CP•) (Noxygen, Alemanha) preparado em KHB e diluído a 

concentrações de 0, 5, 10, 50, e 100 µM. Exatamente 450 µL das amostras de calibração foram 

transferidas seringas de 1 mL e congelados instantaneamente em nitrogênio líquido. 
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Os experimentos foram conduzidos no Laboratório de Ressonância Paramagnética 

Eletrônica do Instituto de Física da Universidade de Brasília. 

 

5.10. ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

De acordo com Saramago et al (2019) o método que utiliza o índice térmico é bem 

considerado para ressaltar e analisar a amplitude das respostas térmicas, calculadas por meio da 

área sob a curva (ASC), onde considerou-se 36 ºC como linha base, com cálculo no intervalo 

de 1 a 5 horas, representado no gráfico graus Celsius no eixo y e horas no eixo x. Para a análise 

do índice térmico usou-se one-way ANOVA e para as demais análises, two-way ANOVA, 

ambas seguidas pelo teste de comparação múltipla de Tukey. 

Os outros resultados foram expressos como média ± EPM. O software GraphPad Prism 

versão 9 (GraphPad Software Inc. La Jolla, CA, USA) foi usado para fazer as análises 

estatísticas, as quais estão descritas nas legendas de cada figura. Os valores de foram 

considerados estatisticamente significantes quando o resultado da probabilidade foi menor ou 

igual a 0,05. 
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6. RESULTADOS 

 

6.1. A INIBIÇÃO FARMACOLÓGICA DA PKCβ ATENUA A FEBRE INDUZIDA POR 

LPS. 

Para investigar a participação da PKCβ na resposta febril induzida pelo LPS, realizou-se 

a administração i.c.v. de seu inibidor seletivo, a ENZ, nas doses de 0.3, 1, 3 ng/rato, 30 minutos 

antes da injeção intraperitoneal de LPS (50 μg/Kg) nos animais. 

Na Figura 6A é possível observar que os animais pré-administrados com o veículo 30 

minutos antes do LPS evoluíram com aumento da temperatura com início próximo às 2 horas 

após a aplicação do pirógeno exógeno, aumentando progressivamente até às 6 horas totais da 

observação. Conforme esperado, os animais dos grupos controles negativos (VEI/SAL e ENZ 

3 ng/SAL), mantiveram suas temperaturas constantes, exceto nos tempos próximos às injeções, 

no qual se observou aumento na temperatura corporal em todos os grupos, devido ao estresse 

de manuseio. Esse aumento também foi observado em outros estudos (ESKILSSON et al., 

2017; MIRRASEKHIAN et al., 2018; ROTH; BLATTEIS, 2014). 

O pré-tratamento dos animais com ENZ diminuiu a febre de maneira dose-dependente, 

sendo que a dose de 3 ng/rato reduziu significativamente o índice térmico em 38,1%, quando 

comparado ao grupo VEÍ/LPS e avaliado no período de 2 a 6 h (Figura 6B). 

Em virtude do melhor resultado antipirético na dose de 3 ng de ENZ, essa dose foi a 

selecionada para os experimentos subsequentes de febre.  A análise de comparações múltiplas 

de duas vias da ANOVA revelou um efeito inibitório consistente dessa dose de ENZ no período 

de 4,75 até 6 h, tendo sido selecionado o tempo de 5 h para a coleta dos tecidos. 
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Figura 6: O inibidor seletivo de PKCβ, ENZ, reduz a resposta febril induzida por LPS.  Os ratos foram 

tratados com enzastaurina (ENZ) via i.c.v. nas doses de 0.3, 1 e 3 ng/rato ou com veículo (DMSO 1,5% em salina) 

no volume de 2 μL, 30 min antes da injeção i.p. de LPS (50 μg/Kg) ou de salina estéril 0,9%. (A) Curva dose-

resposta da ENZ, na qual os dados são expressos como média ± EPM da temperatura corporal (ºC) de n = 7 animais 

por grupo. As setas cinza e preta representam o tempo das microinjeções i.c.v. e injeções i.p., respectivamente. (B) 

Índice térmico calculado a partir da área sob a curva de 2 a 6 h (conforme indicado no painel A), no qual as barras 

representam média ± EPM da área sob a curva (em unidades arbitrárias) de cada grupo. *p<0,05 quando comparado 

ao valor correspondente do grupo VEÍ/SAL. # p<0,05 quando comparado ao valor correspondente ao grupo 

VEÍ/LPS. No painel A, os dados foram analisados por two-way ANOVA, e no painel B, por one-way ANOVA, 

ambos seguidos pelo teste de comparação múltipla Tukey. 

 

6.2. EFEITO DO PRÉ-TRATAMENTO COM ENZ SOBRE A PRODUÇÃO 

HIPOTALÂMICA DE PGE2 

A administração de LPS (50 μg/kg, i.p.) promoveu aumento da temperatura corporal a 

partir de 2 h e permaneceu elevada até a quinta hora (Figura 7A). O pré-tratamento com ENZ 

(3 ng/2 μL, i.c.v.) 30 minutos antes do LPS, foi efetivo em reduzir a temperatura, o que pode 

ser melhor observado na análise da variação de temperatura na quinta hora (ΔT), no qual 

percebe-se uma redução de aproximadamente 70% em relação ao valor do grupo VEÍ/LPS 

(Figura 7B).  

Para avaliar se a inibição da febre nos animais que receberam ENZ era decorrente da 

inibição central da COX, a concentração hipotalâmica de PGE2 foi avaliada. Na Figura 7C, 

pode-se verificar que os grupos que receberam LPS apresentaram aumento na concentração de 

PGE2 em comparação com os grupos controles e que o pré-tratamento com ENZ não causou 

alteração significativa nesse aumento de PGE2 induzido por LPS. 
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Esses dados indicam que o efeito antipirético da ENZ não envolve o bloqueio da produção 

central de PGE2. 

 

Figura 7: Efeito do pré-tratamento com ENZ sobre a febre induzida por LPS e a síntese de PGE2 no 

hipotálamo. A ENZ (3 ng/2 µL, i.c.v.) ou o veículo (VEÍ, 2 µL, i.c.v.) foram aplicados 30 minutos antes da injeção 

de LPS (50 µg/kg, i.p.) ou salina (SAL, 1mL/Kg). (A) Mudanças na temperatura corporal dos ratos no transcorrer 

do tempo em horas. O tempo 0 (zero) indica a aplicação de LPS i.p. Os dados são mostrados como a média ± EPM 

da temperatura corporal (ºC) de 5 animais e analisado por two-way ANOVA. *p<0,05 VEI/LPS quando comparado 

ao grupo ENZ 3 ng/LPS (B) Diferença entre a temperatura na quinta hora e a temperatura basal (ΔT). *p<0,05. 

(C) Quantidade de PGE2 por grama de tecido hipotalâmico, coletados 5 horas após a administração de LPS. Os 

dados foram analisados por two-way ANOVA, seguido pelo teste de comparação múltipla Tukey. *p<0,05.  

 

6.3. EFEITO DO PRÉ-TRATAMENTO COM ENZASTAURINA E OS NÍVEIS 

CIRCULANTES DE IL-6 E TNFα 

Para investigar os efeitos da inibição central da PKCβ sobre a resposta inflamatória 

sistêmica induzida por LPS, as concentrações séricas de IL-6 e TNFα foram medidas em 

animais tratados ou não com ENZ. Conforme esperado, observou-se aumento na concentração 

de ambas as citocinas após a administração de LPS, sendo que para a IL-6 o aumento foi de 

49% (p < 0,05, Figura 8A) e para o TNFα foi de 47% (p = 0,0974, Figura 8B) quando 

comparados ao grupo VEI/SAL. Este efeito pró-inflamatório do LPS foi reduzido pelo pré-

tratamento i.c.v. com ENZ, uma vez que a concentração sérica de IL-6 foi diminuída em cerca 

de 47% (p< 0,05) (Figura 8A) e a de TNFα apresentou redução de 55% (p< 0,05, Figura 8B). 
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Figura 8: A inibição central da PKCβ reduz os níveis séricos de IL-6 e TNFα. (A) Níveis séricos de IL-6 no 

soro em pg/mL. (B) Níveis séricos de TNFα no soro em pg/mL. Os dados são expressos como média ± EPM de 

4-5 animais. *p< 0,05.  Os dados foram analisados por two-way ANOVA, seguido pelo teste de comparação 

múltipla de Tukey.  

 

6.4. EFEITO DA INIBIÇÃO CENTRAL DA PKCβ SOBRE A PRODUÇÃO DE HbNO 

A quantificação da formação de HbNO em amostras de sangue foi realizada para estimar 

a produção de NO periférico durante a febre em animais tratados ou não com ENZ. Na Figura 

9 pode-se verificar um aumento na formação de HbNO de cerca de quatro vezes nos animais 

que receberam LPS em relação ao grupo VEÍ/SAL. O pré-tratamento i.c.v. com ENZ não 

alterou a formação de HbNO induzida por LPS. Esses dados indicam que a diminuição da febre 
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exercida pela ENZ em animais estimulados com LPS não está associada a uma redução na 

biodisponibilidade do NO. 
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Figura 9. Pré-tratamento com enzastaurina e o efeito sobre a concentração de HbNO em ratos com febre 

induzida por LPS. Concentração de HbNO no sangue total (µM) de ratos. Os valores obtidos por média ± EPM 

(n= 6 a 8 ratos). **p < 0,01. Os dados foram analisados por one-way ANOVA.  

 

6.5. A INIBIÇÃO CENTRAL DA PKCβ REDUZ A PRODUÇÃO DE ERO NO TAM, MAS 

NÃO NO SANGUE 

Nós também investigamos o efeito da inibição central de PKCβ sobre a produção de ERO 

no TAM e no sangue durante a resposta febril. Os animais foram pré-tratados com ENZ, por 

via i.c.v., 30 min antes da injeção de LPS e a concentração de CM• foi avaliada 5 horas após a 

injeção de LPS.  

Verificou-se que os animais que receberam LPS apresentaram aumento na formação de 

ERO no TAM, porém não no sangue (Figura 10A e 10B). O pré-tratamento com ENZ reduziu 

a formação de ERO no TAM em 53% (p < 0,05, Figura 10A), porém não se observou nenhum 

efeito decorrente desse fármaco no sangue (Figura 10B). 

É importante frisar que os valores basais obtidos de CM• (μM) diferem nos tecidos 

coletados, uma vez que no TAM são maiores quando comparados com os do sangue tanto nos 
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grupos controles quanto nos grupos que receberam LPS, o que indica a maior produção de ERO 

no TAM que no sangue.  
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Figura 10. Concentração de CM• (μM) no tecido adiposo marrom (A) e no sangue (B) 5 horas após a 

administração de LPS em animais pré-tratados ou não com ENZ. As colunas brancas representam os grupos 

controles, enquanto as pretas, grupos que receberam estímulo com LPS (n= 5-8). Os dados apresentam uma média 

± EPM. *p < 0,05 por análise one-way ANOVA. 
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7. DISCUSSÃO 

 

Este estudo confirma evidências do envolvimento da PKC na febre e revela um papel 

importante da isoforma β nessa resposta. Dados anteriores obtidos a partir de análise proteômica 

quantitativa do hipotálamo de ratos com febre induzida tanto pela administração sistêmica de 

LPS, quanto pela administração central de PGE2, demonstraram aumento substancial na 

abundância da PKCβ após os dois estímulos pirogênios. Assim, investigamos se o aumento da 

PKCβ poderia desempenhar um papel funcional no modelo de febre induzida por LPS em ratos. 

Os resultados demonstraram que a inibição farmacológica dessa enzima, pelo inibidor seletivo 

ENZ, atenuou a febre induzida por LPS, o que nos motivou a investigar os possíveis 

mecanismos que contribuem para esse efeito. 

A febre é uma resposta complexa do organismo, que envolve interações entre diversos 

mediadores, células e órgãos. Seu início geralmente acontece por reconhecimento, por células 

do sistema imune, de padrões moleculares associados a patógenos (PAMP) liberados sob 

condições de injúria a estresse celular. O LPS é um PAMP, que após sua ligação ao TLR4, 

desencadeia uma cascata de eventos, que culmina na síntese e liberação de citocinas pró-

inflamatórias (ROTH; DE SOUZA, 2001). Essas citocinas atuam como pirogênios endógenos, 

ativando receptores presentes no OVLT, o que leva ao aumento na expressão de COX-2 e à 

produção de PGE2, que é considerada o mediador final da febre, por atuar diretamente em 

receptores EP3 de neurônios da APO/HA e ativar vias eferentes responsáveis pelo aumento da 

Tc (ROTH; BLATTEIS, 2014; NAKAMURA et al., 2022). 

O LPS é o pirógeno exógeno usualmente utilizado para a indução da febre em modelos 

experimentais. A administração de LPS pode promover febre de diferentes perfis, como 

monofásica, bifásica ou multifásica dependendo da espécie, dose, via de administração e 

temperatura ambiente. Na dose i.p. utilizada neste estudo (50 µg/kg,), o LPS induziu uma febre 

moderada e contínua, com início cerca de 2 h e aumento progressivo da Tc até 6 h pós-injeção, 

o que é semelhante ao relatado na literatura (SORIANO et al., 2011; BRITO, 2016).  

Em seguida, investigamos se o aumento da abundância hipotalâmica da PKCβ, verificado 

em estudo anterior, seria importante para o desenvolvimento da resposta febril. Os resultados 

demonstraram que o pré-tratamento i.c.v. com ENZ, um inibidor seletivo de PKCβ, reduziu a 

febre induzida pelo LPS de maneira dose-dependente, sendo que a dose de 3 ng/rato causou 

inibição significativa da Tc dos animais e por essa razão, foi a dose selecionada para os demais 
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experimentos. Em nosso conhecimento, essa é a primeira descrição que associa a isoforma β da 

PKC à resposta febril. Os estudos anteriores que avaliaram a participação da PKC na febre 

utilizaram inibidores não seletivos, como a celeritrina (KOZAK et al., 1997; FIRMINO, 2013) 

ou seletivos para a PKC atípica (THALER et al., 2009). 

Para compreender os mecanismos envolvidos no efeito antipirético da ENZ, investigamos 

a hipótese de que a inibição da PKCβ poderia atenuar a febre por reduzir a produção de PGE2 

hipotalâmica induzida por LPS. Conforme esperado, os animais febris apresentaram aumento 

da concentração de PGE2 hipotalâmica 5 h após a administração de LPS, entretanto esse efeito 

não foi alterado nos animais pré-tratados com ENZ, o que indica que a redução da Tc exercida 

pela ENZ não depende da inibição da síntese de PGE2. Em seu trabalho, Firmino (2013) 

demonstrou que o tratamento com o inibidor não seletivo de PKC, celeritrina, foi capaz de inibir 

tanto a febre induzida por LPS, como também pela administração central de PGE2. Além disso, 

os dados da análise proteômica demonstraram que a PKCβ foi a única isoforma regulada 

positivamente após a indução de febre pelos dois estímulos. 

Evidências indicam que o receptor EP3 seja o subtipo envolvido no desenvolvimento da 

resposta febril (USHIKUBI et al, 1998). A principal via de sinalização atribuída a este receptor 

envolve a inibição de adenilato ciclase por meio da sinalização por uma proteína G inibitória 

(Gi). No entanto, sabe-se que o receptor EP3 possui muitas isoformas, podendo assim, acoplar-

se a múltiplas proteínas G e desencadear diferentes vias de sinalização. Liu et al (2000) 

demonstraram, por exemplo, que o receptor EP3 quando ativado por um agonista pode 

promover a morte de neutrófilos por uma via dependente da ativação de PKC. Corroborando 

esses dados, a resposta febril induzida pela administração i.c.v. de um agonista EP3 foi inibida 

pelo tratamento com calfostina C, um inibidor de PKC (ZHOU et al., 2006). Em conjunto, esses 

dados nos permitem sugerir que a PKCβ não atue inibindo a liberação de PGE2, mas reduzindo 

a sinalização decorrente de sua ação na APO/HA. Mais estudos são necessários para confirmar 

essa hipótese. 

As PKCβ estão envolvidas em vários importantes processos celulares e, em um estudo 

recente, em que vários inibidores de PKCs foram testados, inclusive a ENZ, demonstrou-se que 

esses inibidores reduziram a replicação do SARS-CoV-2 em culturas de células. Os autores 

concluem que os inibidores específicos de PKC podem ser potenciais agentes terapêuticos 

contra a infecção por SARS-CoV-2 (HUANG et al., 2022). As PKC também estão envolvidas 

em diversas outras doenças como câncer, doenças neurológicas, imunológicas, 
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cardiovasculares e infeções (KAWANO et al, 2021). A PKC desempenha um papel 

fundamental no controle do equilíbrio entre sobrevivência e morte celular. Sua perda de função 

é geralmente associada ao câncer, enquanto sua atividade aumentada está associada com 

neurodegeneração. Isso ocorre porque a PKC fosforila uma grande variedade de substratos e 

desempenha um papel em muitas cascatas de sinalização diferentes (CALLENDER; 

NEWTON, 2017). Por este motivo, avaliar a ação da PKC nas atividades celulares em que 

participa, usando substratos e inibidores específicos para atuarem precisamente em suas 

características estruturais e de ativação é inovador para tratamentos dessas doenças (KAWANO 

et al, 2021; KANG, 2014).  

Além de depender do aumento na concentração hipotalâmica de PGE2, está bem 

estabelecido que as citocinas pró-inflamatórias geradas perifericamente também  desempenham 

um papel crucial na resposta febril, uma vez que diferentes estratégias utilizadas para bloquear 

sua ação, como tratamentos com anticorpos neutralizantes para IL-1β, IL-6 ou TNFα, são 

capazes de diminuir a febre induzida pela injeção periférica de LPS (MARTINS et al, 2012; 

BLOMQVIST et al., 2018; ROTH et al., 1998; RUMMEL et al., 2006). Em razão disso, 

investigamos a ação da ENZ sobre as concentrações séricas de IL-6, TNFα em animais febris.  

Conforme esperado, verificou-se o aumento na concentração sérica de IL-6 e TNFα nos 

animais que receberam LPS em relação ao grupo controle. O pré-tratamento i.c.v. com ENZ 

reduziu a concentração de ambas a citocinas, quando avaliado 5 h após a administração de LPS, 

enquanto o tratamento com ENZ/SAL não alterou as concentrações séricas das citocinas. Uma 

hipótese para explicar a redução de IL-6 e de TNFα séricas após o tratamento i.c.v. com ENZ 

é que sinalização decorrente da ação da PGE2 em receptores EP3 da APO/HA seja dependente 

de PKCβ e sua inibição atenue respostas eferentes, com consequente diminuição dos níveis 

circulantes de IL-6 e de TNFα. Mota et al (2017) verificaram que a administração i.c.v. de 

serotonina (5-HT) reduz a febre, a produção hipotalâmica de PGE2 e o aumento na concentração 

plasmática de IL-6 induzidas por LPS. Os autores sugerem que a 5-HT atue centralmente como 

uma molécula antipirética endógena capaz de regular a produção periférica de citocinas, e afetar 

a função termoefetora. 

Os efeitos da inibição da PKCβ sobre a produção de ERN e ERO induzidas por LPS 

também foram investigados. Verificou-se que os animais com febre induzida por LPS tiveram 

um aumento de cerca de 4 vezes na concentração de HbNO 5 h após a administração de LPS, 

o que indica aumento na biodisponibilidade de NO durante a febre. Este dado está de acordo 
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com o estudo realizado por Gomes (2017), que demonstrou aumento significativo na 

concentração de HbNO nos ratos que receberam injeção i.v. de LPS em relação aos grupos 

controles. Entretanto, observamos que o pré-tratamento com ENZ não alterou os níveis de 

HbNO nos animais durante a febre. 

Embora diversos estudos tenham descrito um efeito dual do NO em diversas condições 

patofisiológicas, evidências demonstram que a ação periférica do NO na febre seja pró-pirética, 

já que aumenta a termogênese e, consequentemente, aumenta a temperatura corporal 

(GERSTBERGER, 1999; STEINER; BRANCO, 2001). Em adição, camundongos C57BL/6J 

tratados com o inibidor farmacológico da NOS, L-NAME, apresentaram redução da febre 

induzida por LPS (KOZAK; KOZAK, 2003). A inibição da formação de NO endógeno atenua 

a febre induzida por LPS em cobaias e ratos (SCAMMELL; ELMQUIST; SAPER, 1996; 

SOSZYNSKI, 2001), sugerindo que o NO atue como um mediador endógeno da febre induzida 

por LPS e até mesmo por citocinas (ROTH et al., 1998). Entretanto, os dados obtidos em nosso 

estudo, sugerem que o efeito antipirético efetuado pela ENZ não está associado com a 

diminuição da biodisponibilidade de NO. 

O aumento na produção de ERO foi demonstrado em modelos de choque séptico, 

inflamação, dor, asma, doenças neurodegenerativas, entre outros (CLOSA; FOLCH-PUY, 

2004; KIM et al., 2015; MITTAL et al., 2014; PRAUCHNER, 2017). Está bem estabelecido 

que as ERO formadas na resposta inflamatória atuam como moléculas sinalizadoras que 

desempenham um papel importante na progressão da inflamação.  

Alguns estudos mostraram que o estresse oxidativo está presente durante a febre. Riedel 

e Maulik (1999) demonstraram a formação de produtos da peroxidação lipídica no plasma, 

cérebro, fígado e coração de ratos durante a resposta febril. De acordo com o mesmo grupo de 

pesquisa, o desequilíbrio entre produção de ERO e mecanismos antioxidantes endógenos no 

hipotálamo podem contribuir para a ocorrência da febre, principalmente em função da redução 

da atividade da glutationa peroxidase, considerada um dos mais eficazes sistemas antioxidantes 

(RIEDEL et al., 2003). 

Os resultados do presente estudo mostraram que 5 h após a administração de LPS não se 

verificou aumento na produção de ERO no sangue, porém houve aumento significativo na 

produção de ERO no TAM. Esses dados estão de acordo com estudo anterior realizado por 

nosso grupo, no qual a análise dos diferentes tecidos revelou maior produção de ERO no TAM 
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em comparação com o fígado e hipotálamo, durante a febre. Sabe-se que o TAM é a principal 

fonte de produção de calor, independente de tremores, contribuindo para a termogênese 

especialmente em roedores e outros pequenos mamíferos (SHABALINA et al., 2017; 

MORRISON, 2016). 

Para investigar melhor o papel exercido pela PKCβ na febre resposta febril induzida por 

LPS, analisamos se sua inibição no hipotálamo poderia ter consequências sobre a produção 

periférica de ERO. Verificamos que, embora o tratamento com ENZ não tenha alterado a 

produção de ERO no sangue, reduziu significativamente a concentração de ERO no TAM. A 

diminuição de ERO no TAM reduz a possibilidade de resposta inflamatória sistêmica e de morte 

celular, mecanismos que podem alterar o funcionamento do TAM e a homeostase da Tc (KIM 

et al., 2015; GOUVEIA; LIMA, 2017). Estudo recente demonstrou que neurônios da POA que 

expressam receptores EP3 (POAEP3R) fazem sinapse inibitória tônica GABAérgica com 

neurônios do DMH, controlando o efluxo simpático para importantes órgãos termoefetores. 

Como a PGE2 inibe esses neurônios, ocorre redução na sinalização GABAérgica, diminuindo 

a inibição de vias termoefetoras, o que estimula a termogênese no TAM. Esses dados estão de 

acordo com o descrito anteriormente por Morrison (2016), que destaca que neurônios presentes 

na APO/HA influenciam o processo termogênico que ocorre no TAM durante a resposta febril. 

O mecanismo envolve a ação da noradrenalina como indutora da termogênese no TAM, por 

meio da atividade da UCP-1, que desacopla a cadeia de prótons da membrana mitocondrial, 

gerando desta forma, energia em forma de calor (SAPER; ROMANOVSKY; SCAMMELL, 

2012 e MORRISON, 2016) 

Em resumo, nossos resultados mostram que o pré-tratamento com ENZ atenua a febre e 

a produção sérica de IL-6 e TNFα induzida pela administração de LPS, além de diminuir a 

produção de ERO no TAM. Entretanto, mais estudos precisam ser realizados para investigar os 

mecanismos moleculares envolvidos. 
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8. CONCLUSÃO 

 

A investigação sobre a ação da ENZ realizada por esse estudo sugere a participação da 

PKCβ na regulação da febre induzida por LPS em ratos, por atuar em vias de sinalização 

decorrentes da ação da PGE2 em receptores EP3 da APO/HA, o que pode reduzir a resposta 

termoefetora e, consequentemente, diminuir a produção periférica de citocinas pró-

inflamatórias e de ERO no TAM, tendo possíveis impactos na diminuição da sua atividade 

termogênica e na temperatura corporal. 

Nossos dados contribuem para entender melhor como os efeitos decorrentes da modulação 

da PKCβ no hipotálamo podem regular a resposta febril e a sinalização eferente que ocorrem 

em resposta a estímulos, como o LPS. 

O estudo apresenta limitações em relação à análise pontual da produção de mediadores 

inflamatórios, não sendo verificada uma cinética de produção, nem do efeito da ENZ. 

  



51 
 

9. PERSPECTIVAS 

 

Para desenvolvimento de trabalhos futuros, o presente estudo propõe: 

Investigar se a inibição da PKCβ diminui a febre induzida pela administração central de 

PGE2. 

Realizar estudo de co-localização para confirmar que a PKCβ está presente em neurônios 

da APO/HÁ que expressam receptores EP3. 

Analisar o efeito da administração i.c.v. de ENZ sobre a atividade termogênica do TAM, 

por meio da análise do consumo de oxigênio e da expressão da proteína UCP-1. 
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