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RESUMO 

 
 

 
A citoglobina (Cybg) é uma proteína descoberta há pouco mais de uma década por 

um grupo de pesquisadores no Japão. Desde a sua descoberta, muitos estudos foram 

realizados para compreender seu papel funcional, entretanto este permanece pouco 

esclarecido. Esta proteína é expressa em diversas áreas do cérebro, incluindo a área 

pré-óptica do hipotálamo anterior (APOHA), a região responsável pela regulação da 

temperatura corporal. A febre é um dos sinais clínicos de várias doenças e sua 

detecção pode estar relacionada a processos infecciosos e inflamatórios. Embora a 

febre seja uma situação comum em várias doenças, as bases moleculares envolvidas 

em sua gênese, manutenção e no efeito de fármacos antitérmicos ainda são pouco 

esclarecidos. Estudos de neuroproteômica realizados por nosso grupo indicaram que 

durante a febre induzida por prostaglandina (PG) E2 ou lipopolissacarídeo (LPS) ocorre 

aumento na abundância hipotalâmica de algumas proteínas, dentre elas a Cygb. 

Sendo assim, com o objetivo de validar o aumento da abundância de Cygb na febre e 

investigar o seu papel na neuroinflamação, utilizamos o modelo de febre induzida por 

LPS em ratos, realizamos o Western Blot e mostramos que Cygb é regulada 

positivamente no hipotálamo de ratos. Investigamos também o efeito do tratamento 

com Cygb em culturas primárias da APOHA de ratos filhotes estimuladas com LPS 

por 4 h. Os níveis de fator de necrose tumoral alfa (TNFα) e interleucina-6 (IL-6) foram 

medidos e os resultados mostraram que Cygb reduziu as concentrações de ambas as 

citocinas, mostrando ser um possível alvo terapêutico para o controle da febre e 

neuroinflamação. 

 
PALAVRAS-CHAVE:TNFα; IL-6; LPS; APOHA. 



 

ABSTRACT 

 
 

 
Cytoglobin is a protein discovered a little over a decade ago by a group of 

researchers in Japan. Since its discovery, many studies have been carried out 

to understand its functional role, but it remains unclear. This protein is expressed 

in areas of the brain, including the preoptic area of the anterior hypothalamus 

(POA), the region responsible for regulating body temperature. Fever is one of 

the clinical signs of several diseases and its detection may be related to 

infectious and inflammatory processes. Although fever is a common clinical 

condition, the molecular bases involved in its genesis, maintenance and the 

effect of antipyretic drugs are still poorly understood. Neuroproteomics studies 

performed in our laboratory indicated that during fever induced by PGE2 and LPS 

there is an increase in the hypothalamic abundance of some proteins, including 

cytoglobin. Therefore, in order to validate the increased abundance of Cygb in 

fever and to investigate its role in neuroinflammation, we used  the LPS-induced 

fever model in rats, we performed the Western Blot and showed that Cygb is 

positively regulated in the rat hypothalamus. We also investigated the effect of 

treatment with Cygb in primary cultures of POA from pup rats stimulated with 

LPS for 4 h. Levels of tumor necrosis factor alpha (TNFα) and interleukin-6 (IL-

6) were measured and the results showed that Cygb reduced the concentrations 

of both cytokines, showing to be a possible therapeutic target for the control of 

fever and neuroinflammation. 

 
KEYWORDS: TNFα; IL-6; LPS; APOHA. 
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1. INTRODUÇÃO 

 
 

 

1.1 TERMORREGULAÇÃO E FEBRE 

 
 

 
Termorregulação é o termo utilizado para referir-se a regulação da temperatura 

corporal. A temperatura corporal normal dos seres humanos é de cerca de 37 ºC, 

podendo ocorrer algumas variações que são controladas pelo sistema nervoso 

central. Essas variações podem ocorrer ao longo do dia, pelo ritmo circadiano, ao 

longo do mês, por conta do ciclo menstrual e ao longo de toda a vida, principalmente 

durante o envelhecimento (TANSEY e JOHNSON, 2015). 

A temperatura corporal é regulada principalmente pela área pré-óptica do 

hipotálamo anterior (APOHA). Essa área integra informações de temperatura para 

orquestrar adaptações autônomicas e comportamentais para manter o equilíbrio 

térmico (MORRISON, 2016; HELLER et al., 1978). A elucidação sobre a importância 

dessa área na termorregulação são advindas de estudos que envolveram 

experimentos de estimulação térmica do hipotálamo utilizando implantes de 

termódios, que são aparelhos perfundidos com água quente ou fria gerando variações 

de temperatura na área de interesse (BOULANT, 2000). 

Além disso, a APOHA se comunica com algumas áreas efetoras específicas 

como o tronco cerebral e a medula espinhal para estimular as respostas 

termorregulatórias apropriadas para condições térmicas internas e ambientais, e 

quando essa região é sinapticamente conectada ao tronco cerebral inferior, a 

temperatura corporal é regulada com maior precisão (BOULANT, 2000). 

Os neurônios da APOHA são sensíveis a mudanças sutis na temperatura e são 

capazes de receber estímulos somatossensoriais da pele e de termorreceptores da 

medula espinal, podendo assim integrar as informações térmicas (BOULANT, 2000; 

TANSEY e JOHNSON, 2015). Essas informações térmicas são integradas no centro 

termorregulador que, em seguida, fornece comandos aos termoefetores periféricos 

para controlar a produção, manutenção ou a perda de calor (MORRISON e 

NAKAMURA,  2019). 



13 
 

 

Os neurônios pré-ópticos podem ser classificados em três tipos: sensíveis ao 

calor, sensíveis ao frio e insensíveis às mudanças de temperatura, como pode ser 

observado na Figura 1, que apresenta a atividade desses três tipos de neurônios. Os 

neurônios sensíveis ao calor, vão aumentar suas taxas de disparos quando há um 

aumento na temperatura, controlando assim a resposta de perda de calor, esses 

neurônios inibem sinapticamente os neurônios sensíveis ao frio e são afetados por 

pirógenos. Os neurônios sensíveis ao frio aumentam suas taxas de disparos quando 

há redução da temperatura, esses neurônios também desempenham um papel na 

produção de calor e nas respostas de retenção de calor. Já os neurônios insensíveis 

a mudanças na temperatura mostram poucas alterações nas taxas de disparos 

durante alterações da temperatura, mas podem estimular os neurônios sensíveis ao 

frio levando ao aumento da temperatura corporal. Através dos neurônios insensiveis 

a mudanças na temperatura os pirógenos estimulam os neurônios sensíveis ao frio e 

desenvolvem respostas de produção e retenção de calor (BOULANT, 2000). 

 
 

 

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



14 
 

 

O sistema de termorregulação desempenha um papel importante na defesa 

contra infecções elevando a temperatura corporal, evento que chamamos de febre. A 

febre em latim significa 'calor', já a pirexia vem do grego que significa fogo ou febre. 

Alguns autores usam os termos de forma intercambiável, enquanto outros definem a 

'febre' como uma temperatura alta causada pela ação de pirógenos termorregulatórios 

no hipotálamo (ZIMMERMAN e HANANIA, 2005). 

A febre é uma condição clínica comum de diversas doenças fazendo parte dos 

mecanismos de defesa do corpo. Porém quando ocorrem desvios anormais nos 

mecanismos de termorregulação alterando significativamente a faixa de temperatura, 

podem ocorrer danos ao indivíduo. Por exemplo, uma temperatura corporal acima de 

42 °C pode causar desnaturação proteica e deficiência na síntese de DNA provocando 

danos aos órgãos e disfunção neuronal. Além disso, se a temperatura corporal se 

mantém abaixo de 27 °C podem ocorrer alterações neuromusculares, 

cardiovasculares, hematológicas e respiratórias (TANSEY e JOHNSON, 2015). 

A febre pode ser desencadeada partir da invasão do organismo por agentes 

infecciosos, dentre eles, leveduras, vírus e bactérias, os quais são chamados de 

pirogênios exógenos. O LPS, endotoxina presente na membrana externa de bactérias 

gram negativas, induz a febre por meio da ativação de receptores toll like tipo 4 (TLR- 

4) que são expressos por populações de células imunes inatas incluindo macrófagos, 

neutrófilos e células dendríticas (EVANS, REPASKY e FISHER, 2015). Esses 

receptores são ativados por uma proteína de ligação que forma um complexo com o 

LPS, ativando uma cascata de transdução de sinal em macrófagos e outras células 

imunes que irão induzir a produção e a liberação de citocinas inflamatórias tais como 

as interleucinas (IL)-1β, de interferons e fator de necrose tumoral alfa (TNFα). A partir 

desta liberação, haverá a indução da produção de PGE2 que atua como o principal 

mediador da febre (BLATTEIS, 2006). 

Tais mediadores levam a ativação dos mecanismos de produção e 

conservação de calor, por inibirem a atividade dos neurônios sensíveis ao calor, 

gerando mecanismos termogênicos (MORRISON e NAKAMURA, 2011). 
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1.2 PIROGÊNIOS ENDÓGENOS 

 
 

 
Pirogênios endógenos são mediadores que estão presentes no organismo 

humano e são responsáveis por desencadear a febre. Os pirogênios endógenos, 

dentre os quais destacam-se as citocinas, estimulam a produção de PG, 

principalmente a PGE2, que atuam no centro termorregulatório, resultando na febre. A 

produção da PGE2 é catalisada por enzimas chamadas ciclooxigenases (COX) (WHO, 

1993). 

Citocinas são um grupo de várias proteínas de baixo peso molecular, que tem 

sua ação iniciada através da ligação a receptores específicos, provocando alterações 

da síntese do RNA e de proteínas em diferentes células do organismo, podendo agir 

no local onde são produzidas, em células próximas ou podem ser secretadas para 

circulação (SHEERAN e HALL, 1997). Dentre as citocinas pirogênicas principais 

podemos citar: interleucina 1 (IL-1α e IL-1β), o TNFα e a interleucina 6 (IL-6). 

(DINARELLO e  BUNN, 1997). 

IL-1 é uma molécula pirogênica e ativadora de linfócitos (DINARELLO, 1999). 

Após sua descrição, March et al (1985) revelaram dois compostos diferentes, a IL-1α 

e IL-1β. 

Um estudo demonstrou que um subconjunto de proteínas NRL, chamado de 

NLRP1 seria capaz de organizar e oligomerizar em uma estrutura ativadora da cascata 

da caspase 1 promovendo a produção de citocinas inflamatórias IL-1β e IL- 

18. Essa estrutura oligométrica foi denominada inflamassoma e desde a sua 

descoberta outros inflamassomas foram descobertos incluindo o NLRP3 (MARTINON 

et al., 2002).Gross et al (2012), demonstraram que a IL-1α é um importante indutor de 

produção de IL-6 na sinalização de neutrófilos durante experimento de indução de 

peritonite, indicando o importante papel da IL-1α como polipeptídio efetor no 

organismo na ativação do inflamassoma NLRP3 (complexo formado pela 

oligomerização de seqüência de leucina que controlam a produção de IL-1α, IL1β e 

IL-18). Também foi visto que a IL-1β secretada atua sobre as células musculares lisas 

para a produção de IL-6 (LOPPNOW e LIBBY, 1990). Um estudo de Neeb et al, (2011) 

revelou que a IL-1β tem um papel na indução de febre 
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e da dor em células neuronais, ativando a COX-2 expressa na presença de um dano 

tecidual, formando PGE2, e causando febre. 

Já a IL-6 é um importante mediador da resposta do hospedeiro à doença 

(CONTI, 2004). IL-6 interage com seus receptores nas células-alvo e desencadeia sua 

resposta ativando leucócitos e células T CD4. A febre é acompanhada pelo 

aparecimento de IL-6 no plasma (COCEANI et al., 1993). Estudos mostraram que 

após a administração subcutânea de LPS em ratos ocorre um aumento na 

concentração de IL-6 no soro (MILLER et al., 1997), além disso viram que a 

temperatura corporal é diminuída após a administração de soro anti-IL-6 (CARTMELL 

et al., 2000). 

O fator de necrose tumoral α (TNFα) é um citocina pró-inflamatória que 

desempenha um papel importante no sistema imunológico, principalmente durante a 

inflamação, proliferação celular, diferenciação e apoptose (BAUD e KARIN, 2001). 

Essa citocina é o principal mediador da inflamação aguda em resposta a bactérias 

Gram negativas, e é produzido principalmente por fagócitos mononucleares ativados 

por LPS (WANEBO, 1989). Um estudo sugeriu sua ação pirogênica já que a injeção 

de TNFα em ratos gerou aumento da temperatura (ROTHWELL, 1988). Em outro 

estudo foi observado que a injeção intracerebroventricular (ICV) de alta dose de LPS 

leva a elevação dos níveis de TNFα e IL-6 no líquido cefalorraquidiano (COCEANI et 

al., 1993). Similarmente, a administração IV de TNFα recombinante humano (rhTNF) 

em coelhos revelou que o potencial pirogênico do rhTNF está correlacionado com o 

aumento da produção de PGE2 (NAKAMURA et al., 1988). 

A PGE2 produzida principalmente por células endoteliais, é considerada um 

importante mediador pirogênico da febre, (EVANS, REPASKY e FISHER, 2015) é 

advinda da transformação do ácido araquidônico em uma reação catalisada pela 

(COX-2) e pela PGE2 sintetase-1 microssomal. A PGE2 é detectada pelos seus 

receptores nos neurónios pré-ópticos do hipotálamo, que por sua vez estão em 

contato com as regiões do cérebro responsáveis pela conservação e geração de calor 

(OAKLEY et al., 2011). Neste processo a PGE2 induz, através da produção de 

adenosina 3',5'-monofosfato cíclico, o aumento do ponto de ajuste térmico 

hipotalâmico induzindo respostas vasoconstritoras e de contração muscular que 

conduzem à produção endógena de calor, causando a febre (GRADIZ e PINTO, 2013)
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1.3  ANTIPIRÉTICOS ENDÓGENOS 

 
 

 
Estudos revelaram que, além das citocinas pirogênicas, também existem 

mediadores que podem ser chamados de antipiréticos endógenos (KOZAK et al., 

2006). Muitos antipiréticos endógenos que são moléculas que limitam o aumento da 

temperatura corporal ou mesmo reduzem a temperatura, foram identificados nos 

últimos 25 anos. Estes incluem alfa-melanocortina (α-MSH), arginina vasopressina, 

glicocorticóides, e IL-10 (KOZAK et al., 2006). 

A α-MSH é um neuropeptídeo produzido a partir do processamento pós- 

traducional da pró-opiomelanocortina (BRZOSKA et al., 2008; BUTLER, 2006; 

CATANIA et al., 2000; MOUNTJOY et al., 1992). Em um estudo foi observado que α- 

MSH administrado tanto periférico (intavenosa ou intragástrico) quanto centralmente 

(injeções ICV ou septal) age como um agente antipirético extremamente potente. A 

potência antipirética deste peptídeo foi comparada com o efeito do paracetamol 

(MURPHY e LIPTON., 1982). 

A vasopressina, também conhecida como hormônio antidiurético, é um 

hormônio hipotalâmico com ação em células renais, hepatócitos e células vasculares, 

produzindo antidiurese, aumentando a gliconeogênese e atuando como um 

importante vasoconstritor (SACHS et al., 1969). Federico et al. (1992) demonstraram 

que a microinjeção de vasopressina no centro na amígdala medial reduz a febre 

induzida por PGE2 demonstrando seu papel na febre. 

Já os glicocorticoides são hormônios esteroides, sintetizados no córtex da 

glândula adrenal. O representante natural é o cortisol ou hidrocortisona (Figura 2) 

(DAMIANI et al., 2001). Os glicocorticoides apresentam poderosos efeitos anti- 

inflamatórios e imunossupressores (BAVARESCO et al., 2005). Segundo Guyton e 

Hall., (1997) o cortisol atenua a febre, principalmente pelo fato de reduzir a liberação 

de IL-1 dos leucócitos. 
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Figura 2-Estrutura química do Cortisol. Estrutura química do Cortisol. Adaptado de: Goodman e 

Gilman, 2003. 

 

 
A citocina anti-inflamatória IL-10, identificada por Fiorentino et al (1989), é um 

fator negativo crítico na regulação das respostas imunes. A redução de IL-10 leva a 

doenças inflamatórias (OUYANG et al., 2011). Camundongos nocaute para IL-10 

demonstraram febre mais alta ao LPS do que os ratos de controle do tipo selvagem, 

e a injeção de IL-10 recombinante em camundongos, faz impedir a elevação da 

temperatura corporal induzida por LPS (LEON et al., 1999). 

 
 

1.4  CITOGLOBINA (Cygb) 

 
 

 
A Cygb é uma proteína hexacoordenada pertencente à família das globinas 

(AKIOS et al., 2008). Ela foi originalmente identificada nas células estreladas 

hepáticas de ratos (KAWADA et al., 2001) e desde a sua descoberta, muitos estudos 

foram realizados na tentativa de compreender seu papel funcional, que permanece 

pouco esclarecido. 

É sugerido que essa proteína seja um ancestral evolutivo da mioglobina (Mb) 

devido a suas semelhanças filogenéticas (BURMESTER; WEICH; HANKELN., 2002). 

Um estudo observou que as concentrações de Mb no músculo liso vascular são muito 

baixas, 40 vezes menores que as de Cygb (LAWRIE e LEDWARD., 2006), sugerindo 

um papel funcional mais amplo para a Cygb. 

A família das globinas compreende pequenas proteínas contendo porfirina que 

se ligam reversivelmente ao O2 por meio de um ferro (Fe2+), íon do grupo 
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prostético heme (WEBER e WINOGRADOW, 2001; WITTENBERG e WITTENBERG, 

2003; BURMESTER e HANKELN, 2014). Na Cygb, o ferro heme é 

hexacoordenado através de um arranjo envolvendo os grupos imidazol de uma 

histidina proximal e distal (SUGIMOTO et al., 2004). Após a ligação de um ligante 

exógeno, como por exemplo, oxigênio (O2) ou óxido nítrico (NO), esse grupo imidazol 

distal é deslocado (SUGIMOTO et al., 2004). Dada a capacidade de se ligar ao O2 e 

ao NO, Cygb foi sugerida como sendo capaz de neutralizar tanto a hipóxia celular 

quanto o estresse oxidativo (CHAKRABORTY; JOHN; NAG, 2014). Sabe-se que a 

Cygb protege as células da lesão mediada pelo estresse oxidativo (LI et al., 2007; 

FANG et al., 2011) e aumenta a taxa de sobrevivência, como demonstrado nas linhas 

celulares neuronais tratadas com oxidantes, células estreladas hepáticas primárias e 

fibroblastos renais (HODGES et al., 2008). Em um estudo de fibrose hepática em 

ratos, a administração subcutânea de Cygb recombinante inibiu o desenvolvimento de 

fibrose e aumentou a expressão de proteínas hepáticas envolvidas na resposta ao 

estresse oxidativo (LI et al., 2016). Além disso, a ativação das vias de estresse 

oxidativo em camundongos sem expressão funcional do gene Cygb (camundongos 

Cygb-/-) foi acompanhada pelo desenvolvimento de tumor em um modelo de câncer 

hepatocelular (THUY et al., 2015). 

Em estudo utilizando um modelo de doença hepática, o tratamento com Cygb 

recombinante humana inibiu significativamente nas células de Kupffer, proliferação e 

expressão de TNFα nas células estimulados por LPS. A Cygb também inibiu a 

atividade da NADPH oxidase induzida por LPS e a geração de espécies reativas de 

oxigênio, NO e O2 (WEN et al., 2017) indicando que a Cygb poderia exercer efeitos 

protetores contra o estresse oxidativo induzido por LPS. Além disso, camundongos 

nocaute para Cygb exibiram inflamação aumentada (VAN THUY et al., 2017), bem 

como aumento da expressão de mRNA do TNFα e de muitos genes associados à 

inflamação (YASSIN et al., 2018). Em conjunto, esses achados sugerem que a Cygb 

possui um papel protetor na inflamação, podendo atuar como um possível 

antiinflamatório e também antipirético endógeno. 

Estudos de neuroproteômica realizados em nosso laboratório demonstraram 

que durante a febre induzida por LPS ou PGE2, considerado o mediador final da febre, 

ocorre aumento na abundância hipotalâmica de algumas proteínas, entre elas a 
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Cygb (FIRMINO et al., 2018). Desta forma, verificamos a necessidade de estudar o 

papel dessa proteína durante a febre e neuroinflamação. 
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2. JUSTIFICATIVA 

 
 

A febre geralmente é vista como algo inofensivo para a saúde, por ser uma 

condição comum em nossas vidas, de fato, é bem aceito que um leve aumento na 

temperatura corporal pode ser benéfico para aprimorar a resposta imune (KLUGER, 

1986). 

Porém, o aumento da temperatura em níveis maiores pode causar danos à 

saúde como por exemplo a desnaturação de proteínas e a deficiência na síntese de 

DNA causando disfunção neuronal e dano aos órgãos (TANSEY et al., 2015). Além 

disso é relatado que a febre alta pode causar convulsões principalmente em crianças 

levndo ao dao cerebral(BERG, 1992). 

Para o controle da febre geralmente são utilizados medicamentos antitérmicos 

como o Paracetamol e Dipirona, ou medicamentos antiinflamatórios não esteroidais 

como Ibuprofeno, porém, o Paracetamol tem como principal efeito adverso a 

hepatotoxicidade podendo causar danos ao fígado, a comercialização da dipirona é 

proibida em alguns países devido ao risco de causar agranulocitose (KAUFMAN et al., 

2006) e o Ibuprofeno pode causar danos a mucosa gástrica dentre outros efeitos 

adversos (SILVA, 2002), sendo assim restam poucas opções para o controle da febre 

dependendo da condição clínica do paciente. Diante disso, observamos a 

necessidade de buscar novos alvos terapêuticos para o controle tanto da febre quanto 

da inflamação. 

Com isso, e visto que em estudos anteriores a Cygb hipotalâmica estava 

aumentada durante a febre induzida por LPS (FIRMINO et al., 2018), verificamos a 

necessidade de estudar o papel dessa proteína durante a febre. Ademais, existem 

anticorpos específicos para validação por western blot, a Cygb pode ser adquirida 

comercialmente e não há até o momento, em nosso conhecimento, estudos que 

correlacionam essa proteína diretamente com os mecanismos de controle da febre e 

neuroinflamação. 
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3. OBJETIVOS 

 
 

 
 3.1 OBJETIVO GERAL 

 
 

 
• Investigar o envolvimento da citoglobina no desenvolvimento e controle da 

febre e da neuroinflamação. 

 
 
 

 3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 
 

 
• Validar o aumento da abundância de Cygb no hipotálamo após uma dose 

pirogênica de LPS; 

• Investigar o papel funcional da Cygb na neuroinflamação, examinando a 

concentração de citocinas inflamatórias (TNFα e IL-6) em cultura de células 

hipotalâmicas estimuladas por LPS e co-tratadas com Cygb recombinante de 

rato. 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 

 
 

 
4.1 ANIMAIS 

 
 

 
Nos estudos farmacológicos de indução da febre, foram utilizados ratos (Rattus 

norvegicus) da variedade Wistar. Os animais ficaram em um ambiente com 

temperatura de 24 ± 1 ºC, sob um ciclo claro-escuro de 12 h, com água e alimentos 

fornecidos ad libitum. Este trabalho foi aprovado pelo Comitê de Ética no Uso Animal 

(CEUA) da Universidade de Brasília (Protocolo 60/2018). Para a preparação de 

culturas primárias de APOHA, foram utilizados filhotes de ratos Wistar, obtidos de uma 

colônia de reprodução interna, com animais matrizes provenientes do Charles River 

WIGA (Sulzfeld, Alemanha). Cuidados com animais, procriação e procedimentos 

experimentais foram conduzidos de acordo com as diretrizes aprovadas pelo Comitê 

de Ética em Hessian (aprovação número GI 468_M e GI 487_M). 

 
 

4.2  CIRURGIA PARA IMPLANTE DE TRANSMISSORES NA CAVIDADE 

PERITONEAL 

 
 

Os animais foram anestesiados com uma mistura de xilazina e cetamina e 

foram realizadas incisões na pele e no músculo peritoneal dos animais para a 

implantação dos transmissores de temperatura (Data Loggers Subcue, Calgary 

Canadá) e, por fim, o músculo e a pele foram suturados. Após a realização da cirurgia 

peritoneal, os animais receberam injeção intramuscular de terramicina para uso 

veterinário, como antibiótico e a flunexina, como analgésico. Posteriormente, os 

animais foram colocados nas caixas para aguardar o período de recuperação de sete 

dias para a realização dos experimentos farmacológicos. 
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4.3  INDUÇÃO DA FEBRE 

 
 

 
Para induzir a febre, os ratos receberam uma injeção intravenosa (IV) de LPS (5 

µg/kg). Os animais foram eutanasiados por decapitação 2,5 h ou 5 h após a injeção 

de LPS, e os hipotálamos foram dissecados, congelados em nitrogênio líquido, e 

armazenados a 80 °C até serem processados. 

 
 

4.4  ANÁLISE POR WESTERN BLOT 

 
 

 
Os Western blots para Cygb foram realizados utilizando eletroforese em gel de 

poliacrilamida 12% (SDS-PAGE). Foram utilizados 30 μg de proteína por poço. Logo 

após o gel foi transferido para uma membrana de nitrocelulose a 100 V por 1 h. As 

membranas de nitrocelulose foram incubadas com solução de bloqueio por 2 h e em 

seguida incubadas overnight a 4°C com os anticorpos primários, diluídos na solução 

de bloqueio. Em seguida, as membranas foram lavadas e incubadas com o anticorpo 

secundário conjugado à peroxidase, anti-rabbit IgG. A imunoreatividade foi detectada 

pela emissão de luz por quimioluminescência. A análise quantitativa foi realizada 

usando o Image J National Institute of Health. Os dados foram normalizados para o 

sinal de β-actina. 

 
 

4.5 CULTURAS DE CÉLULAS PRIMÁRIAS DA APOHA 

 
 

 
Os experimentos in vitro form realiados na AlemanhaAs culturas primárias de 

células da APOHA de ratos foram  preparadas como descrito por  Soares et al (2013). 

As culturas receberam LPS (10 µg/mL) como estímulo e co-tratamento com Cygb 

recombinante de rato (10 e 20 µg/mL). Sendo que, a dose de LPS já havia sido 

padronizada em nosso labotório, e as doses de Cygb foram testadas de acordo 

estudos similares (OU et al.,2018; WEN et al., 2017). PBS foi usado como controle 

negativo. Após o período de incubação por 4 h, os sobrenadantes foram coletados e 

armazenados a -45 ºC para posterior mensuração da concentração de citocinas. 
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4.6  MEDIDAS DO TNFα E DA IL-6 E VIABILIDADE CELULAR 

 
 

 
As citocinas foram medidas utilizando sobrenadantes de culturas de células 

primárias da APOHA. Os níveis de TNFα e IL-6 foram determinados por meio de 

bioensaios com base no efeito citotóxico do TNFα na linha celular de fibrossarcoma 

de ratos WEHI 164 subclone 13 e na estimulação do crescimento dependente da dose 

de IL-6 na linhagem celular de hibridoma B9 como relatado anteriormente (SOARES 

et al., 2013; OTT et al., 2010; SIMM et al., 2016). A viabilidade de células da APOHA 

primarias após tratamento com LPS e Cygb foi realizada utilizando o ensaio de 

exclusão azul de tripano como descrito por Perry et al (1997). 

 
 

4.7 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 
 

 
Todos os dados foram expressos como média ± EPM. As análises estatísticas 

foram feitas usando ANOVA, e o teste de comparações múltiplas de Bonferroni. As 

diferenças foram consideradas significativas no valor de p <0,05. A reprodutibilidade 

dos experimentos in vivo foi confirmada por pelo menos três experimentos 

independentes.
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5. RESULTADOS 

 
 

 

5.1  AUMENTO DA ABUNDÂNCIA DE CYGB APÓS O ESTIMULO COM LPS 

 
 

Inicialmente injetamos nos ratos uma dose pirogênica (5 µg/kg) de LPS IV ou 

salina a 0,9% (2 mL/Kg). As doses foram padronizadas anteriormente pelo grupo de 

pesquisa. Como esperado, o LPS induziu aumento significativo na temperatura 

corporal comparado com a salina, tanto em 2,5 h quanto em 5 h, porém esse aumento 

foi mais acentuado em 5 h. (Figura 3). 

 
 
 
 

Figura 3-Variação da temperatura dos ratos após a injeção IV de LPS. O gráfico mostra a variação 
da temperatura média dos animais nos tempos selecionados para a coleta do hipotálamo (2,5 h ou 5 
h) após a administração IV de LPS ( 5 µg/kg). Valores representam média ± EPM da diferença da 
temperatura corporal dos animais aferida após a injeção de LPS ou salina em relação a sua temperatura 
basal (em ºC), de 4 animais por grupo. * p<0,05, **p<0,01. 

 
Posteriormente, padronizamos a técnica de western bloting e verificamos se a 

Cygb estava aumentada no hipotálamo desses animais. Para isso, os hipotálamos dos 

animais foram coletados 2,5 h e 5 h após a injeção de LPS ou salina. Consistente com 

nossos resultados de análise proteômica realizados anteriormente (FIRMINO et al., 
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2018), validamos um aumento significativo na abundância de Cygb nos animais 

desafiados com LPS, em 2,5 h e 5 h. β-actina foi utilizada como controle interno (Figura 

4). 

 
 

Figura 4-Aumento da abundância de Cygb nos hipotálamos de ratos desafiados com LPS. A 
abundância da Cygb no hipotálamo de ratos 2,5 h e 5 h após a administração de LPS foi analisada por 
Western blotting. A β-actina foi usada como controle interno. As barras representam média ± EPM de 
4 animais por grupo. * p<0,05, **p<0,01. 

 

 

5.2  CYGB ATENUA A SECREÇÃO DE CITOCINAS INDUZIDAS POR LPS 

 
Com o objetivo de verificar o papel funcional da Cygb em condições 

inflamatórias, foram utilizadas culturas de células primárias da APOHA. As células 

foram estimuladas com LPS (10 µg/mL) ou PBS e co-tratadas com Cygb (10 μg/mL 

ou 20 μg/mL) durante 4 h. Após esse período o sobrenadante foi coletado para a 

análise de citocinas. Conforme esperado, a secreção de IL-6 e TNFα foi 

significativamente aumentada após a estimulação com LPS (10 µg/ml) em 

comparação ao controle. O tratamento com Cygb (20 µg/mL) reduziu 

significativamente as concentrações de ambas as citocinas (Figura 5A e 5B). Essa 

redução na secreção de citocinas não é decorrente de morte celular, visto que não 

houve alteração na viabilidade celular em nenhum grupo testado (Figura 5C). 
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Figura 5-Cygb atenua a secreção de IL-6 e TNFα induzidas por LPS. A secreção das citocinas pro- 

inflamatórias TNFα e IL-6 foi avaliada em culturas de células primárias da APOHA cultivadas em 

lamínulas de vidro revestidas com poli-L-lisina e incubadas por 4 h com meio fresco contendo PBS 

(controle negativo) ou LPS na concentração de 10 µg/mL e co-tratadas com Cygb(10 e 20 μg/mL). A 

viabilidade das células não foi alterada em nenhum grupo testado. Colunas representam média ± EPM 
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de 3-4 amostras de 3-6 experimentos independentes). (diferença significativa versus grupo controle 

LPS; * p <0,05). 
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6. DISCUSSÃO 

 
 

 
Neste estudo, além de validar dados proteômicos do nosso grupo, em que a 

abundância da Cygb estava aumentada no hipotálamo de animais febris desafiados 

com LPS ou PGE2 (FIRMINO et al., 2018), demonstramos que há diminuição na 

concentração de TNFα e IL-6 em sobrenadantes de culturas primárias da APOHA 

após o tratamento com Cygb, revelando que essa proteína pode regular a 

neuroinflamação induzida por LPS. 

A febre é uma condição clínica comum presente em diversas doenças, pode 

benéfica em alguns casos e maléfica em outros (KLUGER, 1986; BLATTEIS, 1986). 

Os efeitos prejudiciais da febre incluem o desenvolvimento de isquemia nos tecidos, 

hipóxia e o dano tecidual (HASDAY; FAIRCHILD; SHANHOLTZ, 2000). Assim novos 

alvos terapêuticos são importantes para o controle da febre pois, além de existirem 

poucos antitérmicos no mercado, existem relatos de indivíduos intolerantes a alguns 

antitérmicos (NIESSEN et al., 2015; CAMPOVERDE et al., 2016). 

Um modelo amplamente utilizado para induzir febre é a administração do LPS, 

constituinte da parede de bactérias gram negativas (MICHIE et al.,1988; REIS et al., 

2011). O LPS se liga ao receptor TRL4 desencadeando uma reação que provoca a 

liberação de várias citocinas inflamatórias (BONE, 1991) e PGE2, o que leva ao 

aumento de temperatura corporal denominado febre. Nosso trabalho mostrou que ao 

administrar o LPS (5 µg/kg) em ratos, ocorre o aumento na temperatura corporal, em 

concordância com a literatura (ZEISBERGER, 1999), os tempos testados 2,5 h e 5 h 

também são compatíveis com os picos característicos da febre induzida por LPS 

(ROMANOVSKY et al., 1998). 

Desde a sua descoberta em uma análise proteômica em células estreladas 

hepáticas de ratos há cerca de 20 anos, (KAWADA et al., 2001) a Cygb vem sendo 

amplamente estudada. Essa proteína é classificada como uma globina assim como a 

mb, neuroglobina, androglobina e hemoglobina (AMDAHL. et al., 2017). Já foi descrito 

que a Cygb consegue armazenar O2 e pode ser capaz de produzir ou eliminar NO 

através do nitrito (VINOGRADOV e MOENS, 2008; TEJERO e GLADWIN, 2014). 

Estudos mostraram que a Cygb pode ser eficientemente reduzida por ascorbato, 

citocromo b5  , CYPOR e NCB50R (GARDNER et al., 2010). Esses redutores  podem 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4410677/#R16
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ser combinados com Cygb para regenerar a forma reduzida da proteína, catalisando 

a reação de dioxigenação do NO no estado estacionário (TEJERO e GLADWIN, 

2014). 

Além disso, de acordo com um estudo que provou sua localização anatômica, 

a Cygb é expressa na APOHA (HUNDAHL et al., 2010), revelando que esta proteína 

pode ter um papel importante no controle da febre. 

Utilizando a técnica de western blotting observamos que a Cygb está 

aumentada no hipotálamo de ratos que receberam injeção IV de LPS, tanto em 2,5 h 

quanto em 5 h. Esses resultados validam dados proteômicos em que essa proteína 

estava regulada positivamente na febre (FIRMINO et al., 2018). 

Sabendo que essa proteína está aumentada durante o processo febril, 

investigamos se ela teria um possível efeito no controle da inflamação. Para isso 

utilizamos cultura de células primárias da APOHA com o objetivo de observar se a 

Cygb conseguiria reduzir a secreção de citocinas inflamatórias como TNFα e IL-6. 

Cygb tem sido associada com a inflamação em diversos trabalhos. Essa 

proteína demonstrou diminuir os níveis de NO e espécies reativas de oxigênio em 

células esponjosas atuando como uma enzima NO dioxigenase e eliminadora de ERO 

(OU et al.,2018). Evidências recentes sugerem uma interação complexa entre 

estresse nitro-oxidativo e inflamação (VARGA et al., 2015 ; MILATOVIC et al., 2017). 

Um estudo demonstrou que o aumento da inflamação do cólon promoveu um maior 

desenvolvimento do tumor macroscópico em camundongos deficientes em Cygb 

comparado ao grupo controle (YASSIN et al., 2018). Outro estudo demonstrou que o 

efeito hepatoprotetor de  dois  fármacos,  diosmina  e  pentoxifilina  foi  mediado  pela 

regulação positiva da Cygb levando a inibição da reação fibrótica (ALI et al., 2018). 

Além disso, camundongos deficientes em Cygb exibiram aumento na inflamação do 

fígado, fibrose e desenvolvimento de câncer em um modelo de esteato- hepatite não 

alcoólica induzida por dieta devido a ativação da via do estresse oxidativo (THUY et al., 

2015). 

O ponto chave da inflamação parece ser a geração de espécies reativas de 

oxigênio promovida por células do sistema imunológico (células dendríticas, 

macrófagos ou linfócitos), interleucinas e outras citocinas inflamatórias, como TNFα 

(GILMONT et al., 1996; MITTAL et al., 2014). Nossos resultados demostraram que a 

Cygb reduz a secreção de IL-6 e TNFα em sobrenadantes de culturas primárias de 

https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fnmol.2019.00307/full#B10
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fnmol.2019.00307/full#B32
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fnmol.2019.00307/full#B13
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/upregulation
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células da APOHA, revelando que essa proteína pode regular a neuroinflamação. 

Usando um modelo de colite em camundongos, YASSIN et al (2018) observaram que 

camundongos deficientes em Cygb desenvolveram inflamação mais severa, e que o 

TNFα aumenta a expressão de RNA mensageiro de Cygb em células epiteliais do 

cólon, condizente com nossos resultados, suportam o papel de Cygb como proteína 

citoprotetora durante a inflamação. 

Também foi demonstrado que ratos deficientes de Cygb apresentam um 

fenótipo pré-ativado com aumento do estresse oxidativo e forte expressão de citocinas 

e quimiocinas, como IL-6 e TNFα em células estreladas hepáticas (MATSUMOTO et 

al., 2015). 

Com isso, sugerimos a Cygb como um possível alvo terapêutico na febre e 

neuroinflamação, porém mais estudos precisam ser realizados para entender melhor 

o papel dessa proteína. Em estudos futuros pretendemos investigar o efeito da Cygb 

sobre a produção hipotalâmica de PGE2 e óxido nítrico. 
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7. CONCLUSÃO 

 
 

 
Os resultados obtidos nesse estudo validam que há um aumento da abundância 

de Cygb no hipotálamo de ratos após a injeção de LPS, demostrando que essa proteína 

pode estar envolvida de alguma forma com a resposta febril. Para investigar melhor o 

seu papel funcional, utilizamos o modelo in vitro de culturas primárias de células 

APOHA e foi observado que o tratamento com Cygb atenua a secreção de IL-6 e 

TNFα, sugerindo a Cygb como uma proteína anti-inflamatória. Em estudos futuros, 

seria interessante verificar a interação entre a ação antioxidante e anti-inflamatória de 

Cygb para ampliar a investigação sobre seu potencial como alvo terapêutico para o 

controle da neuroinflamação e da febre. 
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