
UNIVERSIDADE DE SÃO PAULO 

FACULDADE DE MEDICINA DE RIBEIRÃO PRETO 

PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM FISIOLOGIA 

BRUNA MAITAN SANTOS 

Efeito do sulfeto de hidrogênio hipotalâmico modulando a tolerância ao LPS 

 

 

Ribeirão Preto 

2020  



BRUNA MAITAN SANTOS 

Efeito do sulfeto de hidrogênio hipotalâmico modulando a tolerância ao LPS 

 

 

Tese de Doutorado apresentada à Faculdade de 

Medicina de Ribeirão Preto da Universidade de 

São Paulo para obtenção do título de Doutor em 

Ciências pelo Programa de Pós-graduação em 

Fisiologia. 

Área de Concentração: Fisiologia 

Orientador: Prof. Dr. Luiz Guilherme de 

Siqueira Branco 

 

 

Ribeirão Preto 

2020  



Autorizo a reprodução e divulgação total ou parcial deste trabalho, por qualquer meio 

convencional ou eletrônico, para fins de estudo e pesquisa, desde que citada a fonte. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FICHA CATALOGRÁFICA 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

  

     Santos, Bruna Maitan  

 

 Efeito do sulfeto de hidrogênio hipotalâmico modulando a tolerância ao 

LPS / Bruna Maitan Santos; orientador Luiz Guilherme de Siqueira 

Branco – Ribeirão Preto, 2020. 

    100 p. 

 

 Tese (Doutorado) - Universidade de São Paulo, Faculdade de Medicina 

de Ribeirão Preto. 

 

1.Gasotransmissores. 2.Lipopolissacarídeo. 3.Febre. 4. Inflamação 

sistêmica 5. Hipotálamo. 



Tese de autoria de Bruna Maitan Santos, sob o título "Efeito do sulfeto de hidrogênio 

hipotalâmico modulando a tolerância ao LPS", apresentada à Faculdade de Medicina de 

Ribeirão Preto da Universidade de São Paulo, para obtenção do título de Doutor em Ciências 

pelo Programa de Pós-graduação em Fisiologia, na área de concentração Fisiologia, aprovada 

em _____ de ________________ de 2020 pela comissão julgadora constituída pelos doutores: 

_______________________________ 

Prof. Dr. Luiz Guilherme de Siqueira Branco 

Faculdade de Odontologia de Ribeirão Preto da Universidade de São Paulo  

Presidente 

________________________________ 

Prof. Dr. __________________________________________ 

(Instituição):  

________________________________ 

Prof. Dr. __________________________________________ 

(Instituição):  

________________________________ 

Prof. Dr. __________________________________________ 

(Instituição):  

________________________________ 

Prof. Dr. __________________________________________ 

(Instituição):  

Ribeirão Preto 

2020  



 

Á sabedoria do amor, da família, da amizade e dos professores. 



 

Agradecimentos 

 Agradeço ao meu pai Beto por sua paciência e sabedoria. Agradeço à minha mãe 

Denilze por sua energia e disposição. Agradeço aos dois por me proverem a qualquer custo todo 

o suporte necessário para minha educação e crescimento profissional. Obrigada por me amarem. 

Amo vocês. 

 Agradeço a minha irmã amada por ser minha fiel confidente e pelo suporte para os 

momentos difíceis. 

 Agradeço às minhas amadas sobrinhas Lívia Maria e Marina por irradiarem luz e 

felicidade a qualquer momento do dia. 

 Agradeço ao meu vô Deuclides e minha vó Naninha por me abençoarem lá de cima.  

 Agradeço à minha vó Ana e meu vô Ernesto por sempre me abençoarem e cuidarem de 

mim. 

 Agradeço à minha família. Mesmo ausente, me sinto sempre abraçada por todos.  

 Agradeço ao professor Branco pelo aprendizado para toda vida. Serei sempre grata. Será 

meu exemplo de excelência como professor, pesquisador e como ser humano. 

 Agradeço aos técnicos Mauro, Nadir e Júnia por me ajudarem como doutoranda e como 

pessoa. 

 Agradeço ao cafezinho da Nadir por sempre me despertar nos momentos de sono e que 

foram essenciais para descansar e conversar com todos os meus amigos de laboratório. 

 Agradeço aos meus velhos amigos da minha querida Araraquara Mari Melo, Mari 

Lauar, Sivinha, Naira, Du, Guto e Werner pela amizade e por me apoiarem a seguir a carreira 

acadêmica. 

 Agradeço aos meus professores de Fisiologia de Araraquara. Sou grata pelo suporte 

oferecido para crescer no doutorado. 

 Agradeço a Flávia, João, Jonatas e Rodrigo. Vocês foram essenciais e amigos especiais 

para os meus primeiros passos no doutorado. 

 Agradeço aos meus amigos de Cursão. Terei sempre todos no meu coração. 

 Agradeço à Gabi, Maycon, Edu, Júnia e Mateus por todo apoio, carinho e amizade. 

 Agradeço à Glauce pela amizade e parceria. Meu exemplo de garra.  

 Agradeço aos meus amigos de Phoenix sendo eles Ana, Patrick, Robson, Ronnie, Grant, 

Nick, Ally e Giovana. Obrigada por fazerem parte de um momento tão especial para meu 

crescimento pessoal e profissional. Tenho todos guardados em meu coração. Agradeço aos 

meus amigos do laboratório da Prof. Elaine: João, Maurício, Dani, Airam e Celinha por fazerem 

meus dias mais felizes. Agradeço a Prof. Elaine por sempre me motivar na ciência.  

Agradeço ao André pelo companheirismo durante meu mestrado e doutorado. 

 Agradeço ao meu amigo e professor Andrej. Serei sempre grata aos ensinamentos, 

carinho e atenção.  

 Agradeço aos meus mais novos amigos de laboratório Thaís, Pati, Hadder, Luís e Luana. 

Meu carinho por vocês já é imenso. 

 Agradeço a professora Evelin pelo carinho, atenção, e por abrir as portas para início de 

uma nova fase da minha vida profissional. Um exemplo de mulher na ciência. 

 Agradeço aos alunos do PAE que foram sensacionais comigo. 

 Agradeço às minhas amigas Camila, Graciane, Bruna Roder e Lissara. Mesmo ausente, 

guardo todas em meu coração.  

Agradeço à vida. Brilhe sempre.  

Agradeço à Deus e peço que me proteja por todos os caminhos de minha a vida. 

  



Resumo 

SANTOS, Bruna Maitan. Efeito do sulfeto de hidrogênio endógeno hipotalâmico 

modulando a tolerância ao LPS. 2020. 100 f. Tese (Doutorado em Ciências) – Faculdade de 

Medicina de Ribeirão Preto, Universidade de São Paulo, Ribeirão Preto, 2020. 

A febre é por definição o aumento regulado da temperatura corporal produzido em defesa do 

organismo contra um patógeno. A interação do patógeno com o sistema imune gera a liberação 

de citocinas e PGs (mediadores da inflamação) que ativam regiões centrais envolvidas no 

controle da temperatura corporal (Tb), sendo a área pré-óptica anteroventral (AVPO) a região 

hierarquicamente mais importante na termorregulação. A administração sistêmica de 

lipopolissacarídeo (LPS - uma endotoxina extraída da parede celular de bactérias G-) em ratos 

é o modelo mais utilizado para indução da febre. A administração repetida causa tolerância ao 

LPS que pode ser caracterizada pela resposta refratária do sistema imune à endotoxina, i.e., 

ausência da resposta febril produzida no desafio imune à endotoxina. Nosso laboratório 

caracterizou o papel dos neuromoduladores gasosos óxido nítrico (NO) e monóxido de carbono 

(CO) na tolerância ao LPS, mas não há relatos sobre a eventual participação do sulfeto de 

hidrogênio (H2S – outro neuromodulador gasoso produzido endogenamente). O presente 

projeto testa a hipótese que o H2S, produzido endogenamente na AVPO, participa da tolerância 

ao LPS. Métodos: Ratos com cânulas centrais (para microinjeção de drogas) e datatalogger 

(para registro de temperatura corporal) receberam uma dose baixa de lipopolissacarídeo (LPS; 

100 μg.kg–1 intraperitonealmente) diariamente, por quatro dias consecutivos. A expressão de 

CBS e a taxa de produção de H2S na AVPO foi avaliada juntamente com a análise da sinalização 

febrigênica. Ratos tolerantes receberam um inibidor da síntese de H2S (AOA, 100 pmol.μL-1 

icv) ou seu veículo no último dia. Resultados: A taxa de produção de H2S no hipotálamo 

(AVPO) e a expressão de CBS aumentaram em ratos tolerantes a endotoxina. Além disso, a 

inibição hipothalâmica do H2S reverteu a tolerância à endotoxina, restabelecendo a febre, os 

níveis plasmáticos de PGE2 e na AVPO sem alterar os surtos de citocinas plasmáticas ausentes. 

Conclusão: A tolerância à endotoxina não é apenas um reflexo da redução periférica para a 

liberação de citocinas, mas na verdade resulta de um conjunto complexo de mecanismos que 

atuam em vários níveis. A produção de H2S hipotalâmico modula a maioria desses mecanismos. 

Apoio financeiro: Fundação de Amparo à Pesquisa do Estado de São Paulo (FAPESP), 

#16/09364‐3 e #16/17681‐9; Conselho Nacional de Desenvolvimento Científico e Tecnológico, 

#142151/2016‐5. 

Palavras-chave: Gasotransmissores. Lipopolissacarídeo. Febre. Inflamação sistêmica. 

Hipotálamo. 

 



Abstract 

SANTOS, Bruna Maitan Santos.The role of hypothalamic hydrogen sulphide modulating 

LPS tolerance. 2020. 100 p. Thesis (Doctor of Science) – School of Medicine of Ribeirão 

Preto, University of São Paulo, São Paulo, 2020. 

Fever is by definition a regulated increase in body temperature produced in defense of the 

organism against a pathogen. The interaction of the pathogen with the immune system generates 

the release of cytokines and prostaglandins (mediators of inflammation) that activate central 

regions involved in the control of body temperature (Tb), with the anteroventral preoptic area 

(AVPO) being the most important hierarchically region in thermoregulation. The systemic 

administration of lipopolysaccharide (LPS - an endotoxin extracted from the cell wall of G- 

bacteria) in rats is the most used model to induce fever. Repeated administration causes 

tolerance to LPS which can be characterized by the immune system's refractory response to the 

endotoxin, i.e., absence of the febrile response produced in response to the endotoxin immune 

challenge. Our laboratory characterized the role of gas neuromodulators nitric oxide (NO) and 

carbon monoxide (CO) in tolerance to LPS, but there are no reports on the possible participation 

of hydrogen sulfide (H2S - another endogenous gasotransmitter). The present project tests the 

hypothesis that H2S, endogenously produced at AVPO, participates in LPS tolerance. Methods: 

Rats with central cannulas (drug microinjection) and datatalogger (body temperature recording) 

received a low dose of lipopolysaccharide (LPS; 100 μg.kg- 1 intraperitoneally) daily, for four 

consecutive days. CBS expression and H2S production rate in AVPO were evaluated, along 

with the analysis of febrile signaling. Tolerant rats received an inhibitor of H2S synthesis (AOA, 

100 pmol 1 μL-1 icv) or its vehicle on the last day. Results: Antero‐ventral preoptic area of the 

hypothalamus (AVPO) H2S production rate and CBS expression were increased in endotoxin‐

tolerant rats. Additionally, hypothalamic H2S inhibition reversed endotoxin tolerance 

reestablishing fever, AVPO and plasma PGE2 levels without altering the absent plasma 

cytokines surges. Conclusion: Endotoxin tolerance is not simply a reflection of peripheral 

reduced cytokines release but actually results from a complex set of mechanisms acting at 

multiple levels. Hypothalamic H2S production modulates most of these mechanisms. Funding 

information: Fundação de Amparo à Pesquisa do Estado de São Paulo (FAPESP), Grant/Award 

Number: 16/09364‐3 and 16/17681‐9; Conselho Nacional de Desenvolvimento Científico e 

Tecnológico, Grant/Award Number: 142151/2016‐5. 

Keywords: Gaseotransmiters. Lipopolysaccharide. Fever. Systemic inflammation. 

Hypothalamus. 
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1 Introdução 

Há 300 anos, o sulfeto de hidrogênio (H2S) era considerado um gás tóxico e inflamável 

(SZABO, 2018). Atualmente, sabe-se que este mesmo gás é produzido endogenamente, tem 

função fisiológica e pode ter características terapêuticas ou patológicas dependendo de sua 

concentração e do tecido que é produzido (SZABÓ, 2007). Na primeira seção desta introdução 

será feito uma revisão sobre os efeitos deste gás produzido endogenamente. 

Na sequência é abordado como tema a inflamação sistêmica induzida por LPS. Nesta 

seção, daremos ênfase a um dos sinais clínicos clássicos da inflamação, a resposta febril. Esta 

seção é importante para conhecimento básico de aspectos importantes para o tema analisado. 

Depois desta análise, faremos uma breve revisão de um fenômeno conhecido como 

tolerância ao LPS. Antigamente, a tolerância a endotoxina, ou LPS (endotoxina encontrada na 

parede de bactérias Gram-negativas), era tratada somente como uma resposta imune atenuada 

observada pela re-exposição do organismo ao LPS (BEESON, 1946). Hoje, a tolerância ao LPS 

ganha notorieadade por ser um fenômeno de alta complexidade que envolve a reprogramação 

neuroimune e endócrina induzida pela re-exposição do organismo ao LPS (BISWAS; LOPEZ-

COLLAZO, 2009).  

Nas demais seções, foi feita uma revisão sobre o conhecimento já adquirido sobre papel 

dos gases [óxido nítrico (NO), monóxido de carbono (CO) e, o último descoberto, o H2S ] na 

tolerância ao LPS. Estes gases são referidos como gasotransmissores e recebem este nome por 

serem moléculas de sinalização produzidas endogenamente. Devido à baixa complexidade 

destes gases, eles podem atravessar as membranas biológicas de forma rápida (FAGONE et al., 

2018). Além disso, estão presentes em todos os tecidos e células em quantidade significativa, o 

que marca também seus efeitos em várias respostas fisiológicas (LIAUDET; SORIANO; 

SZABÓ, 2000; SHEFA et al., 2017; FAGONE et al., 2018).  

1.1 Sulfeto de hidrogênio (H2S) 

O H2S no ambiente é um gás incolor, tóxico, inflamável e de odor forte característico 

de ovos podres (SZABO, 2018). Altamente permeável à membrana, o H2S tem capacidade de 

agir por várias vias, através de canais, fatores de transcrição e receptores (BIBLI et al., 2015). 

Devido a esta capacidade, sabe-se que o H2S é um gasotrasmissor que medeia muitos processos 

fisiológicos e/ou patológicos (SZABÓ, 2007). Vários trabalhos demonstraram diferentes 
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funções do H2S na modulação de vias de sinalização em vários organismos, desde os mais 

simples como bactérias, aos mais complexos como em humanos (SHATALIN et al., 2011; 

BEŁTOWSKI, 2015). Essencialmente, quatro enzimas o produzem: a cistationa β-sintase 

(CBS); cistationa y-liase (CSE); cisteina aminotransferase (CAT), e a 3-mercaptopiruvato 

sulfur-transferase (3-MST) (KUMAR; SANDHIR, 2018). Os precursores da síntese endógena 

deste gás são a L-homocisteína, a L-cisteína e mais recentemente descoberta, a D-cisteína 

(KUMAR; SANDHIR, 2018; SEKI et al., 2018). Da dieta, é proveniente a metionina que pode 

ser convertida em homocisteína e, por sua clivagem causada por CBS e/ou CSE, podem gerar 

cisteína e, consequentemente, o H2S. A CBS é capaz de gerar H2S de forma eficiente a partir 

de uma combinação de cisteína e homocisteína, enquanto a CSE utiliza cisteína ou homocisteína 

para gerar H2S. A 3-MST, após a clivagem de cisteína pela CAT em 3-mercaptopiruvato, cliva 

o 3-mercaptopiruvato para formar persulfeto (R-SH a R-SSH). O persulfeto libera H2S na 

presença de um redutor (R′-SH) (KUMAR; SANDHIR, 2018). Com relação ao catabolismo de 

H2S, ele ocorre principalmente na mitocôndria por meio de processos de oxidação com 

substrato final da reação o estável sulfato e a produção de ATP (HILDEBRANDT; 

GRIESHABER, 2008). 

O H2S é produzido em quantidades relativamente altas no sistema nervoso central 

(SNC) comparado a alguns tecidos periféricos, como no sangue (OLAS, 2015). Centralmente, 

há evidências de que a CBS é a isoforma que predomina, principalmente, em astrócitos 

(ISHIGAMI et al., 2009). Já a CSE é encontrada em neurônios, principalmente, sendo a 3-MST 

encontrada nas duas formas celulares (OLAS, 2015). De forma geral, a CSE está mais envolvida 

com as respostas periféricas em mamíferos (KIMURA, 2013). Além disso, o aumento de H2S 

como produto final de CBS e CSE tem efeito regulador negativo na atividade destas enzimas 

(MOORE; BHATIA; MOOCHHALA, 2003).  

Dos efeitos fisiopatológicos produzidos pelo H2S, ainda há pouco conhecimento sobre 

seu mecanismo de ação. Entretanto, a formação de persulfetos de proteínas, ou sulfidratação de 

proteínas S, ou seja, a conversão de resíduos de cisteína -SH em persulfetos -S-SH é 

considerada um possível mecanismo responsável por estas alterações (PAUL; SNYDER, 

2018). 

Com o aumento dos estudos sobre os efeitos potenciais do H2S em mamíferos, algumas 

ações já estão bem consolidadas na literatura como na resposta cardiovascular, na resposta 

nociceptiva, no processo de envelhecimento e, finalmente, na resposta inflamatória (LI et al., 

2005; LEE et al., 2008; QABAZARD et al., 2014; PANTHI et al., 2016; KOROLEVA et al., 

2017; WALLACE et al., 2018, 2019). 
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Em relação à função cardiovascular, o H2S é relatado com um importante agente 

vasodilatador (BHATIA, 2005), capaz de induzir angiogênese (RAJENDRAN et al., 2019) e 

modular a pressão arterial (DAWE et al., 2008). Quanto ao seu efeito vasodilatador, o grupo de 

pesquisadores liderado por Rui Wang foi singular ao observar que o efeito vasodilatador do 

H2S deve-se a hiperpolarização das células endoteliais e lisas por meio da ativação de canais de 

potássio sensíveis ao ATP(K+
ATP) (WANG, 2011). Sabe-se, por exemplo, que o H2S promove 

vascularização em tecidos isquêmicos (RAJENDRAN et al., 2019). Ainda, via ativação de 

K+
ATP presentes no hipotálamo, há uma diminuição da pressão arterial, acompanhada pela 

diminuição na frequência cardíaca (DAWE et al., 2008).  

Na resposta nociceptiva, Distrutti et al. (2006) mostraram que a administração sistêmica 

de diferentes doadores do H2S inibe a nocicepção visceral, pela abertura de K+
ATP (DISTRUTTI 

et al., 2006). Por outro lado, um estudo recente utilizando outro modelo de indução de dor 

demonstrou que o H2S tem uma atividade pró-nociceptiva na periferia (KAWABATA et al., 

2007). Esta conclusão é principalmente substanciada pela observação de que a administração 

intraplantar de um doador de H2S induz uma hipernocicepção mecânica de início rápido (25 

min) e que a inibição da formação de H2S endógeno reduz a hipernocicepção inflamatória 

induzida por LPS (KAWABATA et al., 2007). Assim, esses estudos detectam papéis 

discrepantes nociceptivos para o mesmo mediador, com papéis pró-nociceptivos e anti-

nociceptivos resultantes de vários mecanismos interconectados e dependentes da região da 

indução da resposta nociceptiva (MATSUNAMI et al., 2009; WALLACE; FERRAZ; 

MUSCARA, 2012). Dados prévios do nosso grupo de pesquisa (DONATTI et al., 2014) 

indicaram que na inflamação induzida pela administração de formalina na região orofacial, 

quando utilizado um inibidor da CSE localmente, induz uma redução proeminente no 

comportamento correspondente à dor orofacial, ou seja, o H2S sintetizado durante a inflamação 

aguda atua como um agente pró-nociceptivo na região orofacial. No caso da dor crônica 

orofacial, foi observado que a expressão de CBS no gânglio trigeminal está aumentada, 

indicando seu papel pró-nociceptivo na dor orofacial crônica (MIAO et al., 2014). Dados de 

nosso laboratório ainda mostraram que o inibidor de H2S na região orofacial atenua a resposta 

nociceptiva na dor persistente (SANTOS et al., 2018), sendo esta atenuação dependente da 

diminuída interação neuroimune facilitando a resposta dolorosa na região orofacial 

(GARATTINI et al., 2019).  

Outro papel importante do H2S é no processo de envelhecimento. Grande parte dos 

efeitos anti-envelhecimento descritos na literatura com este gás estão relacionados com o 

regime de restrição calórica ou de restrição intermitente calórica (KABIL et al., 2011; HINE et 
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al., 2015). Acredita-se que parte dos resultados positivos observados nestes protocolos para 

aumentar a expectativa de vida foi devido ao aumento na produção endógena de H2S. 

Reforçando este efeito, a restrição do aminoácido essencial metionina, fornecido pela dieta 

alimentar e também um precursor na produção de cisteína, prolonga a expectativa de vida em 

roedores e em células humanas (HINE; MITCHELL, 2015). Outro estudos também descrevem 

o efeito anti-envelhecimento dos doadores de H2S na vasculatura encefálica (DAS et al., 2018; 

MUN et al., 2019). No SNC, o envelhecimento da vasculatura encefálica pode resultar na perda 

da integridade da barreira hematoencefálica e consequente declínio cognitivo. É importante 

destacar que o efeito anti-envelhecimento do H2S tem relação com seus próprios efeitos 

citoprotetivos como agente anti-oxidante e anti-inflamatório (MUN et al., 2019). 

Outros trabalhos evidenciam que o H2S é um importante anti-inflamatório e um possível 

e promissor agente na terapêutica medicamentosa (BEŁTOWSKI, 2015; FLANNIGAN; 

WALLACE, 2015). Atualmente, alguns anti-inflamatórios não esteroidais clássicos acoplados 

a doadores de H2S estão na fase 2 dos ensaios clínicos, indicando seu potencial clínico como 

uma droga anti-inflamatória. No modelo de choque endotoxêmico em roedores, foi observado 

que o pré-tratamento com o doador de liberação lenta GYY4137 protege o animal contra o 

choque, diminuindo tanto a produção de citocinas inflamatórias séricas como os danos 

teciduais, indicando o efeito anti-inflamatório do H2S no modelo (LI et al., 2009). In vitro, o 

H2S em astrócitos reverte parcialmente a indução de NFκB e a liberação das citocinas TNF-α e 

IL-6 na inflamação, mostrando seu efeito anti-inflamatório central (LEE et al., 2009). 

Complementarmente, o H2S também é capaz de modular a febre induzida por LPS 

(KWIATKOSKI et al., 2013). Entretanto, ainda é desconhecido se o H2S está envolvido com 

outra importante resposta fisiológica que altera a resposta febril induzida por LPS: a tolerância 

ao LPS. 

1.2 Inflamação sistêmica induzida por LPS 

A febre é uma resposta fisiopatológica complexa conhecida como o marco da 

inflamação (“hallmark of inflammation”). Caracterizada como o aumento regulado da 

temperatura corporal (Tb), a febre favorece a atividade do sistema imune (KLUGER et al., 

1998) aumentando a sobrevida do organismo inflamado ou infectado (KLUGER; RINGLER; 

ANVER, 1975). Em mamíferos, a instalação e manutenção da febre são dependentes da 
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ativação central e da sua integração com o sistema imune (ROMANOVSKY; STEINER; 

MATSUMURA, 2006). 

O modelo experimental mais usado na literatura para indução e estudo da febre é a 

administração de lipopolissacarídeo (LPS), uma endotoxina extraída da parede celular de 

bactérias Gram-negativas. Sua resposta febrigênica é dependente tanto da dose de LPS, quanto 

da sua via de administração (ROTH; BLATTEIS, 2014). A resposta febril foi primeiramente 

explicada como uma resposta do hospedeiro dependente de sua exposição aos pirógenos 

exógenos, como bactérias ou vírus, que agindo em determinadas células produziriam 

determinadas proteínas que induziriam febre. Na época, estas ficaram conhecidas como 

pirógenos endógenos e foram primeiramente descritas em 1953 (BENNETT; BEESON, 1953). 

Hoje, sabe-se que o mecanismo de ação do LPS inicia-se por meio de sua ligação com a proteína 

ligadora de LPS, a LPB (“LPS protein biding”), proteína produzida por hepatócitos e liberada 

no plasma com papel chave na ativação das células mononucleares (SCHUMANN, 1992). Este 

complexo é detectado na periferia rapidamente por macrófagos e monócitos devido a grande 

quantidade de receptores TLR-4 na superfície celular desta linhagem (SABROE et al., 2002). 

A ligação com o TLR-4 ativa o NFκB, um fator de transcrição de citocinas (conhecidos também 

como pirógenos endógenos), sendo as principais citocinas induzidas na resposta febril a TNF-

α, IL-6 e IL-1β (INUI, 2001). Estas citocinas coordenam a resposta pirética por três vias: (1) 

por meio da ligação e ativação de seus receptores, presentes nas células endoteliais da barreira 

hematoencefálica e perivasculares, desencadeando o aumento de mediadores inflamatórios, no 

SNC (CAO et al., 1996; SCHILTZ; SAWCHENKO, 2003); (2) por meio da ação direta em 

regiões centrais desprovidas de barreira hematoencefálica (NETEA; KULLBERG; VAN DER 

MEER, 2000); (3) ou por meio da estimulação vagal subdiafragmática (BLATTEIS, 2000; 

BLATTEIS; LI, 2000) que ativam projeções noradrenérgicas A1 e A2 provindas da primeira 

estação sináptica central, o núcleo do trato solitário (NTS), e que se projetam para a AVPO 

(BLATTEIS et al., 2005). Independentemente da via, os neurônios da AVPO são estimulados 

a produzir PGE2 mediador proximal da febre (CAO et al., 1996; SCHILTZ; SAWCHENKO, 

2003) que ligada ao seu receptor EP3 acoplado a proteína Gi, inibe a atividade da adenilato 

ciclase diminuindo os níveis intracelulares de AMPc e, por conseguinte, a atividade dos 

neurônios sensíveis ao calor, resultando no aumento da Tb (STEINER; ANTUNES-

RODRIGUES; BRANCO, 2002; STEINER; BRANCO, 2002; IVANOV; ROMANOVSKY, 

2004). 

Além da produção de citocinas, o LPS causa o aumento da atividade da fosfolipase A2, 

degradando fosfolipídeos da membrana, gerando ácido araquidônico que é o substrato da 
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isoforma induzível da enzima ciclooxigenase (COX2) que resulta na produção PGs, dentre elas 

a PGE2 (MOHRI; SPRIGGS; KUFE, 1990; BARRIOS-RODILES; TIRALOCHE; CHADEE, 

1999). Portanto, não causa surpresa que os níveis de PGE2 plasmáticos estejam aumentados em 

animais tratados com LPS (UENO et al., 1982; KRALL et al., 2010). Ainda de acordo com esta 

noção, a administração de PGE2 exógena induz febre (OOTSUKA et al., 2008). Entretanto, 

ainda há dúvidas sobre as vias pelas quais a PGE2 periférica agiria no SNC. Uma possível via 

seria através de regiões desprovidas de barreira hematoencefálica ou através da ativação de seus 

receptores localizados em algumas aferências vagais (BLATTEIS; LI, 2000; PERLIK et al., 

2005). 

Outra importante prostaglandina produzida frente ao desafio induzido pelo LPS é a 

PGD2. Mais abundante das PGs no SNC (UENO et al., 1982), a PGD2 quando injetada no 

terceiro ventrículo (3V) ou na AVPO causa queda da Tb, em ratos. Durante o desafio imune, 

os níveis da PGD2 plasmáticos e na AVPO estão aumentados, caracterizando um mecanismo 

contra-regulatório que limita o aumento da Tb durante a febre (UENO et al., 1982; GAO et al., 

2009; KRALL et al., 2010). 

As ações das citocinas e das PGE2 e PGD2, na resposta febril, podem ser moduladas por 

outras moléculas. Gasotransmissores como o NO, CO e o mais novo membro da família descrito 

na literatura, o H2S possuem importante função modulatória da inflamação sistêmica induzida 

por LPS (STEINER; BRANCO, 2000; SORIANO et al., 2012; KWIATKOSKI et al., 2013).  

Sabe-se, por exemplo, que na primeira fase da resposta febril induzida por LPS, a 

biodisponibilidade de NO na AVPO é reduzida (FELEDER; PERLIK; BLATTEIS, 2007). 

Ainda, é sabido que a biodisponibilidade de NO na AVPO afeta a produção de PGE2 na mesma 

região, indicando seu papel antipirético. De modo contrário, estudos sobre o papel da do NO 

em um núcleo pontinho, o Locus Coreuleus (LC) (SORIANO et al., 2010), sugere que o NO 

tem papel propirético nesta região em vez de antipirético como observado na AVPO. 

Quanto ao papel do NO sistêmico na resposta febril induzida por LPS, há correlação 

entre a produção de NO pelos macrófagos peritoneais e o aumento da temperatura corporal na 

resposta febril (PRITCHARD; LI; REPASKY, 2005). Ainda, a inibição do óxido nítrico sintase 

(NOS) com L-NAME sistemicamente atenuou a febre induzida por LPS. Porém esta resposta 

foi independente de alterações na produção de citocinas plasmáticas (ROTH et al., 1998). 

Mesmo sabendo que as citocinas são as principais moléculas envolvidas na sinalização 

febrigênica na periferia, ainda não podemos descartar o efeito do NO na periferia regulando 

positivamente a resposta febril. 
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Em outro trabalho de nosso laboratório, observou-se que o CO no SNC desempenha um 

papel importante na geração da febre. Também foi demonstrado que o efeito pirético do CO é 

independente da produção de PGs (STEINER; BRANCO, 2000). Não há relatos sobre o papel 

do CO periférico na reposta febril induzida por LPS. Contudo, o CO vem sendo considerado 

como ums ferramenta promissora no tratamento da sepse em humanos, uma resposta 

incontrolada do sistema imune a um agente infeccioso, por atenuar a produção de leucotrienos 

na sepse (FREDENBURGH et al., 2018). Além disso, a níveis fisiológicos, o CO atenua a 

produção de citocinas pró-inflamatórias induzidas por desafio imune por LPS em macrófagos, 

acompanhado pelo aumento na produção de uma importante citocina anti-inflamatória, a IL-10 

(OTTERBEIN et al., 2000). In vivo, o mesmo efeito foi observado quando os animais sofreram 

desafio imune com LPS (OTTERBEIN et al., 2000). 

Quanto ao H2S, foi observado que este gás, na AVPO, tem papel importante na 

modulação da resposta febril induzida por LPS (KWIATKOSKI et al., 2013). Dados de nosso 

laboratório demostram que a injeção icv do inibidor da CBS, AOA atenua a produção de PGE2 

induzida por LPS, indicando que o H2S tem papel antipirético (KWIATKOSKI et al., 2013). 

Em concordância com este dado, a microinjeção icv do doador de H2S reduziu a produção de 

PGE2 tal como a reposta febril. Curiosamente, neste mesmo trabalho foi observado que a taxa 

de produção de H2S na AVPO diminui 2 horas após a injeção de LPS. Já na periferia, foi 

observado que os níveis de H2S plasmáticos estão aumentados durante o desafio imune induzido 

por LPS (ANG; MOOCHHALA; BHATIA, 2010). Os resultados de nosso laboratório indicam 

que o inibidor da CSE foi capaz de atenuar a resposta febril induzida por LPS quando avaliado 

em temperatura ambiente relativamente baixa (16ºC) (SORIANO et al., 2018). Este dado indica 

que a produção de H2S na periferia ativa o tecido adipos marrom nessas condições durante o 

desafio imune, facilitando a resposta febril. 

1.3 Tolerância ao LPS 

O fenômeno da tolerância a endotoxina foi inicialmente descrita por Beeson em 1946. 

Neste trabalho inaugural, coelhos que receberam repetidas injeções de certas bactérias 

tornaram-se resistentes ao sintoma clássico de febre, uma resposta que independia do tipo da 

cepa da bactéria injetada, mostrando seu aspecto inespecífico. Assim, foi observada a 

importância do tempo entre as exposições à bactéria na intensidade da resposta tolerante, onde 

maior o período entre as exposições, menor era a resposta de tolerância. Tão interessante 
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quanto, a atenuação da reposta febril utilizando drogas antipiréticas não atenuou a resposta de 

tolerância.  

 Como descrito anteriormente, quando há a invasão de bactérias, o sistema 

imunológico reage após exposição à endotoxina bacteriana (LPS). Se esta é a resposta natural 

do hospedeiro por qual razão há a atenuação da reposta imune quando expostos ao LPS de 

forma repetida? Tentando responder esta pergunta, Beeson e Roberts em 1947 sugeriram que a 

resposta de tolerância ocorre por aumento do clearance de LPS (BEESON; ROBERTS, 1947), 

o que explicaria até o momento o porquê do sintoma clássico de febre induzido por infecção 

estar atenuado nos coelhos de seus trabalhos seminais.Todavia, esta resposta não ficou presa a 

esta explicação quando outros pesquisadores observaram que macrófagos hepáticos, também 

conhecidos como células de Kupfer, produzem pirógenos endógenos quando expostos a um 

pirógeno exógeno, mas que animais tolerantes não tem esta capacidade (DINARELLO; 

BODEL; ATKINS, 1968).  

 Atualmente, após 70 anos destas descobertas, sabe-se que as moléculas no plasma que 

induzem febre são as citocinas e as PGs produzidas pelas células imunes, principalmente 

macrófagos, contra os agentes infecciosos ou inflamatórios, conhecidos como pirógenos 

exógenos. Quanto à tolerância, muitas descobertas foram feitas. Hoje, já se há conhecimento 

de que a tolerância é um fenômeno extremamente complexo que envolve uma míriade de 

respostas periféricas e centrais integradas (BISWAS; LOPEZ-COLLAZO, 2009). Além disso, 

a atenuação dos sintomas clínicos clássicos de infecção na tolerância não é consequência da 

atenuação da resposta imune, mas sim da reprogramação neuroimune e endócrina do hospedeiro 

(BISWAS; LOPEZ-COLLAZO, 2009; LÓPEZ-COLLAZO; DEL FRESNO, 2013). Sabe-se 

com convicção que a tolerância ao LPS desencadeia a atenuação de determinadas citocinas pró-

inflamatórias como TNF-α, IL-1β e IL-6 (MUNOZ et al., 1991a, 1991b; DRAISMA et al., 

2009), mas também o aumento de anti-inflamatórias como, por exemplo, IL-10 e TGF-β 

(MONNERET et al., 2004; DRAISMA et al., 2009) em macrófagos, uma resposta fenótipica 

muito parecida com a de macrófagos M2. Estas respostas estão relacionadas com a atividade 

diminuída e a plasticidade do fator de transcrição NFκB em macrófagos tolerantes (BISWAS; 

LOPEZ-COLLAZO, 2009).  

 No desafio imune, o NFκB tem papel fundamental na regulação da codificação de 

genes de citocinas pró-inflamatórias e enzimas induzidas por LPS como a ciclooxigenase 2 

(COX2) (ROMANOVSKY; STEINER; MATSUMURA, 2006). Na fase inicial do desafio 

imune ao LPS, há o aumento da expressão de COX2 e seu substrato, a prostaglandina E2 (PGE2). 

Já durante a fase de resolução ou fase final da inflamação, observa-se um aumento adicional na 
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expressão de COX2 (WEST; HEAGY, 2002), sem aumentar a produção de PGE2, mas 

acompanhada do aumento da produção de PGD2 (GILROY et al., 1999), outro substrato de 

COX2. Na resposta do fator de transcrição NFκB é dependente da expressão de seus dímeros 

p50p50 e p65p50. Esta plasticidade de NFκB é bem descrita na sepse, uma condição letal 

induzida pela resposta imune incontrolada contra um agente infeccioso (RITTIRSCH; FLIERL; 

WARD, 2008). Sabe-se que na fase inicial da sepse há um aumento da expressão do 

heterodímero p65p50 e, consequentemente, um perfil de resposta mais pró-inflamatório. No 

entanto, na fase final da sepse há o aumento de homodímeros p50, os quais induzirão a 

expressão de moléculas mais anti-inflamatórias (ADIB-CONQUY et al., 2000). Este evento vai 

ao encontro com o observado em macrófagos nocaute para o homodímero p50, já que são 

incapazes de se tornarem tolerantes ao LPS (BOHUSLAV et al., 1998).  

 Estes últimos dados mostram que o aspecto translacional da tolerância ao LPS como 

modelo experimental para a fase final da resposta à sepse, a qual tem alto índice de mortalidade 

e, ainda, é pouco entendida (VERGADI; VAPORIDI; TSATSANIS, 2018). A maioria dos 

estudos sobre sepse foca na sua fase inicial, onde é observada uma produção incontrolada de 

citocinas inflamatórias e, portanto, de alta taxa de mortalidade. A fase seguinte da sepse está 

relacionada principalmente com a reprogramação da resposta imune ao agente infeccioso, sendo 

que esta reprogramação pode acarretar na inaptidão do sistema imune em combater infecções 

secundárias, o que explica a alta mortalidade de pacientes mesmo após a fase aguda da sepse. 

Vale ainda destacar que parte dos pacientes com sepse não apresentam resposta febril, o que 

pode ser explicado pelo fenômeno da tolerância (MARTINS et al., 2017).  

 De forma geral, o perfil inflamatório da periferia não é igual ao observado 

centralmente na tolerância ao LPS. Como descrito por alguns autores, a tolerância ao LPS 

atenua a produção de citocinas pró-inflamatórias na periferia, mas mantém a produção central 

aumentada (MONNERET et al., 2004; CHEN et al., 2005). Fica então a pergunta: como há o 

aumento na produção de citocinas pró-inflamatórias centralmente sem a produção de resposta 

febril? Infelizmente, não há resposta para esta pergunta. Entretanto, a reprogramação da 

resposta neuroimune e endócrina observada na tolerância e, provavelmente, uma 

reprogramação na produção de PGs centralmente são, de fato, possíveis explicações para este 

fenômeno. 

 Além das citocinas e PGs, é importante destacar o papel da produção dos 

glicocorticóides na tolerância. No caso, esta produção já foi descrita como atenuada 

(BUMILLER et al., 1999; BORGES et al., 2007) ou mantida aumentada (SZABÓ et al., 1994; 

CHEN et al., 2005; SORIANO et al., 2013). Entretanto, estas discordâncias nos achados podem 
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estar relacionadas ao protocolo utilizado para o desenvolvimento da tolerância, como a dose 

utilizada e o período entre os estímulos. Curiosamente, um dos trabalhos indicou que há um 

paralelo entre aumento na produção de corticosterona e aumento na produção de citocinas pró-

inflamatórias centralmente, mas não na produção de citocinas na periferia em ratos tolerantes 

ao LPS (CHEN et al., 2005). Os autores sugerem que o aumento do “estresse central” induzido 

pelo aumento de citocinas induz a maior produção de corticosterona em animais tolerantes. 

Quanto ao papel dos gasotransmissores na tolerância ao LPS, faremos uma breve revisão 

sobre o que foi encontrado na literatura para cada gasotransmissor. Para fins de padronização, 

esta revisão se baseou em estudos analisando a fase inicial da tolerância, i.e., a fase de 

reprogramação neuroimune e endócrina induzida pelo desafio com LPS. 

1.3.1 Participação do óxido nítrico (NO) na tolerância ao LPS  

Primeiro gás a ser descoberto endogenamente, o NO é produzido em grandes 

quantidades pela expressão da enzima óxido nítrico sintase induzível (iNOS) após exposição a 

endotoxina (HAUSER et al., 2005). Após uma revisão dos trabalhos descrevendo a produção 

de NO na tolerância ao LPS (Tabela 1), podemos sugerir que a produção de NO sistêmico é 

importante para o desenvolvimento da tolerância, mas não é para sua manutenção. Esta hipótese 

está fundamentada na maior produção de NO em desafios com somente uma reexposição ao 

LPS (FUJII et al., 2000; SPITZER; SPITZER, 2000; SPITZER et al., 2002; EBISAWA et al., 

2004; KIM; JANG; PARK, 2010; HE et al., 2014), sendo que a produção de NO é atenuada em 

protocolos com várias exposições ao LPS em roedores (SOSZYNSKI, 2002; CEREZO et al., 

2004; SORIANO et al., 2013; EFTEKHARI et al., 2014). Em discordância, outro trabalho 

observou que a atividade do óxido nítrico sintase (NOS) foi inibida em galinhas tolerantes 

reexpostas ao LPS uma única vez, indicando que a produção de NO está atenuada neste outro 

modelo animal logo na fase inicial da tolerância (CHANG et al., 1996). Quanto ao efeito do 

NO na ausência de resposta febril em animais tolerantes, foi observado que a inibição da iNOS 

tanto central quanto da periferia reverteu a resposta de tolerância febril, indicando seu efeito 

anti-pirético na tolerância (ALMEIDA et al., 1999; DIAS et al., 2005).   

 Outros trabalhos ainda analisaram o efeito central do NO na tolerância ao LPS. Foi 

observado que o NO produzido tanto perifericamente quanto centralmente tem efeito 

neuroprotetor na tolerância ao LPS (KAWANO et al., 2007; ORIO et al., 2007; LIN; WU; 

HUANG, 2010). A ação neuroprotetora de NO parece estar relacionada com o aumento da 
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atividade de iNOS na periferia e da óxido nítrico sintase endotelial (eNOS) central quando o 

insulto é realizado 24 h após uma única exposição ao LPS.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabela 1. Tolerância ao LPS e a produção de NO.  
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1.3.2 Participação do monóxido de carbono (CO) na tolerância ao LPS 

Somente dois trabalhos descrevem a participação de CO na tolerância ao LPS. O 

primeiro trabalho foi publicado por nosso laboratório indicando o efeito de CO central na 

tolerância ao LPS (RAFFAINI; DIAS; BRANCO, 2006). Neste trabalho seminal, a ausência de 

resposta febril observada na tolerância ao LPS foi revertida por meio da injeção de heme-

lisinato icv, uma droga indutora da via heme-oxigenase produzindo CO, sendo este efeito 

dependente de GMP cíclico. Estes dados sugerem que a produção de CO centralmente está 

diminuída na tolerância ao LPS. No outro trabalho (RIQUELME; BUENO; KALERGIS, 

2015), foi observado que o pré-tratamento com CO antes do desafio imune com LPS diminui a 

expressão de TLR-4 em células mielóides. Este dado indica que o CO produz efeito parecido 

com o observado em animais pré-tratados ao LPS e reexpostos a endotoxina após um período 

de tempo, onde a expressão de TLR-4 é atenuada.  

1.3.3 Participação do H2S na tolerância ao LPS 

Sabendo-se que a produção de H2S via aumento da atividade de CSE está aumentada na 

periferia após desafio imune (LI et al., 2005), Rios et al., (2016) analisaram se a produção de 

H2S induzido por CSE na periferia também estaria envolvida com a tolerância ao LPS. 

Intrigantemente, eles observaram que o H2S não tem efeito no desenvolvimento da tolerância 

ao LPS. Vale lembrar que nosso laboratório demonstrou que, durante o desafio imune, a razão 

de produção de H2S centralmente é atenuada (KWIATKOSKI et al., 2013), de forma contrária 

ao observado na periferia. Deste modo, sabendo-se da complexidade do fenômeno da tolerância 

ao LPS, nós avaliamos o papel do H2S hipotalâmico na tolerância ao LPS. 
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2 Objetivos 

2.1 Objetivo geral 

Avaliar se a resposta imune reduzida durante a tolerância ao LPS relaciona-se à 

produção endógena aumentada de H2S na AVPO.  

2.2 Objetivos específicos 

 Avaliar se a atividade dos termoefetores é desbloqueada por meio da inibição da 

produção de H2S centralmente em animais tolerantes;  

 Avaliar se a produção de PGs (PGE2, PGD2) na AVPO é modulada pelo bloqueio 

farmacológico da enzima produtora de H2S, especificamente, a CBS centralmente na 

tolerância ao LPS; 

 Avaliar se a produção sistêmica de citocinas (IL-1β, IL-6, TNF-α) é afetada pela 

inibição farmacológica da enzima CBS centralmente em animais tolerantes. 

 Analisar a possível modulação do eixo hipotálamo-hipófise-adrenal (HPA) por meio da 

inibição farmacológica da enzima CBS central de animais tolerantes. 

 Analisar a taxa de produção de H2S e o perfil de expressão da enzima CBS na AVPO 

de animais tolerantes. 
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3 Material e métodos 

3.1 Animais 

Ratos Wistar adultos (290-300 g) foram individualmente separados e mantidos em 

temperatura controlada de 29°C com ciclo de 12h claro/escuro com comida e água ad libitum. 

Todos os experimentos foram aprovados pelo Comitê de Ética Animal, da Faculdade de 

Odontologia de Ribeirão Preto (2016.1.393.58.1). Além disso, todos os protocolos e 

procedimentos cumpriram as recomendações do Guia para o Cuidado e Uso de Animais de 

Laboratório do Conselho Nacional para o Controle da Experimentação Animal (CONCEA). 

3.2 Drogas 

O LPS extraído de Escherichia coli (sorotipo 0111:B4, lote  #076K4020, Sigma-Aldrich, 

EUA) foi diluído em solução salina livre de pirógenos e injetado intraperitonealmente na dose 

de 100 μg.kg-1. O desafio imunológico e a tolerância à endotoxina foram induzidos com a 

administração de LPS, o que foi suficiente para ativar a sinalização febrigênica e a 

vasoconstrição da cauda, um importante termoefetor em ratos mantidos dentro da zona 

termoneutra (29ºC) (ROMANOVSKY; IVANOV; SHIMANSKY, 2002; KRALL et al., 2010). 

O inibidor da CBS, AOA, foi administrado no terceiro ventrículo dos animais para verificar se 

a inibição de H2S centralmente poderia abolir a tolerância à endotoxina. A droga foi dissolvida 

em solução salina livre de pirógenos até uma concentração final de 100 pmol.μl-1. AOA foi 

administrado por via intracerebroventricular no volume de 1 µl, como relatado anteriormente 

(KWIATKOSKI et al., 2013).  

3.3 Cirurgias 

Sete dias antes do experimento, foram implantados uma cânula icv e um mini datalogger 

intra-abdominal (SubCue, AB, Canadá) nos animais. Todos os procedimentos cirúrgicos foram 

realizados sob anestesia utilizando uma mistura de 10% de ketamina e 2% de xilazina (1:1; 

1ml.kg-1 de peso corporal) administrada por via intraperitoneal (ip). Proteção anti-

inflamatória/antibiótica com flunixina meglumina (0,1 ml por via subcutânea) e pentabiótica 
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(1.200.000 UI; 0,1 ml por via intramuscular) foram fornecidas. Em um campo cirúrgico 

asséptico, a cavidade intraperitoneal foi exposta através de uma laparotomia mediana para 

inserção do datalogger. A cavidade intraperitoneal foi fechada por sutura da camada muscular 

e cutânea ao final da cirurgia. Os animais foram posteriormente fixados ao estereotáxico com a 

barra do incisivo ajustada em -3,3 mm. As seguintes coordenadas foram atribuídas com 

referência ao bregma: ântero-posterior: -0,4 mm, lateral: 0 mm e dorsoventral: - 4,5 mm. As 

coordenadas foram obtidas de estudos anteriores em laboratório (KWIATKOSKI et al., 2013). 

A eficácia da colocação da cânula guia (22 GG; comprimento de 16 mm) no terceiro ventrículo 

foi verificada pelo fato de que o líquido cefalorraquidiano fluiu para fora da cânula guia 

subsequente à sua inserção. A cânula icv foi fixada no crânio com um parafuso de aço 

inoxidável e resina odontológica. A microinjeção de AOA icv (inibidor de CBS) foi realizada 

com o uso de uma seringa Hamilton de 5 µl (Hamilton Bonaduz Ag, Suíça) acoplada a uma 

extensão de tubo de polietileno conectada à uma agulha de 20 mm de comprimento. 

3.4 Grupos experimentais 

Os grupos experimentais foram distribuídos aleatoriamente. O peso corporal foi medido 

diariamente (7-8 da manhã) antes das injeções. O grupo naïve foi dividido em quatro subgrupos 

que receberam injeções icv de AOA ou seu veículo (sal) seguido da injeção de LPS ip ou seu 

veículo (sal). O grupo tolerante recebeu LPS ip diariamente por três dias, até ao 

desenvolvimento da tolerância à endotoxina verificada por meio da atenuação da febre (Fig. 2). 

No quarto dia, os animais tolerantes receberam AOA ou seu veículo (sal) icv antes da quarta 

injeção de LPS. Os ratos não tolerantes (grupos controle) receberam sal ip por quatro dias e no 

quarto dia receberam AOA ou sal icv antes da quarta injeção de sal ip. As amostras de plasma 

foram coletadas 2h após a última injeção de LPS durante o período efervescente de febre 

(KWIATKOSKI et al., 2013). 
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Fig. 1 Desenho experimental. Os animais foram separados em quatro grupos naïve sal, naïve lipopolissacarídeo 

(LPS), não tolerante e ratos tolerantes ao LPS no dia do experimento (indicado pela caixa azul). (A) Desenho 

experimental de ratos naïve. Ratos naïve não receberam injeções antes do dia experimental, ou seja, dia 1 (indicado 

pela caixa azul). Ratos naïve receberam ácido amino-oxiacético (AOA), inibidor da enzima cistationina β-sintase 

(CBS) ou seu veículo (sal) icv seguido pela injeção de sal ou LPS ip. (B) Desenho experimental de ratos não 

tolerantes e tolerantes. Ratos não tolerantes receberam veículo de LPS (sal) ip por três dias consecutivos antes do 

dia do experimento, ou seja, dia 4 (indicado pela caixa azul). Ratos tolerantes receberam LPS ip por três dias 

consecutivos antes do dia do experimento. Ratos não tolerantes e tolerantes receberam AOA ou seu veículo (sal) 

icv seguido pela injeção de sal ip (ratos não tolerantes) ou LPS (ratos tolerantes) ip no dia experimental, 

respectivamente. 

3.5 Medida indireta de termogênese sem tremor 

O consumo de oxigênio foi determinado em ratos conscientes e sem restrição, no estado 

alimentado e alojados em uma câmara selada individual. Os ratos foram adaptados ao aparato 

um dia antes e no dia do experimento por 20 minutos antes da medida do volume de O2 (VO2). 

As amostras de ar passaram por um analisador de oxigênio (OA 272; Saylor Servomex, Reino 

Unido). Para o cálculo do consumo de O2 (VO2), os dados de: FO2IN; fração de O2 na saída da 

câmara (FO2OUT), fluxo de ar em mililitros por minuto (AirFlow) e peso do animal em kg (PC) 

foram plotados para o cálculo. Foi utilizada a fórmula : VO2 = Fluxo de Ar (FO2IN - FO2OUT) 

.PC-1. 

3.6 Medida do índice de perda de calor (HLI, iniciais da sigla em inglês “heat loss index”) 

Tb, temperatura da pele da cauda (Tsk), e temperatura ambiente (Ta) foram adquiridas 

para o cálculo do HLI. A Tb foi adquirida pelo datalogger programado para o período do 
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experimento (dados de registro a cada 5 minutos) e extraído usando o software SubCue. A alta 

precisão dos dados de Tb foi alcançada usando os valores de calibração de cada datalogger 

fornecidos pela empresa. Uma câmera de sensibilidade termográfica (sensibilidade de 0,1°C; 

FLIR ONE; FLIR Systems Inc.) foi usada para medir o terço médio do comprimento da cauda 

como referência para a medida da temperatura cutânea (Tsk). A Ta foi mantida a 29°C e 

verificada a cada 30 min (min) usando um termômetro fixo à caixa. O HLI foi utilizado para 

avaliar as respostas termoefetoras da vasculatura da pele da cauda e calculado com base na 

fórmula: HLI = (Tsk-Ta).(Tb-Ta)-1. Os limites do HLI são 0 (vasoconstrição máxima da pele) 

e 1 (vasodilatação máxima) (ROMANOVSKY; IVANOV; SHIMANSKY, 2002).  

3.7 Aquisição da AVPO e plasma 

Os animais foram decapitados e o sangue do tronco foi coletado em tubos revestidos 

com anti-coagulante e imediatamente centrifugados (2000 g por 20 minutos a 4°C) 2h após a 

injeção de LPS/sal ip no período efervescente da febre, como relatado anteriormente  

(BLATTEIS; SEHIC, 1998). O cérebro foi removido e congelado instantaneamente (40 s) com 

isopentano resfriado com gelo seco. Cortes coronais do cérebro foram feitos com um micrótomo 

(Microm HM 505 E, Thermo Scientific, EUA). Três cortes coronais de 500 μm de espessura 

foram cortados na área anterior do hipotálamo, a AVPO bilateral foi perfurada com uma agulha 

de 16 GG, homogeneizada e centrifugada no tampão de lise apropriado. A concentração total 

de proteínas no homogenato foi medida com um kit de ensaio Bradford (Bio-Rad Laboratories, 

Munique, Alemanha). 

 

3.8 Dosagem de PGE2 e PGD2 

Amostras da AVPO foram homogeneizadas em tampão fosfato salino (PBS), pH 7,4, 

contendo EDTA (1 mM) e indometacina (10 µg/ml) e centrifugadas (18000 g por 10 min a 4 

ºC) para a coleta do sobrenadante. A dosagem de PGD2 e PGE2 foi determinada por kits ELISA 

e realizada de acordo com as instruções do fabricante (#514010 and #512011 Cayman 

Chemical). A concentração das proteínas no sobrenadante foi analisada pelo método de 

Bradford modificado (Bio-Rad Laboratories, EUA) e utilizada para a normalização dos 

resultados. 
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3.9 Dosagem de citocinas 

 As citocinas plasmáticas TNF-α, IL-1β, IL-6 foram analisadas por kits ELISA de acordo 

com as instruções dos fabricantes (rat DuoSet, R&D Systems, EUA). 

3.10 Dosagem de corticosterona 

 A corticosterona foi extraída de 25 μl de plasma sanguíneo através da adição de 1 ml de 

etanol 100%. A solução foi agitada e centrifugada (1200 rpm por 15 min à 4 °C). O 

sobrenadante foi coletado e liofilizado. Os níveis de corticosterona foram analisados por 

radioimunoensaio utilizando-se de um anticorpo anti-corticosterona (SigmaAldrich, St. Louis, 

MO, EUA). Os limites de detecção foram de 0,12 à 2000 μg.dL-1. 

3.11 Western Blot  

A expressão da proteína CBS relacionada com a síntese de H2S no AVPO foi medida 

usando o ensaio de imunotransferência. O tecido analisado foi removido do AVPO 

bilateralmente e homogeneizado a 4°C em tampão de lise (Tris – HCl 50 mM, pH 7,4, NaCl 

150 mM, Triton X-100 à 1%, Triton X-100 à 1%, SDS à 0,1%, 1 μg.mL-1 de aprotinina, 1 

μg.mL-1 de leupeptina, fluoreto de fenilmetilsulfonil 1 mM, ortovanadato de sódio 1 mM, pH 

10, pirofosfato de sódio 1 mM, pirofosfato de sódio 1 mM, fluoreto de sódio 25 mM e EDTA 

0,001 M - pH 8). O sobrenadante (40000 rpm por 10 min a 4°C) dos homogenatos de tecido foi 

coletado. Um total de 30 µg de proteína em alíquotas foi dissolvido em tampão de carga e as 

proteínas foram separadas por eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecilsulfato de 

sódio à 10%. As bandas de proteína foram então transferidas para membranas de nitrocelulose 

e incubadas em 50 mL de tampão de bloqueio (PBS, leite desnatado a 2,5%) por 1 h e lavadas 

em tampão (PBS, 0,1% Tween 20, pH 7,6). Após, as membranas foram incubadas com o 

anticorpo primário correspondente em albumina de soro bovino a 5% (BSA) e deixadas durante 

a noite a 4°C. O anticorpo primário CBS anti-camundongo monoclonal de coelho foi incluído 

(1:1000; Cell Signaling Technology, Beverly, MA). Depois disso, as membranas foram lavadas 

e incubadas com o anticorpo secundário anti-coelho conjugado com peroxidase de rábano 

silvestre (CBS) (1:5000; Dako, Glostrup, Dinamarca) por 1h em temperatura ambiente. As 

proteínas marcadas foram reveladas usando substrato quimioluminescente Supersignal West 
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Pico (Pierce, Rockford, IL, EUA). Utilizando um tampão de remoção (100 mM de 20-

mercaptoetanol, dodecilsulfato de sódio a 2%, Tris-HCl 62,5 mM, pH 6,8), as membranas 

foram recuperadas (30 min a 50°C) para remoção e nova sondagem. Para regular a equivalência 

da carga ou transferência de proteínas, as membranas foram embebidas com TBS-T antes do 

bloqueio e incubadas com anticorpo primário monoclonal contra anti-GAPDH (1:5000, Sigma-

Aldrich, em 5% de BSA) e deixadas durante a noite à 4°C. 

3.12 Taxa de produção de H2S na AVPO 

Os níveis de H2S na AVPO foram determinados conforme descrito anteriormente em 

nosso laboratório (56,57). As amostras de AVPO foram homogeneizadas em tampão fosfato de 

potássio (100 mM; pH 7,4) usando o microprocessador de laboratório (VirTis, Gardiner, NY, 

EUA). Cada amostra (50% p/v; 100 μl) continha L-cisteína (10 mM; 20 μl), 5'-fosfato de 

piridoxal (2 mM; 20 μl) e PBS (30 μl). A reação foi realizada em tubos eppendorf selados com 

parafina e transferidos para um banho à 37° C para incubação (2 h). Foi adicionado acetato de 

zinco (1% p/v; 100 μl) para capturar H2S produzido, seguido por ácido tricloroacético (10% 

p/v; 100 μl) para precipitar as proteínas e subsequentemente bloquear a reação. Sulfato de N, 

N-dimetil-p-fenilenodiamina (20 mM; 50 μl) em HCl 7,2 M, seguido de FeCl3 (30 mM; 50 μl) 

em HCl 1,2 M foram adicionados a 50 μl do sobrenadante após a centrifugação e a densidade 

óptica foi medido a 670 nm. A curva de calibração da absorvância foi alcançada usando 

soluções de NaHS (#161527, Sigma-Aldrich, EUA; 0,1–100 μg.ml-1). As amostras foram 

testadas usando um reagente de corante protéico (Bio-Rad Laboratories; Hercules, CA, EUA) 

para determinar o teor de proteína. 

 

3.13 Estatísticas 

As análises estatísticas utilizadas para cada teste estão completamente descritas na 

tabela suplementar. A distribuição normal foi analisada para todos os dados e testes não 

paramétricos foram realizados quando necessário. As figuras e estatísticas foram preparadas 

usando o software Prism (versão 8.0; GraphPad Software Inc.). Os experimentos e cirurgias 

foram realizados pelo autor mais especializado de cada técnica para diminuir as variabilidades. 

Um cálculo de potência foi utilizado (α = 0,05 e β = 0,8) para estimar o número do grupo. Um 
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estudo piloto (Dados Suplementares) foi utilizado para verificar a indução de tolerância e 

antecipar os valores para o cálculo da potência. As PGs plasmáticas são expressas com o log de 

seus níveis. A análise densitométrica dos Western blots foi realizada usando ImageJ. Os dados 

de western blot foram normalizados usando GAPDH e os dados representados como expressão 

relativa (CBS.GAPDH-1). Todos os outros dados foram expressos com a média ± SEM. 

 

4 Resultados 

4.1 Desenvolvimento da tolerância ao LPS 

Para análise do desenvolvimento da tolerância ao LPS foi feito a medida das alterações 

na Tb de animais tratados sistemicamente com LPS na dose de 100 μg.kg −1 (ip) ou seu veículo, 

salina (sal) ip (Fig. 2). Primeiramente, os animais foram aclimatados a 29°C uma temperatura 

relativamente alta dentro da zona termoneutra de ratos Wistar. No primeiro dia do tratamento, 

os animais que receberam LPS desenvolveram febre característica de animais desafiados 

imunologicamente com uma dose baixa de LPS aclimatados a uma temperatura alta dentro da 

zona termoneutra. Como podemos observar, a injeção do veículo de LPS não alterou a 

temperatura corporal comparada a temperatura antes de sua injeção. Ao segundo dia do 

tratamento com LPS, a reposta febril dos animais foi atenuada comparada com a resposta 

observada ao primeiro dia. Ao terceiro dia, animais que receberam pela terceira vez LPS 

sistemicamente tiveram sua resposta térmica similar ao observado em animais que receberam 

seu veículo por 3 dias, i.e. a resposta febril foi suprimida e, portanto, a tolerância foi induzida. 
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Fig. 2 Desenvolvimento da tolerância ao lipopolissacarídeo (LPS). Os animais foram separados em grupos que 

receberam salina ou LPS ip por três dias consecutivos numa dose capaz de produzir resposta febril ao primeiro 

desafio imunológico (100 μg.kg−1). Durante este período foi analisada a resposta térmica após as injeções. A 

tolerância ao LPS foi confirmada após a observação de ausência de resposta febril em animais expostos 

repetidamente ao LPS (dia 3). 

 

4.2  Efeito da inibição de CBS hipotalâmico na temperatura corporal (Tb), no consumo de O2 

e no HLI de animais naïve LPS e tolerantes ao LPS 
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Inicialmente, foi feita a avaliação se a inibição do H2S hipotalâmico alteraria a Tb de 

ratos eutérmicos com a injeção de AOA (inibidor de CBS) icv. Como podemos observar nas 

Fig. 3A, gráfico superior, animais que receberam AOA icv não tiveram alterações na 

temperatura corporal. Além disso, nós também avaliamos especificamente qual termoefetor 

estaria sendo ativado para indução do aumento da temperatura corpórea por meio da medida 

indireta de termogênese sem tremor (estimado pelo consumo de O2) ou aumento do tônus 

vasomotor cutâneo analisado pela diminuição do HLI (usando termografia de cauda, Tb e 

temperatura ambiente). No caso destes animais, como não houve alteração na temperatura 

corporal, nenhuma resposta termoefetora foi alterada como pode ser observado na Fig. 3B e C, 

gráficos superiores. Seguindo o mesmo raciocínio, animais naïve que receberam injeções de sal 

ip e sal icv não apresentaram diferenças na temperatura corporal (Fig. 3A, gráfico superior) e, 

portanto, nenhum termoefetor foi positivamente regulado, i.e. não houve ativação de 

termogênese sem tremor (Fig. 3B, gráfico superior) ou diminuição do HLI induzido por 

aumento do tônus vasomotor cutâneo (Fig. 3C, gráfico superior). 

Para ratos naïve LPS, uma resposta febril típica foi desenvolvida após administração de 

uma dose relativamente baixa de LPS (100 μg.kg −1 ip) em comparação com ratos naïve que 

receberam salina (Fig. 3A). A resposta febril induzida por LPS em ratos naïve resultou de um 

HLI reduzido (Fig. 3C, gráfico inferior), sem contribuição da termogênese sem tremor (Fig. 3B, 

gráfico inferior). Ratos naïve LPS com injeção de AOA icv tiveram um ligeiro aumento na Tb 

em comparação com ratos naïve LPS tratados com sal icv 165 minutos após LPS injeção (Fig. 

3A, gráfico inferior). Após esta análise, a seguinte pergunta foi levantada: H2S central 

modularia a tolerância à febre induzida por LPS per se? Para verificar esta possibilidade, a 

tolerância ao LPS foi desenvolvida após injeções repetidas de LPS (4 × LPS). A tolerância foi 

confirmada pela ausência de febre em animais tolerantes tratado com sal icv (Fig. 3D). Além 

disso, AOA foi administrado antes do LPS em ratos tolerantes e um aumento na Tb foi 

observada em comparação aos ratos tolerantes ao LPS que receberam sal icv (Fig. 3D, gráfico 

inferior). A resposta febril ao LPS em ratos tolerantes tratados com AOA foi resultante do 

aumento da termogênese sem tremor (Fig. 3E, gráfico inferior) e HLI diminuído (Fig. 3F, 

gráfico inferior), indicando que H2S central modula ambos termoefetores na tolerância ao LPS 

em ratos. Não foram observadas diferenças entre os grupos que receberam injeções repetidas 

de sal, independentemente do tratamento icv, na Tb (Fig. 3D, gráfico superior), na termogênese 

sem tremor (Fig. 3E, gráfico superior) e no HLI (Fig. 3F). 
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Fig. 3 Efeito da microinjeção do inibidor da enzima cistationina β-sintase, ácido aminooxiacético (AOA) 

intracerebroventricularmente (icv) na temperatura corporal (Tb; Fig. 3A e D); no consumo de O2 (Fig. 3B e E) e 

no índice de perda de calor (HLI; Fig. 3C e F) em animais naïve injetados lipopolissacarídeo (LPS) (1 × LPS) ou 

seu veículo (1xsal) e tolerantes ao LPS (4 × LPS) ou com a injeção repetida de seu veículo (4xsal). LPS (100 μg.kg 

−1 ip) ou seu veículo (solução salina ip) foi injetado no tempo zero (indicado pelas setas nas Figuras 3A e E). A 

microinjeção da AOA (inibidor da cistationina Y-liase) ou seu veículo (sal) icv foi realizada imediatamente antes 

do LPS ou do seu veículo (sal) ip. N = 5‐8. Dados representados pela média ± SEM. * P < 0,05, † P <0,01 e ‡ P < 

0,001 vs. grupo controle, mesmo gráfico. 

 

4.3 Efeito da inibição de H2S hipotalâmico nos níveis de PGs na AVPO e plasmáticos em 

animais naïve LPS e tolerantes ao LPS  

 

Para investigarmos os mecanismos da resposta febril induzida em animais tolerantes ao 

LPS quando tratados com AOA icv, os níveis de PGs na AVPO também foram medidos, uma 
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vez que a AVPO tem papel fundamental na modulação da ativação dos termoefetores. Além 

disso, examinamos os níveis plasmáticos das PGs, uma vez que são fundamentais para as 

respostas termorregulatórias induzidas por LPS. Ao contrário da PGE2, a PGD2 é reconhecida 

por seu papel criogênico e também foi analisada (KRALL et al., 2010). 

A microinjeção de AOA icv não causou efeito na produção de de PGE2 na AVPO e no 

plasma (Fig. 4a) ou mesmo na produção de PGD2 (Fig. 4c) em comparação aos animais naïve 

salina que receberam sal icv. Não foram observadas diferenças entre tratamento com AOA ou 

sal icv na produção de PGE2 (Fig. 4b) e PGD2 (Fig. 4d) na AVPO ou no plasma de ratos não 

tolerantes. Estes dados indicam que a inibição hipotalâmica do H2S não causa efeitos na 

produção de PGs em ratos naïve ou não tolerantes. 

Conforme descrito na literatura, ratos naïve LPS tratados com sal icv tiveram aumento 

nos níveis de PGE2 (Fig. 4a) e PGD2 (Fig. 4c) na AVPO e no plasma. O tratamento com AOA 

icv em ratos naïve LPS causou um ligeiro aumento nos níveis de PGE2 na AVPO (Fig. 3a) e 

uma diminuição nos níveis de PGD2 na AVPO (Fig. 4c) sem alterar os níveis plasmáticos de 

PGE2 (Fig. 4A) e PGD2 (Fig. 4c) em comparação aos ratos naïve LPS tratados com sal icv. 

Animais tolerantes ao LPS tratados com sal icv apresentaram baixos níveis de PGE2 na 

AVPO e no plasma, resultados semelhantes aos observados em ratos tratados repetidamente 

com sal ip (Fig. 4b). Entretanto, foi observado um aumento nos níveis de PGE2 na AVPO e 

plasmáticos quando o LPS foi combinado com a administração de AOA icv em ratos tolerantes 

(Fig. 4b). Além disso, os ratos tolerantes ao LPS tiveram um aumento nos níveis de PGD2 na 

AVPO e no plasma que foram diminuídos pela administração de AOA icv (Fig. 3d). Estes dados 

indicam que o H2S centralmente desempenha um papel fundamental na modulação da resposta 

imune em ratos tolerantes ao LPS, regulando positivamente a principal molécula pirética 

(PGE2) e, simultaneamente, regulando negativamente uma molécula criogênica (PGD2). 
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Fig. 4 Níveis de PGs na área pré-ótica ântero-ventral do hipotálamo (AVPO) e no plasma de animais que receberam 

lipopolissacarídeo (LPS) naïve (1×LPS) ou de animais tolerantes ao LPS (4×LPS) e o efeito da microinjeção 

central do inibidor da enzima cistationina β‐sintase, ácido amino-oxacético (AOA). Os níveis de PGE2 e PGD2 na 

AVPO e no plasma foram analisados 2 h pós-injeção de solução salina ou LPS na dose de 100 μg.kg−1 ip. (A) 

Níveis de PGE2 na AVPO e no plasma (na forma logarítmica) em ratos naïve que receberam lipopolissacarídeo 

(LPS) (1×LPS) ou seu veículo (1xsal) com microinjeção de AOA ou seu veículo (sal) icv. (B) Níveis de PGE2 na 

AVPO e no plasma (na forma logarítmica) em ratos tolerantes ao lipopolissacarídeo (4×LPS) ou seu veículo (4xsal) 

com microinjeção de AOA ou seu veículo (sal) icv. (C) Níveis de PGD2 na AVPO e no plasma (na forma 

logarítmica) em ratos naïve que receberam lipopolissacarídeo (LPS) (1×LPS) ou seu veículo (1xsal) com 

microinjeção de AOA ou seu veículo (sal) icv.(D) Níveis de PGD2 na AVPO e no plasma (na forma logarítmica) 

em ratos tolerantes ao lipopolissacarídeo (4×LPS) ou seu veículo (4xsal) com microinjeção de AOA ou seu veículo 

(sal) icv. As barras representam a média ±SEM de cada grupo. Grupos com dados não detectáveis (nd) não foram 

incluídos nas estatísticas. N = 5‐8. * P < 0,05 e ‡ P < 0,0001. 
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4.4 Efeitos da inibição central de H2S nos níveis plasmáticos de citocinas em animais naïve 

LPS e tolerantes ao LPS 

 

Como relatado anteriormente, (KRALL et al., 2010; NOGUEIRA et al., 2017) ratos 

naïve sal e não tolerantes apresentaram níveis plasmáticos indetectáveis de TNF-α (Fig. 5a e 

b). Por outro lado, foi observado um aumento nos níveis plasmáticos de TNF-α em ratos naïve 

LPS (Fig. 5a). Este aumento induzido por LPS nos níveis de TNF-α plasmáticos foi reduzido 

em ratos naïve LPS tratados com AOA icv (Fig. 4a), indicando que o H2S regula positivamente 

os níveis plasmáticos de TNF-α em animais naïve LPS. Por outro lado, os aumentos induzidos 

por LPS nos níveis de IL-6 e IL-1β no plasma não foram afetados pela administração de AOA 

icv, indicando que o H2S não desempenha nenhum papel na modulação hipotalâmica nos níveis 

de IL-6 e IL-1β no plasma em animais naïve LPS (Fig. 5c, d , e e f). 

Essencialmente, ratos tolerantes ao LPS e ratos não tolerantes ao sal (Fig. 5b, d e f) 

apresentaram níveis indetectáveis de citocinas no plasma e o tratamento com AOA icv em ratos 

tolerantes ao LPS não reverteu a imunossupressão observada em ratos tolerantes ao LPS 

tratados com sal icv. 
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Fig. 5 Níveis plasmáticos de citocinas em animais naïve que receberam lipopolissacarídeo (1×LPS) e animais 

tolerantes ao LPS (4×LPS) e o efeito da inibição da cistationina β-sintase centralmente usando ácido 

aminooxiacético (AOA). Os níveis de citocinas plasmáticas foram verificados 2 h após a injeção de salina ou LPS 

na dose de 100 μg.kg−1 ip subesequente a microinjeção central de AOA ou solução salina. Níveis plasmáticos de 

TNF‐α em ratos com uma injeção de LPS (A) ou tolerantes ao LPS (B). Níveis plasmáticos de IL‐6 em ratos com 

uma injeção de LPS (C) ou tolerantes ao LPS (D). Níveis plasmáticos de IL ‐ 1β em em ratos com uma injeção de 

LPS (E) ou tolerantes ao LPS (F). As barras de erro exibem a média  ±SEM. Grupos com dados não detectáveis 

(nd) não foram incluídos nas estatísticas. N = 5‐8. * P < 0,05 e † P < 0,01. 

 

4.5 Efeitos da inibição central da CBS nos níveis plasmáticos de corticosterona em animais 

naïve LPS e tolerantes ao LPS 

 

A corticosterona plasmática desempenha um papel criogênico durante a inflamação 

sistêmica (COELHO; SOUZA; PELÁ, 1992). Medimos os níveis plasmáticos de corticosterona 

relativamente reduzidos em ratos sal naïve, independentemente do tratamento icv (Fig. 6). Por 
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outro lado, os ratos naïve LPS apresentaram níveis aumentados de corticosterona plasmático 

em comparação com ratos naïve sal (Fig. 6). 

Ratos tolerantes ao LPS que receberam sal icv também apresentaram níveis aumentados 

de corticosterona no plasma em comparação com os ratos não tolerantes que receberam sal icv 

(Fig. 6). Não foram observadas diferenças nos níveis plasmáticos de corticosterona entre os 

animais naïve LPS e tolerantes ao LPS. Além disso, a injeção de AOA icv causou um aumento 

adicional nos níveis plasmáticos de corticosterona tanto em ratos naïve LPS quanto em 

tolerantes ao LPS (Fig. 6). 

 

Fig. 6 Níveis plasmáticos de corticosterona em animais naïve injetados lipopolissacarídeo (1xLPS) e tolerantes ao 

LPS (4x LPS) e o efeito da microinjeção central do inibidor da cistationina β-sintase (CBS), ácido aminooxiacético 

(AOA). Níveis plasmáticos de corticosterona 2 h pós-salina ou injeção de LPS na dose de 100 μg.kg− 1 ip com 

inibição central de CBS com AOA ou solução salina. As barras exibem a média   ± SEM. N = 5‐8. * P < 0,05 e ‡ P 

< 0,001. 

 

4.6  Expressão da proteína CBS na AVPO e taxa de produção de H2S em animais naïve LPS e 

tolerantes ao LPS 

 

Kwiatkoski et al. (2013) observaram uma diminuição na taxa de produção de H2S na 

AVPO 2h após a injeção de LPS em ratos naïve LPS usando a mesma dose de LPS deste 

trabalho. Aqui, observamos que a expressão da proteína CBS na AVPO de animais naïve LPS 

não aumentou significativamente 2 h após a injeção de LPS, de acordo com a observação de 

nossos dados. Vinte e quatro horas após a injeção de LPS em ratos naïve, os níveis de H2S na 

AVPO estavam aumentados nos animais naïve LPS (Fig. 7e), seguidos por um ligeiro aumento 

na expressão da proteína AVPO CBS (Fig. 7c). Esses dados indicam que a diminuição da 

produção de H2S hipotalâmico ocorre apenas nas primeiras horas após a injeção de LPS sem 
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alterar a expressão de CBS (Fig. 7c), mas há um aumento na produção de H2S 24 h mais tarde 

(Fig.6f), provavelmente pela liberação de H2S de algumas proteínas. Posteriormente, após 

injeções repetidas de LPS, é observada uma expressão aumentada de CBS 2 e 24 h após a última 

injeção de LPS (Fig. 7c). Aliás, a taxa de produção de AVPO H2S permanece alta 24 horas após 

a última injeção de LPS em ratos tolerantes ao LPS (Fig. 7d). A expressão aumentada de CBS 

na AVPO não depende do tempo, conforme indicado pela ANOVA (por mais detalhes, consulte 

a tabela complementar). A expressão de CBS na AVPO aumentou quase 50% em animais 

tolerantes ao LPS em comparação com os ratos naïve, independentemente do tempo de injeção 

de LPS ou sal (Fig. 7e). 

 

Fig. 7 Perfil de expressão de cistationina β-sintase (CBS) na área pré-ótica ântero-ventral do hipotálamo (AVPO) 

e razão de produção de sulfeto de hidrogênio (H2S) na AVPO em animais naïve injetados LPS (1xLPS) ou 

tolerantes ao LPS (4xLPS). Expressão de CBS na AVPO 2 ou 24h após injeção de solução salina ou LPS em ratos 

LPS naïve (1xLPS) ou tolerantes ao LPS (4xLPS). (A) Bandas representativas de western blot mostrando 

qualitativamente a expressão de CBS na AVPO 2 h após a injeção de LPS ou seu veículo (sal). (B) bandas 

representativas de western blot mostrando qualitativamente a expressão de CBS na AVPO 24h após a injeção de 

LPS ou seu veículo. (C) A expressão de CBS no AVPO em animais LPS naïve (1×LPS) e tolerantes ao LPS 

(4xLPS) foram analisadas usando western (N = 3-5). A média está representada pelo sinal de mais (+). (D) análise 
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densitométrica da expressão de CBS na AVPO normalizada pela proteína constitutiva GAPDH. (E) análise 

densitométrica da expressão de CBS na AVPO normalizada pela proteína constitutiva GAPDH e ilustrada pela 

porcentagem de expressão comparada ao grupo salina. (f) Razão de produção de H2S em animais com uma injeção 

de LPS (1xLPS) ip ou tolerantes ao LPS (4xLPS). As barras de erro exibem SEM. N = 4-7. * P < 0,05 e † P < 0,01 

vs grupo salina. 

 

 

5 Discussão 

Os presentes dados são consistentes com a noção de que a tolerância à endotoxina é 

resultante, dentre outros mecanismos, do aumento do H2S produzido endogenamente na AVPO, 

pois demonstramos que: (a) a expressão de CBS e a taxa de produção de H2S na AVPO 

aumentam em animais tolerantes ao LPS, (b) a inibição farmacológica da CBS hipotalâmica 

em ratos tolerantes ao LPS é capaz de montar uma resposta febril normal; (c) a febre foi 

acompanhada pela redução do índice de perda de calor e (d) aumento NST, indicando que esses 

termoefetores estão silentes, mas não prejudicados durante a tolerância à endotoxina. 

Curiosamente, esse conjunto consistente de descobertas foi observado como independente de 

algumas citocinas febrigênicas periféricas importantes, uma vez que a injeção de LPS não 

induziu aumento nas citocinas plasmáticas (TNF-α, IL-6 e IL-1β) após a inibição hipotalâmica 

da CBS em animais tolerantes ao LPS. Por outro lado, outro conjunto de resultados indica que 

os níveis de PGE2 e PGD2 na AVPO e no plasma foram de fato consistentemente afetados pela 

inibição hipotalâmica da CBS (Fig. 3) e medeia o efeito da inibição hipotalâmica da CBS na 

tolerância, ou seja, não apenas a produção aumentada de PGE2  plasmática observada em ratos 

naïve LPS foi restabelecida em ratos tolerantes ao LPS tratados com AOA icv, mas também o 

aumento de PGD2 em ratos tolerantes ao LPS foi revertido pelo mesmo tratamento. 

Especulamos que a inibição de mecanismos centrais que envolvem a sinalização 

neuronal pelos astrócitos geradores de H2S (TAN; WONG; BIAN, 2010) é de fato um 

mecanismo poderoso e eficaz para reverter a tolerância à endotoxina regulando positivamente 

a produção de PGE2 e negativamente a de PGD2 (Fig. 3). Além disso, conjecturamos que essas 

descobertas interessantes com o inibidor da CBS fornecem evidências sólidas que nos permitem 

sugerir que o H2S é uma molécula antipirética endógena muito poderosa que atua a nível central 

durante a tolerância à endotoxina. 

No encéfalo, o H2S é produzido principalmente pela enzima CBS, que está expressa 

principalmente em astrócitos (TAN; WONG; BIAN, 2010). Essas células interagem de forma 

recíproca com os neurônios (CARMIGNOTO, 2000; KIMURA; SHIBUYA; KIMURA, 2012), 
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ou seja, astrócitos da vizinhança podem ser ativados por aumento da atividade neuronal e que, 

por sua vez, podem controlar a atividade sináptica neuronal. Tais interações recíprocas também 

podem ocorrer entre astrócitos e neurônios da AVPO, determinando a geração e modulação da 

febre (FELEDER; PERLIK; BLATTEIS, 2004; BLATTEIS, 2006).  

A interação da periferia com mecanismos centrais mediadores da resposta imune é 

bidirecional (ORDOVAS-MONTANES et al., 2015). Para investigar a ação periférica do H2S 

hipotalâmico na tolerância à endotoxina, determinamos os níveis plasmáticos de PGE2, PGD2, 

TNF-α, IL-1β, IL-6 e corticosterona (Fig. 4, 5, 6). Verificou-se que a inibição do H2S 

hipotalâmico não alterou os níveis diminuídos dessas citocinas em animais tolerantes (Fig. 5), 

enquanto que foi capaz de modular os níveis de PGE2, PGD2 (Fig. 4) em animais tolerantes ao 

LPS. Curiosamente, parece que animais tolerantes ao LPS têm os níveis plasmáticos de PGE2 

reduzidos e os níveis de PGD2 mantidos relativamente altos em comparação com ratos naïve 

LPS no plasma (Fig. 4). 

Kwiatkoski et al. (2013) observaram que o H2S desempenha um papel inibitório na 

produção de PGE2 no hipotálamo. Além do mais, existem evidências indicando que a PGE2 

centralmente desempenha um papel importante na ativação simpática esplâncnica induzida por 

LPS e, simultaneamente, na atividade simpática esplênica (KENNEY; GANTA, 2014), que 

causa menor produção de TNF-α através da ativação de células T colinérgicas no baço e, 

consequentemente, a inibição de macrófagos pela ativação de receptores α 7nAchR (TRACEY, 

2002; MARTELLI et al., 2014). Portanto, esse é um mecanismo plausível para explicar como 

a inibição hipotalâmica da produção de H2S pode regular os níveis circulantes de TNF-α. 

Em conformidade com o estudo anterior (KWIATKOSKI et al., 2013), observamos que 

a inibição de CBS na região hipotalâmica estava associada ao aumento dos níveis hipotalâmicos 

de PGE2 em ratos tolerantes ao LPS (Fig. 4B), que é conhecido por causar uma estimulação 

simpática (KENNEY; GANTA, 2014) e uma subseqüente regulação positiva da produção 

periférica de PGE2 (VIKSE et al., 1985; NAGARAJA et al., 2016). Especulamos que esse 

mecanismo explique como a inibição hipotalâmica da produção de H2S regula os níveis 

circulantes de PGE2. 

Observou-se que os níveis plasmáticos de corticosterona são altos em ratos naïve LPS 

e tolerantes ao LPS (Fig. 6). Foi documentado que o H2S central causa despolarização dos 

neurônios paraventriculares e, consequentemente, uma liberação crescente de corticosterona 

(DELLO RUSSO et al., 2000; DAWE et al., 2008), indicando que a taxa de produção 

aumentada de H2S pode desempenhar uma ação excitatória no eixo HPA durante a endotoxemia 

(Fig. 6). Vale ressaltar que a corticosterona é um hormônio que desempenha um papel anti-
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inflamatório importante, incluindo um efeito antipirético durante a inflamação sistêmica 

(COELHO; SOUZA; PELÁ, 1992). Por outro lado, também observamos que a inibição da CBS 

hipotalâmica está associada ao aumento nos níveis plasmáticos de corticosterona (Fig. 6). Esta 

resposta pode ser explicada pela interação neuroimune de PGE2 ativando eixo hipotálamo-

hipófise (SAPER; ROMANOVSKY; SCAMMELL, 2012). Especulamos que o aumento da 

produção de PGE2 após a inibição da CBS tenha um efeito preponderante, modulando o eixo 

HPA em relação ao próprio gasotransmissor em ratos tolerantes ao LPS. Além disso, os níveis 

de corticosterona ainda eram altos em ratos tolerantes ao LPS (Fig. 6) e a inibição hipotalâmica 

do H2S aumentaram ainda mais a produção de corticosterona em ratos tolerantes ao LPS, 

indicando seu papel no controle dos níveis de corticosterona durante o desafio imune com LPS. 

Além de atuar inibindo a enzima CBS, o AOA inibe parcialmente a CSE e o ácido γ-

aminobutírico (GABA) (LÖSCHER, 1981), o que não exclui o papel da CBS centralmente na 

tolerância à endotoxina. Um estudo anterior do nosso grupo (KWIATKOSKI et al., 2013) 

documentou que a inibição hipotalâmica de CBS com AOA causou uma diminuição na taxa de 

produção de AVPO H2S, enquanto o doador H2S causou uma resposta oposta em ratos que 

receberam LPS, indicando que o efeito de AOA é realmente mediado pela síntese de H2S. Além 

disto, foi relatado que a inibição gabaérgica central leva ao aumento nos níveis plasmáticos de 

corticosterona (ROLAND; SAWCHENKO, 1993), o que não foi observado no presente estudo 

(Fig. 6). Portanto, é muito improvável que os efeitos observados da AOA no presente estudo 

tenham sido mediados por GABA. 

Atuando sistemicamente, o H2S tem desempenhado um papel neuroprotetor em ratos e 

camundongos em modelo de lesão cerebral por trauma (ZHANG et al., 2014; KARIMI et al., 

2017). Este efeito pode resultar de uma ação anti-inflamatória do gás, uma vez que o tratamento 

com H2S induzindo hipotermia atenua a expressão da NFκB no modelo de oclusão duradoura 

da artéria cerebral média (FLORIAN et al., 2008). Kwiatkosky et al. (2013) documentaram que 

o H2S é uma molécula antipirética endógena poderosa que pode atuar através da supressão da 

síntese de PGE2 e/ou estimulação da produção de AMPc no hipotálamo, com base em dados 

obtidos usando o modelo de desafio imune induzido por LPS, fortalecendo o efeito antipirético 

e sugerindo seu efeito neuroprotetor. Vale destacar que, como observado por outros autores, a 

tolerância induz neuroinflamação além da resposta inflamatória de baixo grau na periferia 

(MONNERET et al., 2004; CHEN et al., 2005). Assim, podemos especular que o H2S seja 

responsável não só por bloquear a resposta febril, mas também por reprimir uma resposta 

neuroinflamatória ainda maior induzida pelo desafio imunológico crônico.  
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Os mecanismos moleculares de tolerância à endotoxina na periferia foram bem 

caracterizados (WEST; HEAGY, 2002; BISWAS; LOPEZ-COLLAZO, 2009; LÓPEZ-

COLLAZO; DEL FRESNO, 2013). Existem poucos relatos em relação aos mecanismos 

centrais de tolerância à endotoxina, embora esse tópico tenha sido adequadamente abordado em 

importantes estudos recentes na literatura (BEUREL; JOPE, 2010; NORDEN et al., 2016). 

Além do mais, em um experimento elegante, enquanto os neurônios e a astroglia são afetados 

pela neuroinflamação crônica, a microglia falha no desenvolvimento da tolerância à endotoxina 

(CHU et al., 2016). Os autores concluíram que a ausência de tolerância microglial pode ser 

importante para os mecanismos patogenéticos envolvidos no dano neuronal associado à 

inflamação. Contudo, estes experimentos foram conduzidos com abordagem in vitro e, 

portanto, pode não refletir as observações de um experimento in vivo o desafio ao LPS. 

Especulamos que a tolerância à endotoxina pode ativar os astrócitos, aumentando a produção 

de H2S centralmente. Em níveis elevados, esta molécula pode modular negativamente a 

produção de mediadores inflamatórios por micróglias e neurônios, principalmente PGE2, e 

anular a resposta febril, como conseqüência. 

6 Conclusão 

Em resumo, o presente estudo conclui que: (a) durante a tolerância ao LPS, é observada 

atividade termoefetora silente, mas não prejudicada, incluindo a atividade simpática que inerva 

o tecido adiposo marrom responsável para termogênese sem tremor e o tecido cutâneo da cauda 

responsável pela perda de calor (Fig. 3); (b) os níveis plasmáticos de PGs são drasticamente 

alteradas durante a tolerância à endotoxina, ou seja, foi reduzida a produção de PGE2 induzida 

por LPS e aumentada a de PGD2 (Fig. 4); (c) as citocinas plasmáticas estão em seus níveis nadir 

(Fig. 5); e, (d) os níveis plasmáticos de corticosterona estão mantidos alto (Fig. 6). 

Reconciliando estes dados, sugerimos que tolerância febril não é simplesmente um reflexo da 

ausência as citocinas plasmáticas aumentadas, mas um fenômeno de múltiplos níveis e de 

mecanismos distintos. A maioria dessas mudanças observadas em ratos tolerantes parece 

depender do aumento da produção de H2S hipotalâmico (Fig. 7), uma vez que a inibição da 

CBS restaurou as respostas dos termoefetores ao LPS (Fig. 3); causou o aumento nos níveis de 

PGE2 plasmáticos e diminuição dos níveis plasmáticos de PGD2 (Figura 3); e causou aumento 

dos níveis plasmáticos de corticosterona (Fig. 6), no entanto, os níveis de citocinas plasmáticas 

não foram afetados (Fig. 5).  
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A melhor compreensão dos mecanismos envolvidos na tolerância à endotoxina pode 

fornecer uma estratégia terapêutica baseada na produção de H2S hipotalâmico para prevenir os 

danos teciduais causados pelo desafio imunológico crônico. 
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