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RESUMO

Ha muito tempo se investiga o possivel envolvimento dos opidides no controle da
temperatura corporal e na resposta febril. Contudo, a luz dos conhecimentos atuais a
participagdo exata dos opidides enddgenos nesta resposta ainda ndo esta clara. Por
isso este trabalho objetivou avaliar a contribuicdo dos opidides no controle normal da
temperatura corporal, assim como na resposta febril desencadeada tanto pelos
mediadores periféricos como pelos mediadores centrais envolvidos neste processo. O
pré-tratamento dos animais com o antagonista opiéide ndo seletivo naloxona 0,3 e 1,0
mg/kg via s.c. reduziram em 32,4 e 61,5% a resposta febril induzida pelo
lipopolissacarideo (LPS) respectivamente. Ja o tratamento dos animais com o
antagonista opioide p-seletivo CTAP nas doses de 0,1, 0,3 e 1,0 pg/2ul via i.c.v.
reduziram em 42,0, 42,0 e 61,2% a resposta febril induzida pelo LPS, respectivamente.
No entanto, foi necessario avaliar se os opidides endégenos ndo estariam envolvidos
no controle basal da temperatura corporal. Para tanto, foi avaliado o efeito dos
antagonistas opidides na temperatura corporal. O tratamento com a naloxona, em
animais mantidos na temperatura de termoneutralidade (28°C) ndo promoveu alteragcao
da temperatura corporal dos animais, enquanto que, na temperatura de 20°C este
antagonista produziu uma pequena, mas significativa redu¢ao na temperatura corporal.
Por outro lado, o tratamento com CTAP nao promoveu nenhuma alteragao significativa
da temperatura corporal durante todo o experimento, seja ele administrado na
temperatura de termoneutralidade ou a 20 °C. O tratamento com o antagonista x
seletivo nor-BNI ou com o antagonista 6 seletivo naltrindol em doses equimolares em
relagdo ao CTAP, em animais mantidos na temperatura de termoneutralidade ou a 20°C
nao promoveu nenhuma alteragao significativa da temperatura corporal. Estes dados
sugerem que os opidides enddgenos ndo participam do controle da temperatura
corporal em condigdes normais. A administragdo de morfina, o opidide exdgeno
protétipo do grupo, promoveu um aumento da temperatura corporal de forma dose-
dependente.



Este aumento da temperatura corporal induzido pela morfina ndo foi modificado
pelo pré-tratamento dos animais com o antiinflamatério nao esteroidal indometacina.

A administragdo do antagonista opidide ndo seletivo naloxona e do antagonista
opidide p-seletivo CTAP aboliram o aumento da temperatura corporal induzido por este
opidide exdgeno. O LPS nao induz febre diretamente, mas através da liberagdo de
citocinas e mediadores centrais. O CTAP ndo modificou a febre induzida pela
interleucina (IL)-1B, reduziu a febre induzida pelo fator de necrose tumoral (TNF)-a
(43,1%) e aboliu a febre induzida pela IL-6, proteina inflamatéria de macréfago (MIP)-1a
~ e fator pirogénico pré-formado PFPF. Além disso, o CTAP néo alterou a febre induzida
pela PGE,, reduziu a febre induzida pela PGF,, (54,2%, no primeiro pico) e CRF
(43,5%) e aboliu a febre induzida pela ET-1. Todos estes dados em conjunto nos
permitem concluir que os opidides endogenos parecem ndo atuar no controle da
temperatura corporal em condigcbes basais. No entanto estes peptideos através da
ativacdo de receptores p-opidide sdo importantes mediadores envolvidos no
desenvolvimento da resposta febril, assumindo particular importancia na resposta febril
que independe da sintese de prostanoides. Estes opidides enddgenos seriam liberados
apos a sintese/liberacdo dos mediadores centrais PGF,,, CRF e ET-1 possivelmente ou

pela acdo direta de algumas citocinas como TNF-a,, IL-6 € MIP-1a, mas nao de PGE;.
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ABSTRACT

The involvement of opioids in the control of body temperature and in the febrile
response has been studied for a long time. Nevertheless, on the light of the present
knowledge, the precise participation of the endogenous opioids in this response is still
not clear. For this reason, the present work aimed to investigate the contribution of the
opioids in the control of normal body temperature, as well as in the febrile response
induced by lipopolysaccharide (LPS), cytokines and central mediators of this response in
rats. The treatment of the male Wistar rats with the non-selective opioid antagonist
naloxone 0.3 and 1.0 mg/kg s.c. reduced 32,4 and 61,6% the febrile response induced
by LPS, respectively. Similarly, the treatment of the animals with the p-selective opioid
antagonist CTAP i.c.v. (0.1, 0.3 and 1.0 pg/2ul) reduced 42,0, 42,0 and 61,2% the febrile
response induced by LPS, respectively. We also evaluated the involvement of
endogenous opioids in the basal control of body temperature. In animals kept in the
thermoneutral zone (28°C), naloxone did not modify the body temperature, although in a
lower ambient temperature (20°C) this antagonist produced a small, but significant
reduction in the body temperature. On the other hand, the treatment with CTAP did not
modify the body temperature of the animals during all the experiment either in
thermoneutral zone or at 20°C. The treatment of the animals with equimolar doses of the
k-opioid selective antagonist nor-BNI or with the 5-opioid selective antagonist naltrindole
kept in the thermoneutral zone or at 20°C also did not modify the body temperature.
These results suggest that, despite their involvement on the febrile response,
endogenous opioids are not involved in the normal control of body temperature. The
administration of morphine, the exogenous opioid prototype of this group, produced a
dose-dependent elevation of body temperature which was abolished by naloxone and
CTAP. It is widely known that LPS does not induce fever directly, but through the
release of cytokines and central mediators. CTAP did not modify the fever induced by
interleukin (IL)-1B, reduced the fever induced by tumor necrosis factor (TNF)-a and
abolish the fever induced by IL-6, inflammatory macrophage protein (MIP)-1a and pre-
formed pyrogenic factor (PFPF).
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Besides, CTAP did not modified the fever induced by PGE,, reduced the fever induced
by PGF2, (54,2 %, in the first rise) and CRF (43,5%) and abolish the fever induced by
ET-1. The increase in the body temperature induced by morphine was also not modified
by the pre-treatment of the animals with the non-steroidal anti-inflammatory drug
indomethacin. All together these results suggest that endogenous opioids are not
involved in the control of normal body temperature. However, these peptides, through
the activation of the p-opioid receptor, are important mediators involved in the
development of febrile response, with particular importance in the febrile response of the
mediators which induce fever by prostaglandin-independent mechanisms. This
endogenous opioids appear to be released after the synthesis/release of the central
mediators PGF,,, CRF and ET-1, or by the direct action of some cytokines such as
TNF-a, IL-6 and MIP-1a but not by PGE,.
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1 - INTRODUGCAO



1.1 - A inflamacao e a reacido de fase aguda.

Do principio ao fim de sua existéncia, os seres vivos sdo submetidos a
diferentes agentes agressores que podem ter origem fisica, quimica e/ou microbiana, e
que sao potencialmente fatais se nao forem combatidos. No entanto, os organismos
sdo dotados de complexos e eficientes sistemas de defesa que permitem combater a

maioria destes agentes agressores.

Dentre estes sistemas, a reagao inflamatéria aguda tem papel crucial. Ela tem
por finalidade restaurar a homeostasia do tecido injuriado atuando através da dilui¢ao,
destruicdo ou isolamento dos agentes agressores (revisado por GALLIN et al., 1992;
CRONSTEIN e WEISSMANN, 1993). No entanto, a magnitude desta resposta pode ser
tal, que os mediadores liberados alcangam a circulagdo sangiiinea desencadeando um
sistema complexo de reacdes organizadas que sdo coletivamente chamadas de
resposta de fase aguda (RFA). Esta resposta é caracterizada por sinais e sintomas
como febre, aumento da produgéo de proteinas de fase aguda, leucocitose, ativagao do
sistema complemento, alteragdo nas concentracoes plasmaticas de metais como ferro,
zinco e cobre (STADNYK e GAULDIE, 1991).

Esta resposta ¢é iniciada e mediada por um grande nimero de proteinas soluveis
que regulam o sistema imune designadas citocinas inflamatérias. Estas podem ser
produzidas por diferentes tipos celulares como polimorfonucleares, mondcitos,
linfécitos, fibroblastos, células endoteliais, células da glia dentre outras (revisado por
ZEISBERGER, 1999). Estas citocinas podem ser divididas em mediadores pro-
inflamatdrios, que sdo responsaveis por desencadear e direcionar o processo
inflamatdrio. Dentre os mediadores pré-inflamatérios enquadram-se a interleucina (IL)-
1o e B, fator de necrose tumoral (TNF)-o, [L-6, IL-8 e a proteina inflamatdria de

macréfagos (MIP)-1 dentre outras.

Aléem dos mediadores pro-inflamatérios, existem também mediadores anti-
inflamatdrios, que sédo representados pela IL-10 e os glicocorticoides que conferem
protecdo contra uma reagdo exagerada, bem como promovem a finalizacdo do
processo inflamatério (KUBES, 1993).



Dentre os fen6bmenos da RFA, um dos mais evidentes e comumente associados
as doencas & a resposta febril, sendo por esta razdo um dos mais estudados e

conhecidos.

1.2 Controle da temperatura corporal e resposta febril

A temperatura corporal é regulada tanto em animais homeotérmicos
(endotérmicos) como nos heterotérmicos (ectotérmicos; poiquilotérmicos), embora
neste ultimo grupo este controle dependa da temperatura ambiente.

De modo geral acredita-se que a temperatura corporal seja regulada por uma
ativa rede neuronal situada no sistema nervoso central, que exerce seus efeitos sobre
os sistemas controladores da temperatura presente por todo o corpo (ADLER et al.,
1988). Muitas evidéncias sugerem que o local de controle termorregulatério primario
nos mamiferos, que sd0 homeotérmicos, seja a area pré-optica do hipotalamo anterior
(APO/HA) a qual receberia as informacgdes aferentes dos neurénios sensoriais de frio e
de calor provenientes tanto da periferia do corpo como dos 6rgéos internos. No
entanto, existem outros locais do cérebro, medula espinhal e periferia que também séo
de grande importancia. Por exemplo, existem estruturas termossensiveis e
termorregulatérias localizada no septo, hipotalamo posterior, medula e na parede
abdominal (BLIGH, 1973; MORGANE et al., 1980; NECKER, 1984).

A integracdo central e periférica da informagao térmica resulta em uma
apropriada resposta termorregulatéria necessaria para a manutengao da temperatura

corporal em niveis normais.

Enquanto os seres homeotérmicos mantém sua temperatura interna constante
pelo balango entre a producdo e a perda de calor através da ativagcdo do sistema
nervoso autbnomo assim como por alteragcbes comportamentais, os seres
heterotérmicos ndo possuem tais sistemas de controle, mas utilizam alteragdes
comportamentais tais como a procura por outros ambientes com temperaturas mais
adequadas para assim regularem a sua temperatura corporal (ADLER et al., 1988).
Neste contexto, particularmente para os animais homeotérmicos, surge o conceito de

ponto de regulagem (set point). O modelo do ponto de regulagem pode ser descrito



simplificadamente como a regulagdo da temperatura . corporal dentro dos niveis
determinados pela APO/HA. Este ponto de regulagem da temperatura corporal
relativamente constante, pode ser alterado em algumas situagbes patoldgicas,
principalmente nas de origem microbiana, como as causadas por virus e bactérias
onde o individuo apresenta um aumento da temperatura corporal conhecido como febre
(DINARELLO, 1997). Assim, a febre consiste na elevagédo controlada da temperatura
interna de um organismo para niveis acima dos normais, decorrente de uma alteragao
do ponto de termorregulagem hipotalamico (DINARELLO et al., 1988). A elevagao do
ponto termorregulatério desencadeia a inibicdo de mecanismos de perda de calor
(vasodilatagao periférica, sudorese e redugdo da secre¢cao de hormdnios tiroidianos e
adrenais) e ativacao de mecanismos de produgao e retengdo de calor (vasoconstrigéo
periférica, termogénese induzida por tremores e aumento da taxa metabdlica no tecido
adiposo marrom) (DINARELLO et al., 1988; KLUGER, 1991; BOULANT, 2000).

No entanto, qual seria o beneficio para o organismo deste desagradavel
aumento controlado da temperatura corporal? Tem sido demonstrado que o0 aumento
da temperatura corporal traz beneficios nas situacdes de infecgdo. H4 um aumento na
capacidade de fagocitose pelos glébulos brancos, na migragcdo de neutréfilos, na
proliferagdo de células T e na producdo de radicais livres de O, além de haver uma

redugao na proliferagdo de alguns agentes infectantes (BLATTEIS, 1998).

Na década de 60, ATKINS propds que diferentes substincias exogenas
provenientes de virus, bactérias ou fungos seriam capazes de induzir resposta febril
(por isso foram chamados pirogénios exdégenos PEx) além de produzirem também
outros sinais e sintomas da inflamagao. Estes PEx entrariam entdo em contato com
células fagociticas que, por sua vez, produziriam e liberariam mediadores enddgenos
da resposta febril, sendo estes designados pirogénios endégenos (PE).

Sendo assim, para estudar a resposta febril em laboratério, algumas estratégias
sédo adotadas para mimetizar em animais 0 que ocorre em um organismo infectado por
um agente agressor. Sabe-se em particular que as infecgdes com bactérias GRAM-
negativas resultam na liberacdo de complexos lipopolissacarideos (LPS), um potente
pirogénio da parede celular destas bactérias, que pode ser fagocitado por leucdécitos,

especialmente macrofagos os quais por sua vez passam a sintetizar e liberar citocinas,



os PE descritos por ATKINS (1960). Algumas destas citocinas séo ativadores
endogenos do processo de elevagao do termostato hipotalamico (DINARELLO et al.,
1999). Outra substancia menos freqlientemente utilizada para induzir febre é o
muramil-dipeptideo (MDP), uma estrutura imunoadjuvante da parede de
peptideoglicanos de bactérias GRAM-positivas. Ele apresenta muitos dos efeitos
biolégicos do LPS, porém é menos potente que este (ZEISBERGER e ROTH, 1998).

De modo geral, o LPS tem sido empregado como desencadeador da resposta
febril na maioria dos estudos experimentais pois seus efeitos sdo mais uniformes do
que os obtidos com bactérias vivas ou mortas e porque ele é comercialmente
disponivel em forma altamente purificada (ZEISBERER, 1999).

1.2.1 Citocinas envolvidas na resposta febril

O termo citocina é usado como nome genérico para um vasto grupo de proteinas
soluveis as quais atuam como moduladores humorais das fungdes de células
individuais e de tecidos (THOMSON, 1994; IBELGAUFTS, 1995). Seu peso molecular
pode variar entre 8 e 26 kDa e podem ser produzidas por uma grande variedade de
tipos celulares.

Estas proteinas sdo em sua maioria fatores de crescimento que modulam a
proliferacdo e desenvolvimento das células do sistema imune, além de estarem
envolvidas na embriogénse e no desenvolvimento de 6rgdos (BARTFAI et al., 1993;
ROTHWELL et al., 1996).

As citocinas sdo mediadores que habitualmente atuam no tecido onde sao
produzidos. Em situagbes como o processo inflamatério, em que sdo produzidas em
grandes quantidades, elas podem ser rapidamente transportadas para a corrente
sangtiinea, podendo atuar em diferentes regides do corpo (HOPKINS et al., 1995).

Dentre as citocinas que participam da resposta febril pode-se destacar:
interleucina (IL)-1 (oo e B) (DINARELLO, 1984), fator de necrose tumoral-o. (TNF-o)
(DINARELLO et al., 1986); IL-6 (HELLE et al., 1988), IL-8 (ROTHWELL et al., 1990;
ZAMPRONIO et al., 1994a) e IL-11 (LOPEZ-VALPUESTA & MYERS, 1994); interferon
(IFN) a, B e y (DINARELLO et al., 1984; DINARELLO et al., 1988); proteina inflamatdria



derivada de macréfagos-1 (MIP-1; DAVATELIS et al., 1989; MINANO et al., 1990), fator
neurotréfico ciliar (SHAPIRO et al., 1993) e RANTES (regulated upon activation normal
T-cell expressed and secreted) (TAVARES & MINANO, 2000).

Neste contexto, certamente a que é mais estudada e que por isso apresenta
maior numero de detalhes sobre o seu mecanismo de acdo é a IL-1. A IL-1 existe na
forma de trés proteinas relacionas IL-1a, IL-1p e 0 antagonista do receptor de IL-1 (IL-
1ra) as quais sdo produtos de trés genes distintos (ROTHWELL et al., 2000). A IL-1a. e
a IL-1B atuam como agonistas, e suas agdes ocorrem pela ligagdo a um receptor de
superficie celular de 80 kDa, o IL-1RI, que necessita da associacdo de uma proteina
acessoria (AcP) para a transducgao de sua resposta (SIMS et al., 1988; GREENFEDER
et al., 1995).

Existe ainda um segundo receptor de 68 kDa, o IL-1RIl, ao qual a IL-1 também
se liga. Porém este receptor ndo apresenta um dominio intracelular e desta forma nao
€ capaz de iniciar a transducao de sinais (MCMAHAN, et al., 1991; SIMS, et al., 1993).
Sugere-se que este receptor funcionaria entdo como um modulador da atividade da IL-
1 por competir pela sua ligagdo no receptor IL-1RI (SIMS, et al., 1993). Ensaios de
imunohistoquimica demonstraram a presenga de ambos os receptores para IL-1 em
varias regides do sistema nervoso central (SNC) de camundongos (FRENCH et al.,
1998).

O terceiro membro da familia da IL-1 é o IL-1ra 0 qual é um antagonista
competitivo altamente seletivo que se liga ao IL-1RIl. Contudo, ele ndo é capaz de
promover a associagdo do receptor com a AcP, ndo sendo capaz de iniciar a
transdugado de sinais e consequentemente bloqueando assim a agédo da IL-1a e B ;
(GREENFEDER et al., 1995).

Quanto a participagdo da IL-1 na resposta febril, tem sido sugerido que
especificamente a IL-1f constitui o principal mediador da resposta febril (LONG et al.,
1990; ROTHWELL, 1991). Esta citocina, natural ou recombinante, induz febre em
diferentes espécies animais seja ela administrada no SNC ou perifericamente
(DINARELLO et al., 1984; FARRAR et al., 1987; LONG et al., 1990). Outra observagao
importante € que camundongos deficientes em I[L-1B apresentam resposta febril

reduzida ap6s a administragao periférica (intraperitoneal i.p.) de LPS em relagdo aos



ndo deficientes (KOZAK, et al., 1995). Além disso, o pré-tratamento de animais com o
anti-soro anti-IL-1B ou com o IL-1ra, inibiu a febre induzida por injegbes periféricas de
LPS e IL-6, sugerindo sua participagdo nas respostas febris induzidas por estes
pirogénios (LeMAY et al., 1990; LUHESHI et al., 1996). Foi constatado ainda, que a
administragdo intracerebroventricular (i.c.v.) de LPS, promove um aumento da
expressdo de mRNA para IL-1B, IL-1RI e para a AcP no hipotalamo de ratos (ILYIN, et
al., 1998).

Além da IL-1, outra potente citocina pré-inflamatéria é o fator de necrose tumoral
(TNF)-a.. Esta citocina esta presente na circulagdo sanguinea durante a sepse e apoés a
administragdo de endotoxina em voluntarios humanos (CANNON et al., 1990). Esta
citocina também é um pirogénio endégeno capaz de induzir febre quando administrada

perifericamente ou nos ventriculos cerebrais (DINARELLO et al., 1986).

De maneira geral, os efeitos do TNF-a no organismo podem envolver a ativagao
de 2 tipos de receptores, denominados p55 e p75. Além disso, foi verificada a presenca
de mRNA constitutivo para o receptor p55 em varias regides do SNC, o que n&o ocorre
para o receptor p75. No entanto, estimulos imunogénicos promoveram o aumento da
expressdo para ambos os receptores no SNC. Em relagdo a resposta febril, estudos
apontam um envolvimento maior do receptor p55 do que do receptor p75. (BENIGNI et
al., 1996; NADAU et al., 1999; SUNDGREN-ANDERSSON et al., 1998).

Embora a injecao sistémica de LPS tenha aumentado os niveis circulantes de
TNF em animais experimentais, ndo houve uma correlagao satisfatoria entre 0 aumento
da temperatura corporal e as concentragdes plasmaticas dessa citocina, o que tem
levado alguns autores a questionarem sua importancia para o desenvolvimento da
febre (STEFFERL et al., 1996).

A IL-6 é uma citocina produzida em grandes quantidades ap6s a administracdo
de PEx e é potente indutora de febre quando administrada no SNC de ratos
(SUNDGREN-ANDERSSON et al., 1998; CARTMELL et al.,, 2000). Os niveis desta
citocina no fluido cérebro espinhal (CSF) estao de acordo com o desenvolvimento da
febre em animais experimentais (HOUSSIAU et al., 1988; LeMAY et al., 1990; ROTH et

al.,, 1993). Além disso, a administragdo de LPS e IL-1B promovem um aumento nos



niveis de IL-6 no CSF, e a imuneutralizagdo da IL-6 diminuiu a febre induzida por estes
mediadores (LeMAY et al., 1990; ROTHWELL et al., 1991).

Os efeitos da IL-6 sdo mediados no SNC pelo receptor IL-6R, encontrado em
condigoes basais no SNC de ratos. Porém a administracao periférica de LPS, mas nao
de IL-1 B (intravenosa i.v.) promove 0 aumento de sua expressdo em varias regides do
SNC, com especial importancia no 6rgao vascular da lamina terminal (OVLT) e no
hipotalamo (VALLIERES, 1997).

Ja os interferons (IFN)-a, B e y sdo citocinas produzidas em especial em
infecgdes por diferentes virus (LIEBERMAN et al., 1989). Os IFN-a, -B e -y sdo capazes
de induzir febre com poténcia variada em diferentes espécies animais e em humanos
(revisado por KLUGER, 1991). No entanto, os estudos relacionados ao envolvimento
dos IFN na resposta febril sdo mais escassos. Assim como para as outras citocinas, ja
foi observada a expressdo de receptores para o IFN-y no SNC de ratos (VILKMAN et
al., 1998). O IFN-y pode induzir outras citocinas pirogénicas, tais como TNF-a e IL-13 o
que sugere que sua acao possa ser, pelo menos parcialmente, indireta (ALOISI et al.,
1999).

A IL-8 e o MIP-1 pertencem a um grupo de citocinas com atividade quimiotatica,
denominadas quimiocinas. Elas podem ser produzidas e secretadas por varios tipos
celulares, tendo efeito regulatério sobre a migragao leucocitaria (LUSTER, 1998). Ja
foram definidas quatro classes de quimiocinas, de acordo com o numero e posi¢ao dos
residuos de cisteina. As duas familias principais sdo as o e [ quimiocinas
(BAGGIOLINI e cols., 1994). A IL-8 pertence a classe das o quimiocinas e o MIP-1 a
das B quimiocinas (HORUK, 1994)

A administragdo central de IL-8, MIP-1a ou MIP-1$ induzem febre em ratos
(ROTHWELL et al, 1990; ZAMPRONIO et al., 1994a; MYERS et al., 1993; MINANO et
al., 1996; BAJETTO et al., 1999). As quimiocinas produzem seus efeitos biolégicos por
interagirem com receptores especificos acoplados a proteina G na superficie celular
das respectivas células alvo (SCHALL, 1991).

Recentemente, foi identificado mais um mediador que atua na resposta febril.
ZAMPRONIO e cols., (1994; 2000) demonstraram que macréfagos estimulados in vitro
com LPS por um curto periodo de tempo promovem a liberacdo de um fator que



quando administrado em ratos induz varios fendbmenos da RFA, dentre eles a resposta
febril.

Este mediador foi denominado fator pirogénico pré-formado em macréfagos
(PFPF) porque ao contrario do que ocorre com as demais citocinas ja conhecidas, este
fator parece 'encontrar-se pré-formado nos macrofagos, pois o tratamento destes
macréfagos com dexametasona ou cicloheximida drogas que atuam inibindo a sintese
protéica, ndo inibiram a liberagdo deste fator (ZAMPRONIO et al., 1994).

Além destas citocinas outras também apresentaram atividade pirogénica quando
administradas em animais experimentais (IL-11 e RANTES) (LOPEZ-VALPUESTA &
MYERS, 1994; TAVARES & MINANO, 2000). No entanto, pouco se sabe a respeito de

sua participagdo no desencadeamento da resposta febril.

1.2.2 Traducao da informacao periférica para o SNC:

Uma vez produzidas estas citocinas devem traduzir a sua informagdo em um
sinal neural para que ocorra uma alteragao no ponto de termorregulagem localizado na
area pre-optica do hipotalamo anterior (APO/HA). O aumento no ponto de regulagem
hipotalamico pelas citocinas esta associado a sintese de prostaglandinas (PGs), fator
liberador de corticotrofina (CRF) e endotelina (ET)-1 no SNC (DINARELLO, 1991,
ROTHWELL, 1991; FABRICIO, 1998).

Embora o mecanismo pelo qual estas citocinas alcangam o SNC nao esteja
totalmente elucidado, existem varias hipoteses que tentam explicar como ocorre esta

comunicagao.

As citocinas circulantes sdo proteinas com peso molecular variando de 8 a 26
kDa, razdo esta que as impede de atravessar facilmente a barreira hematoencefalica
(BHE) (BANKS et al., 1991). No entanto, o SNC possui areas especificas denominadas
orgaos circunventriculares (CVOs), as quais apresentam capilares fenestrados e sao
portanto, desprovidas de BHE (BROADWELL et al, 1976). Uma das hip6teses, é a de
que as citocinas poderiam entrar no SNC via CVOs particularmente através do 6rgao

vascular da lamina terminal (OVLT), visto que a destruicdo da OVLT por lesdes
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eletroliticas reduz a resposta febril induzida por IL-13 e TNF-a (BLATTEIS et al., 1983;
HASHIMOTO et al., 1994).

A segunda hipotese, proposta por BANKS et al. (1991), considera que citocinas
hidrofilicas podem entrar no cérebro através da BHE, mediadas por um sistema
especifico de transporte saturavel, realizado por carreadores especificos.

E possivel ainda que as citocinas atuem nas células endoteliais do SNC
estimulando a producdo dos mediadores lipofilicos responsaveis pelas alteragdes no
termostato hipotalamico. Dentre estes mediadores estariam as prostaglandinas (PGs)
que serao discutidas mais adiante (CAO et al., 1999).

Nos ultimos anos, tem sido investigada, ainda, a participagdo de nervos aferentes
periféricos na comunicagdo entre elementos do sistema mononuclear fagocitico na
resposta inflamatéria e da RFA periférica, e do hipotalamo. Estes estudos tém
levantando a hipétese de que o transporte de sinais inflamatérios da periferia para o
SNC, induzindo febre durante a reacado inflamatéria nao se deve exclusivamente a
mecanismos humorais (ROTH, 1999). A vagotomia subdiafragmatica tem sido eficiente
em inibir respostas controladas pelo cérebro, incluindo a febre, induzida pela
administragao periférica de LPS ou PE (WATKINS et al., 1995a, WERNER et al., 2003),
a inducdo de RNAm para IL-1p no cérebro (LAYE et al., 1995), a hiperalgesia
(WATKINS, 1994) e a ativacao do eixo hipéfise-pituitaria-adrenal (HPA) (FLESHNER et
al., 1995).

1.2.3 Mediadores centrais da resposta febril

Apo6s chegarem ao SNC, estas citocinas devem traduzir a informagéo nelas
contida em um sinal para que ocorra a elevagdo do termostato hipotaldmico.
Aparentemente nao sdo elas que atuam diretamente o hipotalamo promovendo esta
alteragdo. Muitas evidéncias apontam que estas citocinas atuariam pela indugdo da
producdo de mediadores centrais sendo eles: as prostaglandinas (PG)E,, PGF,,, fator
liberador de corticotrofina (CRF) e endotelina (ET).

Os mediadores inflamatérios, tais como IL-1B, IL-6, TNF-a e LPS, podem

promover uma rapida liberagcdo de acido araquidénico (AA) que se encontra
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esterificado na membrana celular pela acdo da enzima fosfolipase A; (DINARELLO,
1991). Apés a liberagdo do AA este lipidio pode ser metabolizado principalmente por
duas classes de enzimas, sendo elas as enzimas lipoxigenases ou ciclooxigenases
(COX).

As lipoxigenases sdo uma familia de enzimas que catalisam a oxigenagao do AA
em hidroperéxidos lipidicos denominados hidroxiperoxieicosatetraenoéicos (HPETE). Os
HPETE sao metabdlitos instaveis, metabolizados por varias enzimas. A 5-lipoxigenase,
€ considerada uma das principais enzimas de metabolizagdo do AA, pois € ela que
possibilita a formagdo dos leucotrienos (LT) (SAMUELSSON et al., 1987). Os LT
parecem ndo estar envolvidos na inducdo da resposta febril, ja que a injegéo de LTB4,
LTD4 e LTE4 i.c.v. ou na area pré-optica do hipotdlamo de ratos ndo promoveu
aumento na temperatura retal destes animais (O'ROURKE e RUDE, 1984). HYNES et
al., (1991) demonstram que a inje¢do i.v. ou i.c.v. de LPS ou i.v. de IL-18 em doses
superiores as que induzem febre ndo tiveram qualquer efeito nos niveis de leucotrienos
no CSF, tanto na presenga como na auséncia de indometacina.

Por outro lado, as enzimas COX oxidam o AA, gerando endoperoxidos ciclicos
instaveis os quais sdo designados prostaglandinas (PG)G, e PGH,. Apds formada a
PGH,, através da acdo de isomerases teciduais especificas, esta é convertida em
PGD, , PGE, , PGF,,, ou em prostaciclinas (PGl;) pela agcdo da sintase da
prostaciclina, ou ainda em tromboxano A; (TxA;) gerado pela sintase do tromboxano
(VANE & BOTTING, 1992; ONEILL & FORD-HUCTEMPERATURA
CORPORALHINSON, 1993; O'BANION, 1999).

Existem duas isoformas da enzima COX que séo responsaveis pela produgdo de
PGs. A COX-1 é expressa constitutivamente nas células. Esta isoforma é responsavel
pela produgdo de PGs que atuam em processos fisiologicos, como por exemplo
protegendo a mucosa gastrica pela diminuicdo da secre¢do acida gastrica e pelo
aumento da produgdo de muco (ONEILL & FORD-HUCTEMPERATURA
CORPORALHINSON, 1993; O'BANION, 1999).

Ja a isoforma COX-2 tem sua expresséo seletivamente aumentada no cérebro
apds estimulos inflamatérios, como LPS, IL-1a. e B € TNF-o.. (KOMHOFF et al., 1997;
MAJERUS, 1998; CAO et al., 1997).
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Uma constatacdo muito importante com relagao as enzimas que metabolizam o
AA foi feita por LI et al. (1999). Estes autores utilizando camundongos com deficiéncia
para os genes que codificam ou COX-1 ou COX-2, observaram que apos a injegao
periférica de LPS, somente os animais com genes nocauteados para a COX-2 néo
apresentaram febre, reforgando a importancia da isoforma induzida na génese da febre
deste PEx.

Embora a indugdo de COX-2 pelas citocinas com consequente aumento na
producdo de PGs sé tenha sido demonstrada na década de 90, a participagao destes
eicosanoides na resposta febril ja havia sido prevista anteriormente. Em 1971, MILTON
& WENDLANDT propuseram que a agao antipirética dos antiinflamatérios néo
esteroidais (AINEs) devia-se a sua capacidade de inibir a formag¢ao de PGs no SNC em
resposta aos PEx e demonstraram ainda que PGE,, quando injetada no terceiro
ventriculo de gatos, induz febre de forma dose dependente. No mesmo ano,
FELDBERG & SAXENA observaram que PGE; injetada i.c.v. induz febre, ndo apenas
em gatos, como também em ratos e coelhos e que o CSF coletado do terceiro

ventriculo de gatos com febre continham niveis elevados de PGs.

Posteriormente, diversos estudos confirmaram estes achados, utilizando

particularmente ratos e camundongos (revisado por KLUGER, 1991)

A PGE, quando administrada pela via i.c.v., induz febre por atuar em neurdnios
sensiveis a variagdes de temperatura no hipotalamo, estimulando diretamente a
termogénese (MURAKAMI e WATANABE, 1989. DINARELLO, 1991). A PGE; pode
atuar através da ativacdo de quatro subtipos de receptores da série-E para
prostagladinas sendo eles: EP4, EP,, EP; e EP, (COLEMAN et al., 1994; USHIKUBI et
al., 1995). Dentre estes quatro, os receptores EP4, EP; e EP4 sdo expressos na
APO/HA (OKA et al., 2000) e parecem ser importantes para o desenvolvimento da
resposta febril. Foi observado que a administragdo i.c.v. de PGE, ou i.v de IL-13 ou
LPS néo foi capaz de induzir febre em camundongos knockout para o subtipo EP3,
indicando que este receptor seria importante na génese da febre (USHIKUBI et al.,
1998). OKA et al.,, (2000) observaram que a administragdo i.v. de LPS em ratos
promoveu um aumento na expressao dos receptores EP, no SNC e sugeriram ainda

que este receptor estaria envolvido no desenvolvimento da primeira hora da resposta
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febril induzida por esta toxina. Posteriormente estes mesmos pesquisadores
observaram que camundongos knockout para os receptores EP;, também né&o
desenvolviam resposta febril apds tratados com LPS (OKA et al., 2003).

No entanto, ndo é somente a PGE; que esta envolvida na febre. A PGF,, € outro
eicosanodide derivado do AA que parece ter participagdo efetiva como um dos indutores
da resposta febril. Essa PG também induz aumento da temperatura corporal de ratos e
coelhos quando administrada via i.c.v.. (MORIMOTO et al., 1988; ROTHWELL, 1990)
ocorrendo aumento nas concentragdes dessa PG no fluido cerebroespinhal de ratos
apés injecao periférica de endotoxina (COELHO et al., 1995). Infelizmente ndo existem
estudos que avaliem a presencga de receptores no SNC para a PGF;,, € nem estudos
com animais knockout para receptores de PGF,.

A administragado i.p. de indometacina, que é um inibidor ndo seletivo para as
enzimas COX e que conseqiientemente reduz a producdo de PGs, foi capaz de reduzir
a resposta febril induzida pela IL-18, TNF-a e IL-6 em ratos (SOUZA et al., 2002)

Embora a participacdo de PGs na resposta febril esteja bem documentada,
existem evidéncias de que algumas citocinas induzem resposta febril em ratos por
mecanismos independentes da sintese e liberacdo de PGs. A febre induzida por MIP-1
nao foi modificada pelo tratamento dos animais com ibuprofeno ou indometacina
(DAVATELIS et al., 1989; MINANO et al., 1990) e a febre induzida por IL-8 néo foi
reduzida pelo tratamento dos animais com indometacina (ZAMPRONIO et al., 1994).

Além das PGs varios peptideos, quando administrados no SNC de animais
experimentais, sdo capazes de induzir um aumento na temperatura corporal. Dentre
eles 0 que tem sido mais extensamente estudado é fator liberador de corticotrofina
(CRF)

O CRF é um peptideo de 41 aminoacidos, produzido principalmente por
neurdnios do nucleo paraventricular hipotalamico, que atua na glandula pituitaria
induzindo a sintese de pré-opiomelanocortina (POMC), que é processada em
diferentes peptideos, dentre eles: ACTH, B-endorfina e MSH (VALE et al., 1981;
YASUDA et al., 1978; ROTHWELL, 1990).

Sabe-se que a administragcdo intracerebral de CRF modifica a liberagdo de
insulina e glucagon, inibe a ingestao de alimentos, aumenta a atividade simpatica. Além
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disso, quando administrado em pequenas quantidades por via i.c.v. em ratos este
peptideo promove um grande e rapido aumento da taxa metabdlica, e estimula a
atividade termogénica do tecido adiposo marrom, o que eleva a temperatura corporal
destes animais (BROWN et al., 1982; LeFEUVRE et al., 1987; DIAMANT et al., 1991).
Desta forma ROTHWELL (1991) sugeriu que os efeitos pirogénicos de citocinas
como IL-1B e IL-6 sdo mediados por CRF, ja que o antagonista do CRF (CRFg.41),
reverteu o aumento da temperatura corporal e 0 aumento do consumo de oxigénio
induzido por estas citocinas. Entretanto, as respostas da IL-1a. € TNF-a ndo foram
reduzidas pelo antagonista do CRF, demonstrando que embora elas dependam de

PGs, ndo dependem de CRF para sua agao.

Como a febre causada pela PGF;, é inibida pelo antagonista de CRF (a-helical
CRFg.41), diferentemente da resposta febril promovida pela PGE,, sugere-se que as
respostas da IL-1 e IL-6 sdo mediadas por PGF,, e que as da IL-1a € TNF-a sdo
mediadas por PGE, (ROTHWELL, 1990). Aparentemente, o efeito pirogénico da IL-8,
que como citado anteriormente é independente da sintese de PGs, também seja
mediado pelo CRF, ja que a resposta febril induzida por essa citocina foi inibida pelo
antagonista de CRF (ZAMPRONIO et al., 1994).

Outro peptideo composto por 21 aminoacidos que tem sua expressao
aumentada por LPS e por diferentes citocinas (IL-1 e TNF-a) é a endotelina (ET)
(EHRENREICH et al., 1990, CORDERet al., 1995; MARSDEN et al.,, 1992). Este
peptideo possui acdo vasoconstritora potente e participa de varios eventos
inflamatérios (EHRENREICH et al., 1990; RAE & HENRIQUES, 1998).

Foi demonstrado também, que a administracao i.v. deste peptideo é capaz de
promover um aumento dose dependente da temperatura corporal de coelhos (KOSHI et
al., 1992) e em um estudo mais recente, FABRICIO e cols., (1998) demonstraram que
a ET-1, quando administrada i.c.v., também é capaz de induzir um aumento da
temperatura corporal de ratos. Estes ultimos pesquisadores observaram que o
antagonista inespecifico de receptores de ET, bosentam foi capaz de reduzir a resposta
febril do LPS em ratos (FABRICIO et al., 1998). Além disso, existem evidéncias de que
o receptor envolvido na resposta febril mediada pela ET-1 corresponde ao tipo ETg, ja
que a febre induzida pela injegdo central de ET-1 e de LPS i.v., foram inibidas pelo
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antagonista especifico dos receptores ETg BQ 788, mas ndo foram modificadas pelo
tratamento com o antagonista seletivo ETa, BQ 123 (FABRICIO et al., 1998).

Quanto a participagdo da ET-1 como mediador central da resposta febril, foi
observado ainda que o antagonista dos receptores ETg ndo modificou a febre induzida
por IL-1B3, TNF-a, IL-6, IL-8 ou ainda pelas PGs (PGE; ou PGF,,) mas reduziu a febre
induzida pelo CRF e pelo PFPF (FABRICIO & SOUZA, 2000). FABRICIO & SOUZA
(2000) sugeriram assim, uma via alternativa para explicar a participagao da ET-1 na
cascata de mediadores envolvidos na resposta febril. Neste caso, durante a febre
induzida pelo LPS, pode ocorrer a liberagcdo de PFPF, atuando como um PE
intermediario. O PFPF, por sua vez estimularia a liberagdo central de CRH e este
finalmente levaria a sintese/liberagdo de ET-1, independente de PGs e das demais
citocinas conhecidas (FABRICIO & SOUZA, 2000).

Pelos dados supracitados, pode-se dizer que as substancias envolvidas na
génese da febre podem atuar por quatro vias diferentes, sendo elas: uma primeira via
dependente apenas de PGs (IL-1a e TNF-a); uma segunda dependente de PGs e fator
liberador de CRF (IL-1B e IL-6); uma terceira dependente apenas de CRF (IL-8) e a
quarta que depende de endotelina e CRF (PFPF).

1.3 - Participacao dos Opidides na Termorrequlacao e na Febre

1.3.1 — Consideracoes gerais:

O 6pio que é obtido do suco (opium = suco) da papoula Papaver sominiferum é
composto por mais de 20 alcalbides distintos. Os primeiros relatos da utilizacao do épio
com finalidades recreacionais e pelos seus efeitos medicinais datam de
aproximadamente 4.000 a.C. No entanto, somente no inicio do século XIX Sertlirner foi
capaz de isolar uma substancia pura do suco da papoula, a qual chamou de morfina
em homenagem a Morfeu, o deus grego dos sonhos.

A morfina é até hoje uma droga muito utilizada para o alivio da dor. Contudo, os
opidides apresentam ainda uma notavel variedade de efeitos. Dentre eles podemos

destacar seu efeito antitussigeno, depressor respiratério e diminuidor da motilidade do
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trato gastrintestinal (BROWSTEIN 1993; FOLEY 1993). Além destes efeitos ja bem
documentados dos opidides, algumas evidéncias tém sugerido que eles estariam
envolvidos também na resposta febril (ADLER et al., 1988, BLATTEIS et al, 1991).

O que é mais intrigante a respeito do sistema opidide (seus receptores e
ligantes), é que, apesar do conhecimento do efeito e do uso dos opidides datarem de
séculos antes de Cristo, os mecanismos de agdo destas substancias, ainda hoje nao
estao totalmente elucidados, e provavelmente o entendimento completo e exato de seu

funcionamento ainda exijird muitos esforgos.

Isso ocorre provavelmente porque as interagées no sistema opidide, tanto nas
interacdes ligante receptor como nas receptor/receptor sejam surpreendentemente

complexas como sera descrito no decorrer deste texto.

1.3.2 Opidides endoégenos:

Até os primeiros anos da década de 70 a existéncia do sistema opidide
enddgeno era totalmente desconhecido. A primeira evidéncia fisiolégica sugerindo a
existéncia de um sistema opidide enddgeno, foi obtida pela demonstragdo de que a
analgesia provocada pela estimulagao elétrica de determinadas regides cerebrais era
revertida pela naloxona, um antagonista opiéide nao seletivo (AKIL et al., 1972; AKIL et
al., 1976).

Em 1975, HUGHES e colaboradores identificaram um fator endégeno
semelhante aos opiaceos, que denominaram encefalina (derivado do encéfalo).
Posteriormente, foram identificadas duas classes de peptideos opidides enddgenos
adicionais, designadas endorfinas e dinorfinas (LI et al., 1976; GOLDSTEIN et al.,
1979). Os opidides endbégenos sdo proteinas de baixo peso molecular que estdo
amplamente distribuidas no sistema nervoso central. Dentre os mais de 18 peptideos
opidides enddgenos identificados em mamiferos trés apresentam maior destaque:
endorfina, encefalina e dinorfina. Cada uma provém de um precursor diferente e tem
distribuicdo anatémica caracteristica. Estes precursores sao codificados por trés genes

diferentes e sdo designados pré-proopiomelanocortiana (POMC), pré-proencefalina e
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pré-prodinorfina. Cada precursor pode sofrer diferentes clivagens e modificagdes pos-

translacionais complexas, o que dara origem a varios peptideos ativos.

Os peptideos opidides classicos apresentam em comum a sequéncia
aminoterminal Tyr-Gly-Gly-Phe-(Met ou Leu), conhecida como unidade opidide. Esta
molécula € seguida de diferentes extensdes C terminais que resultam em peptideos
entre 5 e 31 aminoacidos. O principal peptideo opidide derivado da POMC ¢é a f3-
endorfina. Além da B-endorfina a POMC também é processada em peptideos nao
opidides como o horménio adrenocorticotréfico (ACTH) e no horménio estimulante de
melanécito (a-MSH) e na B-lipotropina (B-LPH). A prodinorfina contém trés peptideos
com comprimentos diferentes, todos comegam com a sequéncia da Leu-encefalina
sendo eles: dinorfina A, dinorfina B e neo-endorfina. A proencefalina contém varias
copias da Met-encefalina, além de uma cépia da Leu-encefalina (revisado por AKILL et
al., 1998).

Um novo peptideo opidide endégeno foi clonado em 1995. Este peptideo tem
homologia seqiiencial significativa com a dinorfina A, com uma ligeira modificagdo no
nucleo opidide aminoterminal (Phe-Gly-Gly-Phe), sendo esta alteragao suficiente para
suprimir a ligagcao deste peptideo aos trés receptores classicos, que serdo descritos
posteriormente. Este peptideo foi chamado de orfanina FQ (OFQ) por um grupo de
pesquisadores e de nociceptina por outro sendo entdo abreviado como N/OFQ
(MEUNIER et al., 1995; REINSCHEID et al., 1995).

Algum tempo depois da identificagdo dos primeiros opidides endégenos, foram
identificados seus receptores. Com base em estudos in vivo em caes MARTIN et al.,
(1976) postularam a existéncia de varios tipos de receptores opidides. A confirmacao
da existéncia destes receptores s6 foi possivel através do desenvolvimento na década
de 80 de ligantes altamente especificos, que permitiram a marcacao tipo-especifica dos
trés receptores opidides classicos sendo os marcadores: DAMGO ([D-Ala®>-MePhe*-
Gly(ol)®lencefalina) para o receptor pu, DPDPE ([D-Pen-D-Pen®lencefalina) para o
receptor 6 e U-50,488 e U 69,593 para o receptor k (HANDA et al., 1981; MOSBERG et
al., 1983; VOIGHTLANDER et al., 1983). Posteriormente, estudos de clonagem

molecular em roedores que confirmaram a existéncia de trés tipos de receptores
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opidides p, k e 6 (CHEN et al., 1993; MENG et al., 1993; EVANS et al., 1992; KIEFFER
et al., 1992).

O receptor 6 € uma proteina de 372 aminoacidos (aa) que apresenta grande
afinidade pelo antagonista & seletivo naltrindol e baixa afinidade pelo antagonista k
seletivo norbinaltrofimina (nor-BNI), assim como para o naloxone (ZIMMERMAN et al.,
1990; LUTZ et al., 1992). O receptor k € uma proteina de 380 aa, que apresenta uma
similaridade de 70% com a seqiéncia do receptor 6 (YASUDA et al.,, 1993). J4 o
receptor p € uma proteina de 392 aa, que apresenta similaridade de 57% e de 68%
com os receptores & e k, respectivamente (CHEN et al., 1993). Quanto aos seus
ligantes endogenos, os receptores opidides 6 apresentam grande afinidade pela
encefalina, os receptores opidides k apresentam grande afinidade pela dinorfina e os
receptores opiodides p apresentam grande afinidade pela B-endorfina. (GOLDSTEIN et
al.,, 1985; DONNERER et al.,, 1986). Um quarto receptor opidide conhecido como
receptor nociceptina/orfanina (N/ORF), foi clonado em 1994 (BUNZOW et al., 1994;
MOLLEREAU et al., 1994). Em 2000 o Comité para Nomenclatura de Receptores e
Classificagao de Drogas da Unido Internacional de Farmacolégica (IUPHAR) adotou os
termos MOP, DOP, KOP e NOP para indicar os receptores pn, 6, « € N/ORF
respectivamente. No entanto, como a maioria dos trabalhos ainda adota a terminologia

grega para designar estes receptores manteremos esta denominagcao em nosso texto.

Outro dado interessante a respeito dos receptores opidides e que dificulta o
estudo e a compreensao da participagado dos opidides nos sistemas biolégicos é o de
que eles apresentam a peculiaridade de atuar em dimeros e além de formarem
homodimeros eles podem ainda formar heterodimeros com os demais receptores
opidides. Analogos diméricos da oximorfina e encefalina apresentam maior afinidade e
poténcia em relagdo aos compostos monoméricos, sugerindo que os receptores p
poderiam funcionar como dimeros (HAZUM et al.,, 1982). CVEJIC e cols., (1997)

demonstraram que os receptores 6 também existem como homodimeros.
A morfina, o agonista opidide exdgeno protédtipo do grupo, é capaz de se ligar

aos receptores p e § e inibir a liberagdo de neurotransmissores (MACDONALD et al.,
1978; YAKSH, 1993).
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Dados mais recentes demonstram que 0s receptores u e 6 podem formar um
heterodimero de 150 kDa, e estes heterodimeros exibem propriedades distintas de
ligacao e sinalizagdo (GOMES et al., 2000). Estes autores demonstraram que a adigéo
de um agonista ou antagonista seletivo para o receptor §, deltorfina Il e TIPPy,
respectivamente aumentam a ligagdo do agonista p-seletivo DAMGO nos receptores ,
quando os receptores estdao na forma de heterodimero. Sendo que o inverso também
ocorre (GOMES et al., 2000).

Sabe-se que a ativagao dos receptores opidides aumenta o nivel de fosforilagéo
da MAP-quinase (MAPK) (TRAPAIDZE et al., 2000). Para verificar se o heterodimero
representa um receptor funcional, foi verificada a sua capacidade de fosforilagdo da
MAPK. Tanto a deltorfina como o TIPPy aumentaram a poténcia (aproximadamente 6
e 90 vezes, respectivamente) e a eficacia (2 vezes aproximadamente) do agonista
opidide DAMGO em fosforilar a MAPK. O antagonista seletivo dos receptores p-opidide
D-Phe-Cys-Try-D-Trp-Arg-Thr-Pen-Thr-NH(;, ciclico (CTAP), também potenciou a
sinalizagao do agonista & deltorfina Il (GOMES et al., 2000).

Além disso, o receptor & heterodimeriza com o receptor k € quando estao nesta
forma, eles alteram a ligagao do ligante e suas propriedades de sinalizagao (JORDAN
et al., 1999). No entanto os receptores u e k ndo sdo capazes de formar heterodimeros.

Os peptideos opidides sdo amplamente distribuidos no SNC e periférico e
apresentam grande importancia na modulagao das fungdes enddcrinas, cardiovascular,
gatrointestinal e do sistema imune (SIMON 1991).

Sua ampla distribuicio no SNC sugere que eles podem atuar como
neurotransmissores e/ou como neuromoduladores. Um exemplo, é o efeito da dinorfina
que parece modular os potenciais de agdo de longa duragdo (WEISSKOPF et al.,
1993). Opidides podem atuar ainda na pré-sinapse, alterando a liberagdo de
neurotransmissores como o GABA, noradrenalina, dopamina e serotonina (CAPOGNA
et al., 1993; NORTH, 1993). Um efeito de inibigdo p-especifico na liberagdo do
neurotransmissor inibitério GABA, foi observada em cultura de hipocampo de ratos
(COPAGNA et al., 1993).

Ha muito tempo sabe-se que os opidides endégenos sdo produzidos no cérebro,

Recentemente com o avanco das técnicas de biologia molecular observou-se que
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diversas células do sistema imune também podem produzir e liberar estes peptideos
(LINNER et al., 1995; CABOT, 2001).

Tem sido demonstrado que os linfocitos e as células fagocitarias mononucleares
apresentam em sua superficie receptores opidides 6 (CARR et al., 1988 e 1989), k
(CARR et al., 1989, LAWRENCE et al., 1995; BELKOWSKI et al., 1995) e p (MAKMAN,
1994, CHUANG et al.,, 1995). Além de possuirem receptores opidides em sua
superficie muitas células do sistema imune sdo capazes de sintetizar os peptideos
opidides. Diversos grupos tém demonstrado que linfécitos e macréfagos expressam
mRNA para B-endorfina e outros derivados da POMC (SMITH et al., 1985; LOLAIT et
al., 1986).

Além disso, os opidides enddégenos sdo armazenados em 6rgaos do sistema
imune como baco e timo. As encefalinas, endorfinas e dinorfinas sdo ainda expressas
em grande quantidade no sitio inflamatério (MOUSA et al., 2001a; MOUSA et al.,
2001b; CABOT et al., 2001).

E importante ressaltar que varias fungdes do sistema imune so reguladas pelo
sistema opidide, tendo um importante destaque na expressao de citocinas. A
expressao de uma determinada citocina pode ser tanto aumentada ou diminuida
dependendo do receptor e agonista envolvido no processo. Por exemplo, a expressao
da IL-6 é aumentada pela morfina um potente agonista p e por sua vez, reduzida pelo
agonista k U50,488 (ROGERS et al., 2003).

Os receptores opidides sdo acoplados as proteinas de ligacao do GTP sensivel
a toxina pertussis, que atuam inibindo a atividade da enzima adenilatociclase
diminuindo conseqlientemente a producao de AMP ciclico (HERZ, 1993). Eles podem
atuar também, promovendo a ativagdo das correntes de K* ativadas pelo receptor e
suprimindo as correntes de Ca’™ controladas pela voltagem (DUGGAN & NORTH,
1983). No entanto, alguns estudos demonstram que os receptores opidides podem
estar acoplados a varios outros sistemas de segundo mensageiros, tais como ao da
ativacao das MAPK e ao da cascata mediada pela foslipase C (PLC), que resulta na
formagéo de trifosfato de inositol e diacilglicerol (TRAPAIDZE et al., 2000).
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1.3.3 — Opidides e temperatura corporal.

Os dados a respeito dos efeitos dos opidides sobre a temperatura corporal sao
bastante controversos, provavelmente porque os efeitos biologicos dos opidides
dependam de iniUmeros fatores tais como: agonista ou antagonista empregados, via de
administracdo, dose, espécie animal, idade, ritmo circadiano, estresse, restricdo dos
movimentos e temperatura ambiente (ADLER et al., 1988). Além destes fatores deve-
se ressaltar que a maioria dos estudos mais antigos com opidides empregavam
antagonistas ndo seletivos e isto talvez seja o fator que mais contribua para a
variedade de resultados encontrados na literatura.

Os primeiros relatos do envolvimento dos opidides na regulacdo da teperatura
corporal foram observados com a morfina, um agonista opidide, com efeito
predominante sobre receptores p (GIRNDT, et al., 1931, EDDY et al., 1934, WINTER,
et al., 1953, ZIMMERMAN et al., 1990).

A morfina exerce um efeito na temperatura corporal que é espécie especifico. A
hipotermia é o efeito predominante em caes (WINTER, et al., 1953; MARTIN, 1968),
coelhos (GIRNDT, et al.,, 1931; KO, 1937; SINCLAIR, et al., 1974) e passaros
(ZEEHUISEN, 1895). Por outro lado a hipertermia é o efeito predominante em outras
espécies, particularmente nas que apresentam efeito excitatério apdés a administragao
da morfina, tais como gatos (CLARK et al., 1978), bovinos e cavalos (KRUEGER et al.,
1941). Em outras espécies este opidide exdgeno apresenta um efeito dual na
temperatura corporal, em doses baixas causa hipertermia e em doses altas promove
hipotermia. Este efeito é observado em ratos (WINTER et al., 1953; CHAHOVITH et al.,
1926; HERMANN, 1942; GELLER et al., 1983), camundongos (ESTELER et al., 1962;
ROSOW et al., 1980), cobaias (KAMDASAMY et al., 1984) e em primatas (EDDY et al.,
1934; SPRAGG et al., 1939; HOLTZMANN et al., 1969).

De modo geral a naloxona, um antagonista nao seletivo com maior afinidade
pelos receptores p, reverte estes efeitos na temperatura corporal. No entanto o inibidor
de COX indometacina ndo foi capaz de reduzir a hipertermia induzida pela morfina
sugerindo que a produgao de PGs, ndo esta envolvida na hipertermia induzida por este
opidide exégeno (KANDASAMY et al., 1983).
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Este tipo de resposta dual ndo é exclusivo da morfina. Por exemplo, a
administragao intraventricular de noradrenalina em ratos e serotonina em caes produz
hipertermia em doses baixas e hipotermia em doses maiores (FELDEBERG et al.,
1967; MYERS, 1968).

A atividade locomotora e outros efeitos comportamentais em camundongos e
ratos, apdés a administragao de opidides, apresentam a mesma caracteristica de efeito
sendo que ocorre depressao seguida de excitagdo (MARTIN et al., 1980).

Os efeitos da morfina no aumento da temperatura corporal poderiam entdo ser
devido a um aumento na produgdo de calor pela atividade muscular. No entanto a
hipertermia produzida pela morfina é freqiientemente acompanhada por catalepsia em
ratos e a hipotermia é geralmente acompanhada por agitagdo em camundongos. Desta
forma a produgao de calor pelo aumento da atividade fisica parece ser uma explicagéo
insuficiente para as alteragdes na temperatura corporal (GELLER et al., 1982; LOTTI et
al., 1965; SLOAN et al., 1962).

Com o decorrer do tempo, o desenvolvimento cientifico permitiu avaliar o
envolvimento dos opidides na temperatura corporal sob um angulo diferente, ou seja,
utilizando-se de ligantes end6genos.

A B-endorfina, um importante opidide endégeno que apresenta sua maior
expressdo génica nos lobulos neurointermediarios da glandula pituitaria, enquanto o
hipotadlamo é a principal fonte de POMC e consequientemente de B-endorfina no SNC
(CIVELLI et al., 1982). Na pituitaria a expressdo de mRNA de POMC e peptideos
relacionados, é predominantemente regulada pelos glicocorticéides e CRF. A liberagao
dos peptideos produzidos a partir da POMC é estimulada por CRF e inibida pelos
glicocorticéides (VALE et al., 1981; YASUDA et al., 1978).

A APO/HA, o centro primario de controle da temperatura corporal, possue uma
concentragao relativamente alta de neurdnios que contém B-endorfina (KRIEGER et al.,
1979; SNYDER et al., 1979). A estimulagdo elétrica do hipotalamo in vitro resulta em
uma grande liberacdo de B-endorfina e de outros peptideos (MILLAN et al., 1981). A
proximidade anatdémica entre neurdnios B-endorfinérgicos e termorregulatérios sugerem
que a liberagdo de B-endorfina possivelmente tenha um papel no controle da

temperatura corporal. Em adi¢cdo, a administragdo de B-endorfina induziu hipertermia
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em cobaias, gatos, camundongos e ratos (CLARK et al., 1981; KANDASAMY et al.,
1984; HUIDOBRO-TORO et al., 1979; GORDON et al., 1981; MARTIN et al., 1979). Em
coelhos a administragdo central de B-endorfina e encefalina origina uma série de
eventos fisioldégicos coordenados que resultam em um aumento dose-dependente da
temperatura corporal. Este efeito hipertérmico ocorre devido a uma rapida
vasoconstricdo periférica, que é indicada pela redugdo na temperatura da orelha
somada a uma inibi¢do da perda de calor por evaporagdo (KANDASAMY et al., 1983).
Contudo nao ocorre qualquer alteracao na taxa metabolica. O pré-tratamento destes
animais com indometacina ndo foi capaz de reduzir o efeito hipertérmico da -
endorfina. Porém, a administracdo de naloxona reduziu significativamente este efeito,
sugerindo que a produgdo de PGs ndo € necessaria para a resposta febril deste
peptideo opidide enddégeno. (KANDASAMY et al., 1983).

Apenas recentemente foram desenvolvidos agonistas e antagonistas mais
seletivos para os receptores opidides. Tais ferramentas farmacol6gicas possibilitaram
um adequado estudo da participacao dos opidides em diversos fendmenos biolégicos
inclusive no controle da temperatura corporal.

Dentre os antagonistas seletivos mais utilizados estdo os analogos da
somatostatina, como o CTAP, que atua como antagonista seletivo dos receptores u,
um derivado da naloxona, o naltrindol, que atua como antagonista seletivo dos
receptores & e um derivado bivalente da naltrexona, conhecido como binaltorfimina
(nor-BNI) que & um antagonista seletivo para os receptores x« (GULYA et al., 1986;
PORTOGHESE et al., 1987; PORTOGHESE et al., 1988).

Em geral, os estudos que utilizaram os agonistas e antagonistas seletivos
revelaram paralelos significativos entre os receptores u e 8 e contrastes marcantes
entre os receptores /8 e k (PASTERNAK, 1993). Contudo é importante ressaltar, que
mesmo os farmacos relativamente seletivos quando administrado em doses
suficientemente altas podem interagir com outros receptores promovendo alteragdes
em seu perfil farmacolégico.

Resultados obtidos por HANDLER et al., (1992) demonstraram que a
administracao i.c.v. de um agonista altamente seletivo para os receptores p-opidide,

PL-017 promoveu hipertermia em ratos. Esta resposta foi abolida pelo antagonista
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seletivo dos receptores p-opidide CTAP. Isto sugere que os opidides promovem um
aumento da temperatura corporal via receptor p.

Posteriormente, YAKIMOVA et al., (1996), demonstraram que a administragéo
de PL-017 em preparagdes de hipotalamo causa uma inibicdo na atividade dos
neurdnios sensiveis ao calor de forma dose dependente. Por sua vez, o antagonista p-
seleﬁvo CTOP (D-Phe-Cys-Tyr-D-Trp-Orn-Thr-Phe-Thr-NH,) (semelhante ao CTAP
com apenas uma troca de aminoacido Arg por Orn) foi capaz de bloquear este efeito do
PL-017, sem promover qualquer alteracdo na taxa de disparo destes neurdnios por si
s0, sugerindo que este efeito € mediado especificamente pelos receptores p-opidides.
Estes dados sugerem ainda que os neurdnios termossensiveis nao estdo sobre um
controle tdnico dos opidides enddgenos nas preparagdes de hipotalamo. Este resultado
esta de acordo com os efeitos de aumento de temperatura observados durante a
administragdo do PL-017 in vivo (HANDLER et al., 1992), ja que uma redugao na taxa
de disparo dos neurdnios sensiveis ao calor corresponde a uma diminui¢do dos
mecanismos de perda de calor.

Por outro lado, a administracdo de agonistas seletivos de receptores k-opidide
como o U-50,488H em ratos, resultou em hipotermia. Esta resposta foi revertida pelo
antagonista seletivo deste receptor nor-binaltorfimina (nor-BNI) (HANDLER et al.,
1993). Estes dados estao de acordo com estudos prévios nos quais observou-se que a
administracdo do opidide enddgeno dinorfina, que apresenta maior afinidade pelo
receptor k, resultou em uma redugdo dose dependente da temperatura corporal
(ADLER et al., 1983). Em conjunto estes dados sugerem que a ativagao dos receptores
k estaria envolvida em resposta de perda de calor.

Ja a participagdo dos opidides via receptores 6-opidide na temperatura corporal
€ controversa. A administragdo i.c.v. do agonista seletivo dos receptores 6 opiodide
DPDPE em ratos nao foi capaz de promover qualquer alteragdo na temperatura
corporal em diferentes temperaturas ambiente (HANDLER et al., 1993). No entanto
dados recentes de SALMI e cols. (2003), empregando a deltorfina Il outro agonista 6
opidide, o qual apresenta maior seletividade e eficacia em ativar estes receptores,
promoveu uma resposta bifasica na temperatura corporal de ratos, caracterizada por
uma queda inicial da temperatura seguida de uma elevagao.
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Existem dados bem documentados na literatura que demonstram interacoes
funcionais entre os receptores p e &-opidide que seriam responsaveis pelos efeitos
bifasicos das deltorfinas na atividade locomotora (TRAYNOR et al., 1993; NEGRI et al.,
1996). Esta interagdo parece ser responsavel também pelo efeito bifasico da deltorfina
Il na resposta febril em ratos, visto que o antagonista §-opidide é capaz de reverter
apenas a hipotermia, mas ndo a hipertermia induzida por este agonista. Esta segunda
fase no entanto, foi reduzida pelo antagonista p-seletivo B-funaltrexamina (SALMI et al.,
2003).

Outro dado relevante que favorece a participacdo dos opidides endégenos seja
no controle da temperatura corporal ou na resposta febril € sugerido por estudos de
auto-radiografia envolvendo ligantes com alta seletividade. Estes demonstraram que
em ratos, existe uma alta densidade de receptores p, k e 6 especialmente na APO/HA,
estrutura de fundamental importdncia no controle da temperatura corporal
(DESJARDINS et al., 1990).

Todos estes dados em conjunto permitem concluir que, em ratos, de modo geral
a ligagéo dos opiodides nos receptores p estd associada com respostas que resultam
em ganho de calor, os receptores k medeiam respostas de perda de calor e a ativagéo
dos receptores & promoveriam efeitos bifasicos, com uma hipotermia inicial seguida de
hipertermia.

Em vista das evidéncias citadas de que os opidides podem promover alteragdes
na temperatura corporal, tornou-se evidente a importancia de entender como estes
peptideos atuariam na resposta febiril.

Em 1991 BLATTEIS et al., observaram que a naloxona foi capaz de reduzir a
resposta febril induzida pelo LPS em cobaias. BENAMAR et al., (2000) observaram que
o pré-tratamento com CTAP icv promoveu uma reducao significativa da resposta febril
induzida pelo LPS, sugerindo que os opidides enddgenos, atuado nos receptores p-
opidides participariam da reposta febril induzida por este Pex.

Contudo sabe-se que o LPS ndo age diretamente induzindo febre. Ele atua
promovendo a liberagdo de varios PE que sdo os responsaveis pelo aumento da
temperatura corporal desta toxina bacteriana. Complexas interagdes entre as citocinas

e 0s opidide ocorrem no sistema nervoso central: se por um lado o efeito das citocinas
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no SNC parece ser modulado pelos opidides endogenos (De SERRO e NISTICO,
1990; HORI et al., 1991; XIN e BLATTEIS, 1991) por outro os efeitos neuronais dos
opidides séo alterados pelas citocinas (AHMED et al., 1985; JEANJEAN et al., 1995).

BLATTEIS et al., (1991), demonstraram que a naloxona administrada s.c é
capaz de reduzir a resposta febril induzida pela administragéo i.v de LPS, IL-6, INF e
TNF-a em cobaias.

Interessantemente a naloxona ndo é capaz de reduzir a resposta febril induzida
pela IL-1 em ratos, gatos, coelhos e em cobaias (CLARK et al., 1978; revisado por
BLATTEIS et al., 1991). No entanto, a febre induzida por esta citocina foi antagonizada
pela administragcao de naloxona em um estudo em humanos (BLATTEIS et al., 1991).

Além disso, o CTAP foi capaz de reverter a resposta febril induzida pela IL-6,
MIP-1 mas ndo a da IL-13 em ratos (BENAMAR et al., 2002; HANDLER et al., 1998).

Sugere-se entdo, que a ativagdo de receptores opidides & importante para a
efetivacdo da resposta febril induzida por TNF-a, INF-o, MIP-13 e IL-6 embora possa
nao ser para IL-1.

Contudo, como descrito anteriormente, estes pirogénios endégenos ainda ndo
sdo os mediadores finais da resposta febril. Existem outros mediadores centrais que

estdo envolvidos na efetivagao desta resposta sendo eles: PGs, CRF e ET-1.



2 - OBJETIVOS
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2.1 - Objetivo geral:

Ha muito tempo se investiga o possivel envolvimento dos opidides no
controle da temperatura corporal. Contudo, a contribuicdo exata dos opidides
enddgenos nesta resposta ainda nao esta clara.

Muitos dados sugerem que os opidides enddgenos estariam envolvidos no
desencadeamento da resposta febril induzida por algumas citocinas. Todavia,
alguns pontos devem ser considerados: em primeiro lugar para citocinas como o
TNF-a estes estudos foram feitos somente com antagonistas ndo especificos. Em
segundo lugar para citocinas como o MIP-1a e PFPF nao existem estudos que
esclaregam esta participagdo. Além disso, as citocinas sao os intermediarios neste
processo de aumento da temperatura corporal durante a resposta febril.

Por isso, objetivamos avaliar a contribuigido dos opidides no controle normal
da temperatura corporal, assim como na resposta febril desencadeada tanto pelos
mediadores periféricos como pelos mediadores centrais envolvidos neste

processo.

2.2 - Objetivos especificos:

Avaliar a contribuigdo dos opidides enddégenos na manutengdo da
temperatura corporal utilizando antagonistas opioide especificos.

Avaliar o efeito da administracdo do opidide exdgeno morfina sobre a
temperatura corporal de ratos bem como a participagdo de receptores p e
de PGs neste efeito.

Avaliar a participagdo de opidides endbégenos, particularmente através de
receptores p, na resposta febril induzida por LPS.

Avaliar a participagdo de opidides enddégenos, particularmente através de
receptores u, na resposta febril induzida por IL-13, TNF-a, IL-6, MIP-1q,
PFPF.

Avaliar a participagdo de opidides enddégenos, particularmente através de
receptores u, na resposta febril induzida por PGE,, PGF,,, CRF e ET-1.



3 - MATERIAIS E METODOS
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3.1 Animais.

Foram utilizados ratos (Rattus norvegicus), variedade Wistar, machos,
pesando entre 180-200 g, provenientes do Biotério do Setor de Ciéncias Bioldgicas
da Universidade Federal do Parana (UFPR), mantidos em condi¢cdes controladas de
temperatura (24°C) e luminosidade (ciclo claro/escuro de 12 horas) com livre acesso
a ragdo e agua. Os animais foram levados para a sala de ambientagcdo no minimo 7
dias antes da realizagdo dos experimentos. Todos o0s experimentos foram
conduzidos entre 9:00 e 17:00 h. Os procedimentos utilizados neste trabalho foram
aprovados pela comissdo de ética da UFPR.

3.2 - Solucoes tampoes.

* Solugao de Azul de Pontamida

Azul de Pontamida (Merck)...........cccveeviireieiiie e 1,00 g

Soro fisiolégico...................... et e e eeeeetieeeeettiaeeeeatareararaaaeana, g.s.p. 100,00 mL

* Solugéo de Pentobarbital sédico

Pentobarbital sédico (Cristalia).............c.ccccuuee... e 1,00 g

S0ro fiSiOIOQICO. ... g.s.p. 40,00 mL

* Solugdo Tampao Tris — HCI 0,2 N (dissolug¢édo da indometacina)

Tris(hidroximetil)-aminometano (Merck)............cccoeevviiiieieeieeeieeeeieeeee 24,22 ¢
Agua deionizada...........ccc.coceeviiiieeceeeeee e, q.s.p. 1,00 L

O pH foi acertado para 8,2 com HCI 1 N, a solugéo foi autoclavada e depois

armazenada a 4°C.
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Solucdo tamponada com fosfato (PBS)

I F= T PP 8,00 g
1 T 2,00 g
NGZHP O 2H2O. oo 144 g
Agua deionizada.............oceoeeeeeeeeeeeeeee e, q.8.p. 1,00 L

O pH foi acertado para 7,4 com HCI 1 N, a solu¢do foi autoclavada e depois

armazenada a 4°C.

3.3 - Reagentes, drogas e doses.

Acrilico Autopolimerizante Policron (Dencril Ltda, Brasil);

CRH1.41 - RBI, EUA (dose de 2,5 ug/2uL —i.c.v);

CTAP — Peninsula Labs, EUA (doses de 0,1, 0,3, 1,0 e 3,0 pg/2ul —
i.c.v);

ET-1 - RBI, EUA (dose de 1 pmol/3uL - i.c.v);

IL-1B, rr- NIBSC, Inglaterra (dose de 3,12 ng/2ulL - i.c.v);

IL-6, rr- NIBSC, Inglaterra (dose de 300,0 ng/2uL - i.c.v);

Indometacina — Merck Sharp & Dhome, Alemanha (dose de 2,0 mg/kg
—ip);

Kit de enzima imuno-ensaio para deteccdo de PGE; - Cayman
Chemical Company, EUA (lote 15284 B);

Lipopolissacarideo E. coli 0111:B4 (LPS) - Sigma Chemicals & Co,
EUA (dose de 5,0 ug/kg - ip).;

Liquido Auto Polimerizante Policron (Dencril Ltda, Brasil);

MIP1-a -rm - R&D; EUA (dose de 500,0 ng/2uL - i.c.v);

Morfina - Merck Sharp & Dhome, Alemanha (doses de 1,0, 3,0 e 10
mg/kg — s.c)

Naloxona — Sigma Chemicals & Co, EUA (doses de 0,3, 1,0 e 3,0
mg/kg —s.c)

Naltrindol - RBI, EUA (dose de 2,45 pg/2ulL —i.c.v);

Nor-BNI - RBI, EUA (dose de 1,5 ug/2uL —i.c.v);
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. PFPF- Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto - USP
(dose de 100,0 ng/2uL - i.c.v);

o PGE; - Sigma Chemicals & Co, EUA (dose de 125,0 ng/2uL - i.c.v);

o PGF,, - Sigma Chemicals & Co, EUA (dose de 500,0 ng/2uL - i.c.v);

o Solugao de lidocaina injetavel com noradrenalina a 2% (Cristalia Prod.

Quim. Farm. Ltda, Brasil);

. Solugéo salina estéril,

. Terramicina® -Pfizer, Sdo Paulo, Brasil (0,2 mL/animal - im);
o TNF-a -rr - NIBSC; Inglaterra (dose de 250,0 ng/2uL —i.c.v).
o Tris(hidroximetil)-aminometano — Merck, Alemanha.

3.4 — Esterilizacao.

Os materiais utilizados nos experimentos foram adquiridos estéreis ou
autoclavados a 127°C por 30 minutos ou esterilizados por calor seco 180°C por 2 h.
Quando necessario, as solugdes foram preparadas em condigbes assépticas.

3.5 - Implante de canulas no ventriculo lateral.

Os animais foram anestesiados com pentobarbital sédico na dose de 40,0
mg/kg por via intraperitoneal (ip). Apds tricotomia e anti-sepsia da pele, a cabecga dos
ratos foram imobilizadas em um aparelho estereotaxico (David-Kopf, modelo 900-
USA). Foi administrado pela via subcutanea cerca de 0,2 mL de uma solugdo de
lidocaina a 2,0% com noradrenalina na parte superior da cabeca, seguida de uma
incisdo de aproximadamente 1,0 cm de didmetro na pele, para a exposi¢ao da calota
craniana. Esse procedimento facilitou a remogao do peridsteo, inibindo o estimulo
doloroso e diminuindo o sangramento.

Ap6s a localizagdo do bregma, tomado como ponto de referéncia, os
parametros estereotaxicos utilizados para a perfuragdo do cranio e implantagéo da
canula no ventriculo lateral foram de -0,8 mm anteroposterior e -1,5 mm

lateralmente, sendo a inclinagdo de -3,3 mm da barra incisal.
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As canulas esterilizadas, constituidas de um segmento de agulhas
hipodérmicas BD, com 10,0 mm de comprimento e 0,7 mm de didmetro, foram
conectadas ao estereotaxico e introduzidas no tecido cerebral com coordenada
ventral de 2,5 mm abaixo da superficie craniana. As coordenadas utilizadas foram
determinadas com base no atlas de PAXINOS & WATSON (1986).

Apos sua introdugdo no tecido cerebral, as canulas foram fixadas utilizando
uma protese de acrilico auto-polimerizavel com o auxilio de dois parafusos
rosqueados a calota craniana. Ao final da cirurgia, os ratos receberam injegao
intramuscular (im) de terramicina para uso veterinario (0,2 mL/animal). Os
experimentos foram conduzidos 7 dias ap6s o procedimento cirurgico, para permitir a
recuperacao dos animais.

A fim de verificarmos a posicao da inje¢ao, apds o término dos experimentos
de avaliagdo da resposta febril, os animais foram anestesiados com éter e
receberam 3,0 pl de corante azul de pontamida no local correspondente a
microinjecdo. Em seguida, os ratos foram decaptados e os encéfalos extraidos,
cortando-se transversalmente a regido correspondente a localizagcdo da canula,
sendo o local da microinjegao verificado macroscopicamente. ‘

Os animais onde a injecao de corante mostrou-se fora do ventriculo lateral ou
que apresentaram um padrdo anormal de ganho de peso foram excluidos dos

experimentos.

3.6 - Determinacao da variacao da temperatura corporal.

Os animais foram transportados para uma sala climatizada, cuja temperatura
ambiente foi mantida a 24 + 1°C, no minimo 24 h antes do inicio dos experimentos.
Durante o experimento, a temperatura ambiente foi controlada a 28 + 1°C (zona de
termoneutralidade para ratos, GORDON, 1990). Nos experimentos de avaliagédo da
termorregulagdo os animais foram ambientados na temperatura de 20 + 1 °C por
uma semana e durante o experimento foi mantida esta mesma temperatura
ambiente.

Os animais foram mantidos dentro de suas respectivas gaiolas, e

manuseados 0 minimo possivel durante as medidas. A temperatura retal foi medida
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por inser¢cao de uma sonda (CE n° 400, Yellow Springs Instruments (YSI), USA) a
4,0 cm de profundidade no reto dos animais, conectada a um teletermémetro
(modelo 4000-A, YSI, EUA). Os animais foram adaptados as condi¢des
experimentais através da realizagdo desse procedimento, no minimo trés vezes, no
dia anterior ao experimento, objetivando minimizar possiveis variagbes de
temperatura ocasionadas por estresse do manuseio.

No dia do experimento, as temperaturas basais foram determinadas por 3 ou
mais medidas, em intervalos de 30 minutos, antes da administracdo de qualquer
tratamento. Apos administragcdo dos estimulos pirogénicos, as medidas continuaram
a ser realizadas em intervalos de 30 minutos, por um periodo que variou de 4 a 6
horas conforme o experimento.

As injecbes das drogas foram feitas entre 9:30 e 10:30 horas da manh3, nos

animais que apresentaram uma temperatura estavel e na faixa de 36,6 a 37,4 °C.

3.7 - Determinacao da temperatura da pele (cauda).

A temperatura da cauda foi medida por meio de uma sonda posicionada na
superficie lateral da cauda no seu primeiro terco distal. A sonda foi fixada a cauda e
isolada da perda de calor para o ambiente com a utilizagdo de uma fita adesiva de 2
a 3 cm de largura envolta por uma fita isolante. No local onde a sonda era inserida,
utilizou-se um pedago de milipore, para que nao ocorresse irritagcdo da cauda do
animal e também para facilitar a inser¢cdo e retirada da sonda. O isolamento da
referida extensdo da cauda ndo comprometeu os mecanismos de perda de calor,

uma vez que os animais controle ndo apresentaram alteragdo da temperatura retal.

3.8 - Pré-tratamento dos animais com indometacina.

Nos experimentos onde avaliou-se a participacao de PGs, os animais foram
pré-tratados com indometacina (2,0 mg/kg) ou veiculo tampao tris pH=8,2 (2,0
ml/kg), por via i.p, 30 min antes da administragdo do estimulo pirogénico. A dose
escolhida para a indometacina, foi obtida através da realizagcdo de uma curva dose
resposta.
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3.9 — Pré-tratamento dos animais com antagonistas opidide

Nos experimentos onde utilizou-se o antagonista opidide ndo seletivo
naloxona os animais foram pré-tratados com a droga (0,3 — 1,0 mg/kg) ou salina (2,0
ml/kg), por via s.c, imediatamente antes da administracdo do estimulo pirogénico. O
antagonista p-opioide seletivos CTAP foi administrado nas doses de 0,1, 0,3 e 1,0
ng/2ul por via i.c.v, 30 minutos antes da administracdo do estimulo pirogénico. Os
antagonistas k- e §-opioide seletivos nor-BNI e naltrindol respectivamente foram
administrados nas doses, de 1,5 e 2,45 ug/ul por via i.c.v, 30 min antes do estimulo

pirogénico. Os animais controle receberam o mesmo volume de salina.

3.10 - Preparacao do PFPF.

Dentre os pirogénios utilizados, houve a necessidade de preparagdo do
PFPF, que foi realizada em condi¢cbes assépticas de acordo com a metodologia
descrita por ZAMPRONIO et al. (2000), na Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de
Ribeirdo Preto da Universidade de Sao Paulo - USP.

Para esta preparacdo, os macrofagos foram obtidos das cavidades
peritoneais de ratos estimuladas com 10,0 mL de tioglicolato (3 %, p/v em agua) via
ip. Quatro dias apos este procedimento, os macréfagos foram coletados através de
leve massagem do peritbneo com 10,0 mL de meio de cultura RPMI 1640 (pH 7,4)
contendo 5 U/mL de heparina. As células foram incubadas em placas de Petri a 37°C
por 1 h em atmosfera de 5 % de CO, para permitir que os macrofagos presentes
aderissem ao fundo das mesmas.

As monocamadas aderidas foram lavadas com PBS estéril e foram entdo pré-
tratadas com 9 ug/mL de dexametasona por 1 hora. Dexametasona foi mantida no
meio de cultura em todas as etapas subsequentes. Esse procedimento visou a
inibicdo da sintese de novo de citocinas. Ao final desta etapa, os macrofagos foram
incubados com LPS (10,0 pg/mL de meio RPMI 1640) por 30 minutos a 37 °C, 5 %

de CO,, a fim de que ocorresse a estimulagdo destas células. Depois deste
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procedimento, as células foram novamente lavadas com PBS e incubadas por 1 hora
a 37 °C, 5 % CO; com meio de cultura RPMI 1640 na auséncia de LPS.

O sobrenadante foi entado recolhido e centrifugado a 1000 g por 15 minutos a
temperatura de -4°C e ultrafiltrado em membranas AMICON YMS30, que retém
substancias com peso molecular acima de 30 KDa, presentes no meio de cultura. O
material retido na membrana foi resuspenso em agua estéril, liofilizado e
armazenado a -70°C. Para a dosagem de proteinas, imediatamente antes da
liofilizagdo uma amostra foi retirada e a quantidade de proteinas avaliada por
espectrofotdmetro a 280 nm. Para administragdo nos animais, o PFPF liofilizado foi
ressuspendido em salina estéril em concentracdo apropriada e ultrafitrado em
membrana MILLIPORE (poros de 0,22 u de didmetro).

3.11 - Administracao dos estimulos pirogénicos

LPS (5,0 ng/kg) ou salina esteéril (2,0 mL/kg) foram injetados por via ip .

IL-1B (3,12 ng), TNF-a (250,0 ng), IL-6 (300,0 ng), PFPF (100,0 ng), MIP-1a
(500,0 ng), PGE; (125,0 ng), PGF,, (500,0 ng), CRH (2,5 pg) e ET-1 (1,0 pmol)
foram administrados por via i.c.v. em um volume de 2,0 uL de salina. Estas injecdes
centrais foram realizadas no ventriculo lateral direito dos ratos, através de uma
agulha de microinjecdo (30 G) que excedeu a canula em 2,0 mm, acoplada a um
tubo de polipropileno P20, que por sua vez estava conectado a uma microsseringa
Hamilton (25 pL).

As doses dos pirogénios foram baseadas em curvas dose-resposta
determinadas no laboratério e representam doses sub-maximas para indugdo de

febre.

3.12 - Colheita das amostras de CSF para dosagem de PGE,.

Os niveis de PGE, foram avaliados em animais tratados ou ndo com CTAP e
que receberam como estimulo LPS. Antes de receberem quaisquer tratamentos, a

temperatura basal dos animais foi determinada conforme descrito anteriormente no
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item 2.6. Préximo ao horario da colheita, a temperatura retal foi determinada, a fim
de correlacionarmos se a temperatura estava de acordo com o tratamento recebido
pelo animal.

Para a colheita destas amostras, 3 h apds a administragdo dos tratamentos os
animais foram anestesiados com pentobarbital sédico (40,0 mg/kg) por via ip.

Utilizando a metodologia descrita por CONSIGLIO & LUCION (2000), os
animais foram fixados no aparelho estereotaxico, tendo o corpo alinhado
verticalmente e a cabega mantida horizontalmente, de maneira a formar um angulo
de 90° entre a cabeca e o corpo dos animais. A regidao foi umedecida com um
algodao embebido em etanol, evidenciando o orificio entre o occiptal e a espinha.
Entdo, coletou-se cerca de 60 uL de CSF da cisterna magna utilizando um escalpe
conectado a uma seringa de 1,0 mL. As amostras foram acondicionadas em tubos
contendo 5ug/2ul de indometacina e apés centrifugacao de 15 min (1000g, 0° C), as
amostras foram armazenadas a -70° C para posterior analise. Somente amostras

que nao apresentaram contaminagao por sangue foram utilizadas.

3.13 - Imunoensaio enzimatico para deteccao de PGE,.

Os niveis de PGE, nas amostras de CSF foram avaliados por ensaio
imunoenzimatico (ELISA) competitivo (Cayman Chemical Company). Em placas de
ELISA de 96 well foram preparados os controles necessarios e a curva padrao em
duplicatas. A curva padrdo referente a PGE, foi preparada utilizando-se PGE,
padrdo em concentragdes que variaram de 7,8 até 1000,0 pmol/mL. As amostras de
CSF, diluidas 2 vezes foram analisadas em duplicata.

Depois de adicionar a PGE, marcada aos wells, a placa foi incubada por 18
horas a 4° C na auséncia de luz. Transcorrido o tempo necessario, a placa foi
lavada, incubada com o reagente de revelagao e colocada sobre um agitador orbital,
também na auséncia de luz. Uma hora depois, a absorbancia das amostras foi

determinada a 405 nm.
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3.14 - Analise estatistica.

As respostas febris foram avaliadas pela variagdo da temperatura retal dos
animais em °C e expressa como média + EPM da variagdo entre as médias das
temperaturas basais e a diferentes tempos apds a inje¢do do estimulo (variagéo da
temperatura retal - ATre). A diferenca entre os tratamentos foi avaliada por analise
de variancia a um critério (ANOVA de uma via) seguida por teste de Bonferroni para
as comparagdes multiplas. Os niveis de PG foram analisados por ANOVA de uma
via seguida de teste de Bonferroni para as comparagdes multiplas. Os resultados
apresentados em porcentagem referem-se ao calculo da area sob as curvas de cada
animal, expressa como média + EPM. O nivel de significancia considerado foi de
5%.



4 - RESULTADOS
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4.1 - Efeito da naloxona e do CTAP na resposta febril induzida pelo LPS.

O tratamento com naloxona na dose de 1,0 mg/kg ndo modificou a
temperatura corporal dos animais, em relacdo aqueles que receberam somente
salina (Figura 1). A administragdo de LPS 5,0 pug/kg promoveu uma resposta febril
que teve inicio em 1,5 h e que manteve-se significativamente diferente do controle
até a 6,0 h (Figura 1 e 2). O pré-tratamento dos animais com naloxona 0,3 (Figura
1A) e 1,0 mg/kg (Figura 1B) reduziram em 32,4 e 61,5% a resposta febril induzida
pelo LPS, respectivamente. Esta reducdo foi observada a partir de 1,5 h e
manteve-se significativa até 2,5 h para a dose de 0,3 e até a 6° h para a dose de
1,0 mg/kg.

O pré-tratamento com CTAP na dose de 1,0 ug/2ul causou uma pequena,
mas significativa redugdo da temperatura corporal dos animais, em relagéo
aqueles que receberam somente salina durante a primeira hora do experimento
(Figura 2A). O CTAP nas doses de 0,1 (Figura 2A), 0,3 (Figura 2B) e 1,0 pg/2ul
(Figura 2C) reduziram em 42,0, 42,0 e 61,2% a resposta febril induzida pelo LPS,
respectivamente. Esta redugdo foi observada a partir da 2° h para a dose 1,0
ug/2ul, mantendo-se até o final do experimento. Ja para as doses de 0,1 e 0,3
ug/2ul a redugéo teve inicio a partir de 3°. h, mantendo-se significativas até a 4,0 e

6,0 h, respectivamete.
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Figura 1: Efeito da naloxona sobre a resposta febril induzida por LPS. Os animais
receberam salina estéril 1,0 ml/kg, s.c ou naloxona 0,3 (A) ou 1,0 mg/kg (B), s.c
imediatamente antes da injegdo de LPS 5,0 pg/kg, i.p ou salina 1,0 ml/kg, i.p. Os
pontos representam a média + EPM da variagdo da temperatura corporal (°C) dos
animais (n=5-8). * Representa a diferenga significativa em relagdo ao grupo
salina/salina p<0,05 e # diferenca significativa entre o grupo salina/LPS p<0,05.
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Figura 2: Efeito do CTAP sobre a resposta febril induzida por LPS. Os animais
receberam salina estéril 2 pl, i.c.v ou CTAP 0,1 (A), 0,3 (B) ou 1,0 ug/2ul (A e C),
i.c.v 30 minutos antes da injegao de LPS 5,0 pg/kg, i.p ou salina 1,0 ml/kg, i.p. Os
pontos representam a média + EPM da variagdo da temperatura corporal (°C) dos
animais(n=5-9). * Representa a diferenga significativa em relagdo ao grupo

salina/salina, p<0,05 e # diferenca significativa entre o grupo salina/LPS p<0,05.
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4.2 - Efeito da Naloxona, propranolol e CTAP na temperatura corporal.

Como controle positivo, utilizamos o propranolol, um antagonista . O
tratamento com propranolol na dose de 20,0 mg/kg, mas nao na de 10 mg/kg em
animais mantidos na temperatura de termoneutralidade (28 °C) promoveu uma
reducdo da temperatura corporal que foi significativa apenas 30 minutos ap6s a
administragcdo, quando comparado aos animais que receberam apenas salina
(Figura 3). O tratamento com a naloxona na dose de 1,0 mg/kg, em animais
mantidos na temperatura de termoneutralidade promoveu uma pequena, mas nao
significativa redugcao da temperatura corporal dos animais em relagao aqueles que
receberam somente salina. (Figura 3).

Com o intuito de avaliar se havia algum rompimento na termorregulagao
dos animais que nao estaria sendo observado devido a execugao do experimento
na temperatura de termoneutralidade o mesmo experimento foi executado a 20°C,
um condicdo onde se favorece a perda de calor. Nesta condigao o tratamento com
propranolol na dose de 20,0 mg/kg, mas nao na de 10,0 mg/kg em animais
ambientados na temperatura de 20 °C, promoveu uma rapida e acentuada queda
da temperatura corporal, quando comparado aos animais que receberam apenas
salina. Esta redugao foi significativa nos primeiros 30 minutos, mantendo-se até
1,5 h. A naloxona por sua vez, na dose de 1,0 mg/kg produziu uma menor, mas
significativa reducdo na temperatura corporal dos animais que iniciou-se 30
minutos ap6s a administragdo mantendo-se até 1,0 h (Figura 4).

Por outro lado, o tratamento com CTAP na dose de 1,0 ug/2ul, ndo
promoveu nenhuma alteracgao significativa da temperatura corporal durante todo o
experimento, seja ele administrado na temperatura de termoneutralidade (28°C
Figura 5) ou a 20 °C. (Figura 6).
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Figura 3: Efeito da naloxona e do propranolol na temperatura corporal de animais
mantidos a 28 °C. Os animais receberam salina estéril (1,0 ml/kg, s.c) ou naloxona
(1,0 mg/kg, s.c) ou propranolol (10,0 ou 20,0 mg/kg, i.p). Os pontos representam a
média + EPM a variacdo da temperatura corporal (°C) dos animais (n=5-6). *
Representa a diferencga significativa em relagdo ao grupo que recebeu somente

salina, p<0,05.
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—eo— Naloxona
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—3- Propranolol 20 mg/kg
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Figura 4: Efeito da naloxona na temperatura corporal de animais ambientados a
20 °C. Os animais receberam salina estéril (1,0 ml/kg, s.c) ou propranolol (20,0 ou
10,0 mg/kg, i.p) ou naloxona (1,0 mg/kg, s.c). Os pontos representam a média *
EPM da variagdo da temperatura corporal (°C) dos animais (n=5-6). * Representa

a diferencga significativa em relagao ao grupo salina, p<0,05.
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Figura 5: Efeito do CTAP na temperatura corporal de animais mantidos a 28 °C.
Os animais receberam salina estéril (1,0 mi/kg, i.c.v) ou CTAP (1,0 ug/2ul, i.c.v).
Os pontos representam a média + EPM da variagdo da temperatura corporal (°C)

dos animais (n=5-9).
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Figura 6: Efeito do CTAP na temperatura corporal de animais mantidos a 20 °C.
Os animais receberam salina estéril (1,0 ml/kg, i.c.v) ou CTAP (1,0 ug/2ul, i.c.v).
Os pontos representam a média + EPM da variacido da temperatura corporal (°C)

dos animais (n=5-6).
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4.3 - Efeito do nor-BNI e naltrindol na temperatura corporal em animais

ambientados na temperatura de 28°C e 20°C.

O tratamento com o antagonista k seletivo nor-BNI ou com o antagonista 6
seletivo naltrindol nas doses equimolares em relagdo ao CTAP (1,50 e 2,45 pg/2ul
respectivamente), dos animais mantidos tanto na temperatura de
termoneutralidade (28 °C), como a 20 °C nao promoveram nenhuma alteragdo
significativa da temperatura corporal, quando comparado aos animais que
receberam apenas salina. (Figura 7).
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Figura 7: Efeito do nor-BNI e naltrindol na temperatura corporal de animais
mantidos a 28 °C (A) ou a 20 °C (B). Os animais receberam salina estéril (1,0
ml/kg, s.c) ou nor-BNI ou naltrindol (1,50 e 2,45 pg/2ul, i.c.v). Os pontos
representam a média + EPM da variagio da temperatura corporal (°C) dos animais
(n=5).
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4.4 - Efeito da administracao periférica de morfina na temperatura corporal.

A administragdo de morfina s.c. promoveu um aumento da temperatura
corporal de forma dose-dependente. Este aumento teve inicio logo nos primeiros
30 minutos para todas as doses utilizadas, ja o pico e a duragdo da resposta
variaram com a dose. O pico da resposta para as dose de 1,0 e 3,0 mg/kg ocorreu
em 1,0 h e a duragdo da resposta foi de 2,0 h e de 2,5 h para as doses de 1,0 e
3,0 mg/kg respectivamente. Ja a dose de 10,0 mg/kg apresentou o pico de sua
resposta em 1,5 h e manteve-se significativa até a 5,0 h (Figura 8A). O aumento
da temperatura corporal induzido pela morfina foi acompanhada por uma redugéo
na temperatura da cauda. A redugdo da temperatura da cauda acompanhou o
desenvolvimento do aumento da temperatura retal coincidindo o pico da resposta
em 1,0 h (Figura 8B)
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—O— Salina

—e— Morfina 1mg/kg
—1+ Morfina 3 mg/kg
—a— Morfina 10 mg/kg
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- Morfina 3 mg/kg

—e— salina (cauda)
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Figura 8: Efeito da administragcao periférica de morfina na temperatura corporal

(A) e na temperatura da pele (B). Os animais receberam salina estéril 1,0 ml/kg,

s.c ou morfina nas doses de 1,0, 3,0 ou 10,0 mg/kg, s.c. Os pontos representam a

média + EPM da variagdo da temperatura corporal (A) ou cutanea (B) (°C) dos

animais (n=5-8). * Representa a diferenga significativa em relagdo ao grupo salina,

p<0,05.
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4.5 - Efeito da administracao central de morfina na temperatura corporal.

A administragdo de morfina i.c.v. promoveu um aumento da temperatura
corporal de forma dose-dependente. Este aumento teve inicio logo nos primeiros
30 minutos para todas as doses utilizadas, ja o pico e a duragdo da resposta
variaram com a dose. O pico da resposta para as doses de 3,0 e 10,0 ug/2ul
ocorreram em 1,0 h e a duracao da resposta foi de 1,5 h e de 2,0 h para as doses
de 3,0 e 10,0 ug/2ul, respectivamente. Ja a dose de 30,0 ug/2ul apresentou o pico
de sua resposta em 1,0 h e manteve-se significativa até a 3,5 h (Figura 9A). O
aumento da temperatura corporal induzido pela morfina foi acompanhada por uma
reducdo na temperatura da cauda. A reducdo da temperatura da cauda
acompanhou o desenvolvimento do aumento da temperatura retal coincidindo o
pico da resposta em 1,0 h (Figura 9B)
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Figura 9: Efeito da administragdo central de morfina na temperatura corporal (A) e
na temperatura da pele (B). Os animais receberam salina estéril 1,0 ml/kg, s.c ou
morfina nas doses de 1,0, 3,0 ou 10,0 mg/kg, s.c. Os pontos representam a média
+ EPM da variagdo da temperatura corporal (A) ou cutanea (B) (°C) dos animais

(n=5-8). * Representa a diferenga significativa em relagédo ao grupo salina, p<0,05.
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4.6 - Efeito do tratamento com naloxona e CTAP no aumento da temperatura

corporal induzido por morfina.

A administracdo de morfina 3,0 mg/kg promoveu um aumento significativo
da temperatura corporal a partir de 30 minutos, com pico da respostaem 1,0 h e
que permaneceu significativamente diferente do controle até 2,5 h (Figuras 10 e
11). O tratamento com naloxona 1,0 mg/kg por si s6 ndo promoveu nenhuma
alteragao significativa da temperatura corporal. Contudo, o pré-tratamento dos
animais com naloxona nesta mesma dose aboliu 0 aumento da temperatura
corporal induzido pela morfina (Figura 10). Por sua vez, a administracdo de CTAP
1 ng/2ul ndo promoveu alteragdo significativa da temperatura corporal quando
administrado sozinho. O pré-tratamento dos animais com CTAP nesta mesma
dose reverteu completamente tanto o aumento da temperatura corporal como a
reducdo da temperatura da pele induzido pela morfina administrada s.c. (Figura
11). Além disso, o CTAP reduziu significativamente o aumento da temperatura

corporal e da pele induzido pela administragdo central de morfina (Figura 12).
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Figura 10: Efeito do tratamento com naloxona sobre o aumento da temperatura
corporal induzido pela morfina. Os animais receberam salina estéril 1,0 mi/kg, s.c
ou naloxona 1,0 mg/kg s.c imediatamente antes da administragao de morfina 3,0
mg/kg, s.c ou de salina estéril 1,0 ml/kg s.c. Os pontos representam a média +
EPM da variagdo da temperatura corporal (°C) dos animais (n=4-5). * Representa
a diferenca significativa em relacdo ao grupo salina/salina, p<0,05 e # diferenga

significativa entre o grupo salina/morfina p<0,05.
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Figura 11: Efeito do tratamento com CTAP sobre o aumento da temperatura
corporal e da reducdo da temperatura da pele induzido pela morfina s.c. Os
animais receberam salina estéril 2ul, i.c.v ou CTAP 1,0 ug/2ul i.c.v 30 minutos
antes da administragdo de morfina 3,0 mg/kg, s.c ou de salina estéril 1,0 ml/kg s.c.
Os pontos representam a média + EPM da variagdo da temperatura corporal ou
cutanea (°C) dos animais (n=4-5). * Representa a diferenga significativa em
relacdo ao grupo salina/salina, p<0,05 e # diferenga significativa entre o grupo

salina/morfina p<0,05.
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Figura 12: Efeito do tratamento com CTAP sobre o aumento da temperatura
corporal e da reducao da temperatura da pele induzido pela morfina administrada
i.c.v. Os animais receberam salina estéril 2ul, i.c.v ou CTAP 1,0 pg/2ul i.c.v 30
minutos antes da administragdo de morfina 10,0 ug/2ul, i.c.v. ou de salina estéril
1,0 ml/kg i.c.v. Os pontos representam a média + EPM da variacdo da temperatura
corporal ou cutdnea (°C) dos animais (n=4-5). * Representa a diferenga
significativa em relagdo ao grupo salina/salina, p<0,05 e # diferenga significativa
entre o grupo salina/morfina p<0,05.
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4.7 - Efeito do CTAP na resposta febril induzida por IL-18, TNF-o e IL-6:

A IL-18 promoveu um aumento significativo da temperatura corporal a partir
de 30 minutos, com pico da resposta em 1,5 h e sustentavel até a 6 h. O pré-
tratamento com CTAP 1,0 ug/2ul, ndo modificou a temperatura corporal dos
animais, em relagdo aqueles que receberam somente salina. O pré-tratamento
com CTAP nesta dose ndo foi capaz de reduzir a resposta febril induzida pela IL-
18 em nenhum momento do experimento (Figura 13). Por sua vez, o TNF-a
promoveu um aumento significativo da temperatura corporal a partir de 30
minutos, com pico da resposta em 1,5 h e sustentavel até a 6,0 h. O pré-
tratamento com CTAP 1 pg/2ul, ndo modificou a temperatura corporal dos
animais, em relagdo aqueles que receberam somente salina. O pré-tratamento
com CTAP nesta dose reduziu em 41,3% a resposta febril induzida pelo TNF-a.
Esta reducdo foi observada a partir de 30 minutos, mantendo-se até a 3,5 h
(Figura 14). Ja a IL-6 promoveu um aumento significativo da temperatura corporal
a partir de 30 minutos, com pico da resposta em 5,0 h e que se manteve até a 6,0
h. O pré-tratamento com CTAP 1,0 png/2ul ndo promoveu alteragao significativa da
temperatura corporal dos animais, quando administrado sozinho. Entretanto,
quando administrado nesta mesma dose ele reduziu em 77,9% a resposta febril
induzida pela IL-6. Esta reducéo foi observada a partir de 30 minutos, mantendo-
se até a 6° h (Figura 15).
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Figura 13: Efeito do CTAP sobre a resposta febril induzida pela IL-1p. Os animais
receberam salina estéril 2ul i.c.v ou CTAP 1,0 ug/2ul i.c.v, apés 30 minutos os
animais receberam IL-18 3,12 ng/2ul i.c.v ou Salina estéril 2ul i.c.v. Os pontos
representam a média + EPM da variagdo da temperatura corporal (°C) dos ahimais
(n=5-7). * Representa a diferenca significativa em relagéo ao grupo salina/salina.
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Figura 14: Efeito do CTAP sobre a resposta febril induzida pelo TNF-a. Os

animais receberam salina estéril 2ul i.c.v ou CTAP 1,0 ug/2ul i.c.v, 30 minutos
antes da administragdo de TNF-a 250 ng/2ul i.c.v ou de salina estéril 2pl i.c.v. Os
pontos representam a média + EPM da variagéo da temperatura corporal (°C) dos
animais (n=5-8). * Representa a diferengca significativa em relagdo ao grupo

salina/salina. # diferencga significativa entre o grupo salina/TNF-a p<0,05.
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Figura 15: Efeito do CTAP sobre a resposta febril induzida pela IL-6. Os animais
receberam salina estéril 2ul i.c.v ou CTAP 1,0 pg/2ul i.c.v, 30 minutos antes da
administragdo de IL-6 20 ng/2ul i.c.v ou de salina estéril 2ul i.c.v. Os pontos
representam a média + EPM da variagdo da temperatura corporal (°C) dos animais
(n=6-7). * Representa a diferenca significativa em relagdo ao grupo salina/salina. #

diferenga significativa entre o grupo salina/IL-6 p<0,05.
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4.8 - Efeito da indometacina e do CTAP nos niveis de PGE, no CSF induzidos

pelo LPS:

A administragdo de LPS promoveu um aumento significativo na
concentragdo de PGE; no CSF quando comparado aos animais que receberam
apenas tampdo Tris (Figura 16 e 17). O pré-tratamento dos animais com
indometacina reduziu significativamente a produgdo central desta PGE; (Figura
14).

No entanto, o pré-tratamento dos animais com CTAP ndo reduziu

significativamente a produgao central da PGE; (Figura 17).
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Figura 16: Efeito da indometacina nos niveis de PGE,; no CSF induzidos pelo
LPS. Os animais receberam Tris estéril 2,0 ml/kg i.p ou indometacina 2,0 mg/kg i.p
e ap6s 30 minutos os animais receberam salina 2 ml/kg i.p ou LPS 5,0 ug/kg i.p As
barras representam a média + EPM da variagao dos niveis de PGE; produzidos no
CSF 3,0 h apés o tratamento com LPS dos animais (n=3-5) analizados em
duplicata por ELISA. Os valores sobre as barras representam as médias + EPM
das temperaturas dos animais. * Representa a diferencgasignificativa em relagao ao

grupo Tris/salina; # diferenca significativa entre o grupo Tris/LPS p<0,05.
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Figura 17: Efeito do CTAP nos niveis de PGE; no CSF induzidos pelo LPS. Os
animais receberam salina estéril 2,0 ul i.c.v ou CTAP 1,0 ng/2ul i.c.v e apés 30
minutos os animais receberam salina 2 mi/kg i.p ou LPS 5,0 mg/kg i.p As barras
representam a média + EPM da variagédo dos niveis de PGE, produzidos no CSF
3,0 h apds o tratamento com LPS dos animais (n=4-5) analizados em duplicata por
ELISA. Os valores sobre as barras representam as médias + EPM das
temperaturas dos animais. * Representa a diferenca significativa em relagdo ao

grupo salina/salina; # diferenga significativa entre o grupo salina/LPS p<0,05.
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4.9 - Efeito do tratamento com indometacina no aumento da temperatura

corporal induzido por LPS ou por morfina.

A administragdo de LPS 5,0 ng/kg promoveu um aumento significativo da
temperatura corporal a partir de 1,5 h, com pico da resposta em 2,5 h e que
permaneceu significativamente diferente do controle até a 6,0 h. O pré-tratamento
dos animais com indometacina 2,0 mg/kg reduziu significativamente a resposta
febril induzida pelo LPS a partir de 1,5 h e este efeito manteve-se até a 6,0 h
(Figura 18).

A administragdo de morfina 3,0 mg/kg promoveu um aumento significativo
da temperatura corporal a partir de 30 minutos, com pico da resposta em 1,0 h e
que permaneceu significativamente diferente do controle até 3,0 h (Figuras 19). O
pré-tratamento dos animais com indometacina 2,0 mg/kg, ndo modificou o
aumento da temperatura corporal induzido pela morfina (Figura 19).
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—0o— Tris/Salina

—eo— Indometacina/Salina
—+ Tris/LPS

—a— Indometacina/LPS
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Figura 18: Efeito do tratamento com indometacina sobre o aumento da
temperatura corporal induzido pelo LPS. Os animais receberam tampao Tris estéril
1,0 mi/kg, i.p. ou indometacina 2,0 mg/kg i.p. 30 minutos antes da administragao
de LPS 5,0 pg/kg, i.p ou de salina estéril 1,0 ml/kg i.p. Os pontos representam a
média + EPM da variagido da temperatura corporal (°C) dos animais (n=4-5). *
Representa a diferenga significativa em relacao ao grupo salina/salina, p<0,05. e #
diferencga significativa entre o grupo salina/LPS p<0,05.
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—e— Indometacina/salina
—+ Tris/Morfina

—a— Indometacina/Morfina

Figura 19: Efeito do tratamento com indometacina sobre o aumento da
temperatura corporal induzido pela morfina. Os animais receberam Tris estéril 1,0
ml/kg, i.p. ou indometacina 2,0 mg/kg i.p. 30 minutos antes da administracao de
morfina 3,0 mg/kg, s.c ou de salina estéril 1,0 ml/kg s.c. Os pontos representam a
média £+ EPM da variagdo da temperatura corporal (°C) dos animais (n=4-5). *

Representa a diferencga significativa em relagéo ao grupo salina/salina, p<0,05.
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4.10 - Efeito do CTAP na resposta febril induzida pelo MIP-1a e PFPF:

O MIP-1a. promoveu um aumento significativo da temperatura corporal a
partir de 1,0 h, com pico da resposta na 4,0 h e sustentavel até a 6,0 h. O pré-
tratamento com CTAP 1,0 pg/2ul ndo promoveu alteragao significativa da
temperatura corporal dos animais quando administrado sozinho. Entretanto,
quando administrado nesta mesma dose ele praticamente aboliu (reducdo de
90,4%) a resposta febril induzida pelo MIP-1a.. Esta reducao foi observada a partir
de 1,0 h, mantendo-se até a 6 h (Figura 20).

Por sua vez, o PFPF promoveu um aumento significativo da temperatura
corporal a partir de 30 minutos, com pico da resposta na 5,0 h e sustentavel até a
6,0 h. O pré-tratamento com CTAP 1,0 ug/2ul praticamente aboliu (reducao de
82,2 %) a resposta febril induzida pelo PFPF. Esta reducao foi observada a partir
de 1,0 h, mantendo-se até a 6 h (Figura 21).
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Figura 20: Efeito do CTAP sobre a resposta febril induzida pelo MIP-1a. Os
animais receberam salina estéril 2ul i.c.v ou CTAP 1,0 pg/2ul i.c.v, 30 minutos
antes da administragdo de MIP-1a 500 ng/2ul i.c.v ou de salina estéril 2ul i.c.v. Os
pontos representam a média + EPM da variagcdo da temperatura corporal (°C) dos
animais (n=5-6). * Representa a diferenga significativa em relacdo ao grupo

salina/salina. # diferencga significativa entre o grupo salina/MIP-1a p<0,05.
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Figura 21: Efeito do CTAP sobre a resposta febril induzida pelo PFPF. Os animais
receberam salina estéril 2ul i.c.v ou CTAP 1,0 pg/2ul i.c.v, 30 minutos antes da
administracdo do PFPF 100 ng/2ul i.c.v ou de salina estéril 2ul i.c.v. Os pontos
representam a média + EPM da variagéo da temperatura corporal (°C) dos animais
(n=5). * Representa a diferenca significativa em relagdo ao grupo salina/salina. #
diferenga significativa entre o grupo salina/PFPF p<0,05.
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4.11 - Efeito do CTAP na resposta febril induzida pela PGE,, PGF,,, CRF e
ET-1:

A administragdo central de PGE, promoveu um rapido e intenso aumento
da temperatura corporal, porém com uma curta duragao (apenas 1,0 h). O CTAP
na dose de 1 ug/2ul, por sua vez, nao modificou significativamente a temperatura
corporal dos animais em relagdo aqueles que receberam somente salina. O pré-
tratamento com CTAP nesta mesma dose nao foi capaz de reduzir a resposta
febril induzida pela PGE; (Figura 22).

Por outro lado, a administracdo central de PGF,, promoveu um rapido e
intenso aumento da temperatura corporal, porém com uma curta duragao (apenas
1,0 h), seguido de um segundo aumento menos intenso que se manteve até o final
do experimento. O CTAP na dose de 1 pg/2ul ndo modificou significativamente a
temperatura corporal dos animais em relagdo aqueles que receberam somente
salina. O pré-tratamehto com CTAP nesta mesma dose produziu uma redugao de
50,0% no pico inicial da resposta febril induzida pelé PGF,,, contudo ele nao
promoveu qualquer alteracdo na segunda fase da resposta febril deste pirogénio
central (Figura 23).

O CRF promoveu um aumento significativo da temperatura corporal a partir
de 30 minutos, com pico da resposta em 4,5 h e sustentavel até a 6,0 h. O CTAP
na dose de 1 ug/2ul ndo modificou significativamente a temperatura corporal dos
animais em relagdo aqueles que receberam somente salina. O pré-tratamento
com CTAP nesta mesma dose produziu uma reducao de 56,6% na resposta febril
induzida pelo CRF. Esta reducao foi observada a partir de 30 min, mantendo-se
até 4,5 h (Figura 24).

Ja a ET-1 promoveu um aumento significativo da temperatura corporal a
partir de 30 min, com pico da resposta em 4,5 h e sustentavel até a 6,0 h. O pré-
tratamento com CTAP, ndo modificou a temperatura corporal dos animais, em
relacdo aqueles que receberam somente salina. O CTAP causou uma reduc¢ao
praticamente total da resposta febril da ET-1 (81,3%). Esta reducao foi observada
a partir de 30 min, mantendo-se até a 6 h (Figura 25).
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—O— Salina/Salina
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—+ Salina/PGE2
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Figura 22: Efeito do CTAP na resposta febril induzida por PGE,. Os animais
receberam salina estéril 2ul i.c.v ou CTAP 1,0 pg/2ul i.c.v, 30 minutos depois 0s
animais receberam salina 2ul i.cv ou PGE; 125 ng/2ul i.c.v. Os pontos
representam a média + EPM da variagdo da temperatura corporal (°C) dos animais
(n=5-6). * Representa a diferencga significativa em relagdo ao grupo salina/salina.
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—O— Salina/Salina
—e— CTAP/Salina
—— Salina/PGF2a
—&— CTAP/PGF2a

Figura 23: Efeito do CTAP sobre a resposta febril induzida por PGF,,. Os animais
receberam salina estéril 2ul i.c.v ou CTAP 1,0 pg/2ul i.c.v, 30 minutos depois os
animais receberam salina 2ul i.cv ou PGF,, 500 ng/2ul i.c.v. Os pontos
representam a média + EPM da variagdo da temperatura corporal (°C) dos animais
(n=5-6). * Representa a diferenga significativa em relagdo ao grupo sal/sal; #
diferencga significativa em relagdo ao grupo salina/PGF5,.
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Figura 24: Efeito do CTAP na resposta febril induzida pelo CRF. Os animais
receberam salina estéril Sal 2ul i.c.v ou CTAP 1,0 ug/2ul icv, 30 minutos antes da
administragao de salina 2l icv ou CRF 2,5 pg/2ul i.c.v. Os pontos representam a
média + EPM da variagdo da temperatura corporal (°C) dos animais (n=5-7). *
Representa a diferenga significativa em relacdo ao grupo salina/salina; # diferenca

significativa entre o grupo salina/CRF p<0,05.
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Figura 25: Efeito do CTAP sobre a resposta febril induzida por ET-1. Os animais
receberam salina estéril 2ul i.c.v ou CTAP 1,0 pg/2ul i.c.v e apdés 30 minutos os
animais receberam salina 2ul i.cv ou ET-1 1,0 pmol/2ul i.c.v. Os pontos
representam a média * erro padrdo da média (EPM) da variagdo da temperatura
corporal (°C) dos animais (n=5-10). * Representa a diferenga significativa em
relacdo ao grupo salina/salina; # diferenga significativa entre o grupo salina/ET-1
p<0,05.



5 - DISCUSSAO
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O presente estudo avaliou a contribuicdo dos opidides no controle normal
da temperatura corporal, assim como na resposta febril desencadeada por LPS e
por mediadores periféricos e centrais envolvidos neste processo. Embora o
envolvimento dos opidides no controle da temperatura corporal ja venha sendo
investigado ha muito tempo, os dados disponiveis ndo permitem uma visao clara
do papel destes peptideos enddgenos nesta resposta, principalmente pela
variedade de espécies em que os estudos foram realizados, bem como por muitos
destes estudos utilizarem antagonistas ndo especificos. Ainda, ndo havia estudos
onde a relagdo destes peptideos endogenos com os mediadores centrais da
resposta febril prostaglandinas, CRF, e endotelina-1 fosse avaliada.

Inicialmente, avaliamos o efeito de antagonistas opidides na resposta febril
de um pirogénio exégeno, o LPS, que simula uma infeccdo bacteriana. Este
pirogénio promoveu uma resposta febril significativa e duradoura. O pré-
tratamento dos animais com doses crescentes do antagonista opidide nao seletivo
naloxona, reduziu de maneira dose-dependente a resposta febril induzida por esta
toxina bacteriana. Este resultado sugere que a ativagao de receptores opidides por
seus ligantes enddgenos participe no desencadeamento da resposta febril durante
a reacgdo de fase aguda. No entanto, ndo se pode determinar por este resultado o
receptor responsavel por esta resposta, ja que a naloxona € um antagonista
opidide ndo seletivo, podendo bloquear tanto receptores p, x € 3.

Apesar deste fato, a naloxona apresenta maior afinidade para os receptores
u-opidide (BLATTEIS et al., 1990). Sendo assim, para determinar se este seria o
receptor envolvido no desenvolvimento da resposta febril avaliamos o efeito do
antagonista seletivo dos receptores p-opidéide CTAP na resposta febril induzida
pelo LPS. O pré-tratamento dos animais com CTAP, de maneira similar, promoveu
uma redugao dose dependente da resposta febril induzida pelo LPS sugerindo que
o envolvimento dos opidides enddgenos nesta resposta seja mediado pela
ativagdo de receptores p opioidérgicos. Estes dados confirmam resultados
anteriores obtidos por outros pesquisadores, inclusive utilizando outras espécies
animais. Em 1990, BLATTEIS et al., observaram que a naloxona era capaz de
reduzir a resposta febril induzida pelo LPS em cobaias. No entanto, o receptor
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envolvido nesta resposta sé foi confirmado no ano de 2000 por BENAMAR et al.
Utilizando também o CTAP, estes pesquisadores obtiveram uma reducdo
significativa da resposta febril induzida pelo LPS em ratos, sugerindo que o
envolvimento dos opidides endégenos nesta resposta seja mediado pela ativagao
dos receptores p opioidérgicos.

No entanto, para confirmar estes dados é importante avaliar se estes
antagonistas ndo promovem, por si sO6, uma ruptura do mecanismo
termorregulatério. Uma possibilidade seria a de que o sistema opidide poderia
estar tonicamente ativado, ou seja, ele contribuiria para manter a temperatura
corporal em condi¢gdes normais. Se este fosse 0 caso, entdo a administragdo de
um antagonista opidide perturbaria o sistema e seria observada uma alteragdo na
temperatura corporal. Para investigar esta hipotese, avaliou-se o efeito da
naloxona na temperatura corporal de animais submetidos a diferentes
temperaturas ambiente.

A administracdo de naloxona, na dose que foi efetiva para reduzir a
resposta febril induzida pelo LPS em animais mantidos na temperatura de 28 +
1°C, zona de termoneutralidade para ratos (GORDON, 1990), causou uma
pequena, mas nédo significativa redugcdo da temperatura corporal. Por sua vez, a
administragdo do antagonista -adrenérgico ndo seletivo propranolol na dose de
20 mg/kg, mas ndo na de 10 mg/kg promoveu uma redugao significativa da
temperatura corporal nos primeiros 30 minutos do experimento. Além disso, a
administragao de propranolol na dose de 20 mg/kg promove uma pequena queda
na pressao arterial de animais anestesiados (resultado ndo apresentado). Estes
dados nos permitem sugerir que, pelo menos quando mantida a temperatura
ambiente na zona de termoneutralidade, ndo ha ruptura dos mecanismos
termorregulatérios quando se administra os antagonistas opidide, ao contrario do
que ocorre quando o sistema nervoso autbnomo B-adrenérgico é bloqueado pelo
propranolol. Entretanto, a zona de termoneutralidade, pode ser entendida como
uma faixa de temperatura ambiente onde os mecanismos de perda e ganho de
calor se anulam (GORDO, 1990). Assim, uma analise mais precisa do possivel
envolvimento de substancias na termorregulacdo requer a avaliacdo do
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comportamento  termorregulatério em  temperaturas diferentes da
termoneutralidade. Selecionamos utilizar uma temperatura abaixo da
termoneutralidade (20°C) a fim de favorecer a perda de calor, ja que a
administragao dos antagonistas estaria diminuindo a febre.

A administracdo de naloxona nesta mesma dose, promoveu uma queda
significativa na temperatura corporal em animais mantidos em uma temperatura
abaixo da zona de termoneutralidade (20 °C). A administragdo da maior dose de
propranolol nesta temperatura também promoveu uma acentuada queda da
temperatura corporal logo nos primeiros 30 minutos retornando ao normal 2,0 h
apds a administragdo. Estes resultados sugerem que ambos os sistemas, opiodide
e simpatico via receptores f-adrenérgicos, parecem estar ativados nestas
condic¢des, contribuindo para a manutengao da temperatura corporal. No entanto,
no caso da naloxona por tratar-se de um antagonista inespecifico, este efeito pode
ser ocasionado pela ativacdo de outros receptores que nao o receptor p. A
participagdo do sistema nervoso autbnomo via receptores f-adrenérgicos no
controle da temperatura corporal ja esta bem documentada. Em temperaturas
abaixo da termoneutralidade a temperatura corporal pode ser mantida pelo
aumento na produgao de calor como, por exemplo, através dos tremores e/ou pela
manutencdo de calor como, por exemplo, pela vasoconstricdo periférica (BANET
et al., 1977).

De modo geral, acredita-se que os processos de manutengao/conservagao
de calor induzidos pelo frio sejam controlados pelo sistema nervoso simpatico via
receptores B-adrenérgicos (HORWITZ et al.,1976). Estes mesmos pesquisadores
observaram que a queda na taxa metabdlica, observada quando da administragéo
de bloqueadores B-adrenérgicos, tais como o propranolol, &€ devida principalmente
ao bloqueio da vasoconstricao periférica.

Além disso, sugere-se que um dos possiveis mecanismos para a eficacia
dos B-bloqueadores decorra de uma diminuicdo central da atividade simpatica
(TAKITA et al., 1995). Isso aparentemente seria possivel ja que o propranolol pode
facilmente atravessar a barreira hematoencefalica (MYERS et al., 1995).
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Quanto a participagado dos opidides no controle da temperatura corporal
outros pesquisadores observaram que a naloxona em doses abaixo de 10 mg/kg
(faixa em que atua principalmente em receptores p-opidide) e em temperaturas
préximas a zona de termoneutralidade, ndo promove alteragdes significativas da
temperatura corporal (ROMANOVSKY et al., 1998). Entretanto, em temperaturas
abaixo da zona de termoneutralidade esta droga produz uma pequena, mas
significativa hipotermia. (HANDLER et al., 2001). Estes pesquisadores sugeriram
que esta hipotermia pode ser o resultado do desequilibrio entre os receptores p-
opidide, que estado bloqueados pela naloxona e os receptores k-opidide que estdo
livres favorecendo o efeito hipotérmico de ligantes endégenos nos receptores x
nestas condicdes (HANDLER et al., 2001).

BOURHIM et al., (1997), observaram ainda que animais climatizados em
temperaturas abaixo da zona de termoneutralidade apresentam um aumento nos
niveis circulantes de p-endorfina, metaencefalina e dinorfina. Assim a
administracdo de naloxona a um animal climatizado em temperaturas abaixo da
zona de termoneutralidade pode bloquear os receptores p-opidide, impedindo o
efeito do aumento da temperatura corporal pela g-endorfina circulante e induzindo
hipotermia através da ligagao da dinorfina agindo sobre os receptores « livres.

Em adicado, outros pesquisadores observaram que além de antagonizar os
receptores opidides, a naloxona apresenta ainda outros efeitos adicionais tais
como a liberagdo de arginina vasopressina (AVP) do nucleo paraventricular (DAY,
1987; ZHAO et al., 1988), que é um potente agente antipirético endégeno (RUWE
et al., 1985).

Para melhor avaliar a participagao dos opidides no controle da temperatura
corporal, utilizamos antagonistas opibides seletivos para os receptores p, k € 6. A
administracdo do antagonista seletivo para os receptores opidides p, CTAP na
dose efetiva em reduzir a resposta febril induzida pelo LPS, em animais mantidos
tanto a 28°C, como a 20°C, ndo promoveu alteragdes significativas na temperatura
corporal durante todo o periodo de avaliagdo. Estes dados demonstram que os
opidides ndo participam do controle da temperatura corporal através da ativagao
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dos receptores p, mesmo em condicbes de temperatura abaixo da zona de
termoneutralidade. Este resultado também foi importante pois nos permitiu utilizar
com seguranga este antagonista no decorrer do estudo.

Adicionalmente, avaliamos ainda a possibilidade de outros receptores
opidides estarem sendo ativados para a manutengdo da temperatura corporal
normal. Isto se torna importante devido as complexas interagdes entre os
receptores opidide e seus ligantes enddgenos. A administracdo dos antagonistas
opidide x-seletivo nor-BNI e &-seletivo naltrindol em doses equimolares a do
CTAP, em animais ambientados tanto na temperatura de 28°C como na de 20 °C,
também ndo promoveram qualquer alteracdo da temperatura corporal durante
todo o periodo de avaliagao.

Estes dados corroboram os resultados anteriores em que a administragio
destes mesmos antagonistas seletivos CTAP, nor-BNI e naltrindol em animais
submetidos a diferentes temperaturas ambiente (5, 20 e 30°C) ndo promdveram
qualquer alteragdo na temperatura corporal quando administrados sozinhos
(HANDLER et ai., 1992; BENAMAR et al., 2000). Deste modo, nossos dados em
conjunto permitem sugerir que os opidides endégenos ndo atuam no controle da
temperatura corporal por nenhum dos receptores analisados, tanto em condi¢do
de temperatura ambiente na faixa de termoneutralidade como abaixo dela e
reforgam que o efeito hipotérmico da naloxona se deva a liberagdo de antipiréticos
endoégenos.

Para confirmar estes dados espera-se que a administragdo de um agonista
opidide induza um aumento da temperatura corporal. A administragéo periférica de
morfina (opidide exdégeno protétipo do grupo), assim como a central, promoveu um
aumento dose dependente da temperatura corporal. Este aumento da temperatura
corporal foi acompanhado por uma redugdo da temperatura da pele. Este
resultado nos permite inferir indiretamente que o aumento da temperatura corporal
foi acompanhado por uma vasoconstrigdo periférica. Estes dados indicam que o
aumento da temperatura corporal causado pela morfina ndo é apenas um efeito

hipertérmico, mas sim um aumento controlado da temperatura corporal.
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COX et al. (1976) utilizando baixas doses de morfina, observaram que o
aumento da temperatura corporal induzido pela morfina é acompanhado por
vasoconstricdo periférica o que reduz a perda de calor. Por sua vez LIN, (1982)
observou que a administragao direta de morfina no hipotalamo de ratos promoveu
um aumento dose-dependente da temperatura corporal em diferentes
temperaturas ambiente (8-30°C). Este pesquisador demonstrou ainda que este
efeito ocorreu devido a um aumento da taxa metabdlica e por uma vasoconstrigdo
periférica. THORNHILL & DESAUTELS (1984) observaram que a hipertermia
induzida por baixas doses de morfina ndo se deve a ativagido do tecido adiposo
marrom. Estes resultados demonstram que a morfina promove a ativagdo de
mecanismos coordenados de ganho de calor sugerido que os opidides estariam
envolvidos no controle da temperatura corporal.

Além destes estudos, existem evidéncias que sugerem que o efeito da
morfina ndo seja meramente um efeito hipertérmico. Estudos utilizando
preparagdes de hipotalamo demonstraram que doses elevadas de morfina podem
aumentar a taxa de disparo de neurdnios sensiveis ao calor, 0 que seria
condizente com o efeito de hipotermia observado com altas doses de morfina
(BALDINO et al., 1980). Por outro lado, em outro estudo foi demonstrado que a
morfina, em pequenas doses, pode diminuir a atividade destes neurdnios e
aumentar a atividade de neurdnios sensiveis ao frio (LIN et al., 1984). Estes dados
apontam que os neurbnios responsaveis pelo controle da temperatura corporal
possuem receptores para opidides e que a administragdo de um agonista opidide
promove efeitos coordenados de ativacdo e inibicdo destes neurbénios que
culminam com uma resposta de aumento controlado da temperatura corporal.

Na avaliacdo do efeito dos antagonistas opidides sobre o aumento da
temperatura corporal induzido pela morfina observamos que tanto a naloxona
quanto o CTAP foram efetivos em abolir esta resposta, sugerindo que ha ativagéo
de receptores p opidide de maneira similar ao que ocorre quando da
administracdo de LPS. Além disso, a redugdo da temperatura da pele induzida
pela morfina administrada tanto pela via periférica como central, também foi

abolida pelo CTAP, sugerindo que os efeitos coordenados que sdo responsaveis



83

pelo aumento da temperatura corporal sejam controlados pelos opidides e que isto
ocorra através da ativagao de receptores p no sistema nervoso central.

Sendo assim, o sistema opidide parece ser ativado em determinadas
situacdes como na reagdo de fase aguda, contribuindo para o desenvolvimento da
resposta febril. Em particular, este sistema parece atuar nesta resposta via
ativagao de receptores p centrais e o candidato mais provavel para a ativacao
deste receptor seria o opidide enddgeno B-endorfina, uma vez que este apresenta
grande afinidade pelos receptores p-opidide (GOLDSTEIN et al.,, 1985;
DONNERER et al., 1986). Ainda a administragdo periférica de doses pirogénicas
de LPS ou i.c.v de IL-1B ou TNF-a foram capazes de aumentar a concentragdo de
B-endorfina no hipotalamo e na APO/HA de ratos de maneira dose dependente
(KNIGGE et al., 1994; ZHAO et al. 1995 e XIN et al. 1997). Outro dado que sugere
o envolvimento da B-endorfina na resposta febril € o de que a APO/HA, o centro
primario de controle da temperatura corporal, possue uma concentragao
relativamente alta de neurdnios que contém este peptideo (KRIEGER et al., 1979;
SNYDER et al., 1979). Além disso, a administragdo de pB-endorfina induziu
hipertermia em cobaias, gatos, camundongos e ratos (CLARK et al.,, 1981;
KANDASAMY et al., 1983; HUIDOBRO-TORO et al., 1979; GORDON et al., 1981;
MARTIN et al., 1979). Em coelhos, a administragdo central de B-endorfina origina
uma série de eventos fisiologicos coordenados que resultam em um aumento
dose-dependente da temperatura corporal. Este efeito hipertérmico ocorre devido
a uma rapida vasoconstricdo periférica, que € indicada pela reducdo na
temperatura da orelha somada a uma inibigdo da perda de calor por evaporagéo
(KANDASAMY et al., 1983).

De que maneira a ativagdo dos receptores p-opidide poderiam promover
estes efeitos? Os receptores p-opidide sdo acoplados a proteinas G inibitorias,
que atuam inibindo a atividade da enzima adenilatociclase diminuindo
conseqiientemente a produgdo de AMP ciclico (HERZ, 1993). Eles ainda podem
atuar também, promovendo a ativacdo das correntes de K" ativadas pelo receptor
e suprimindo as correntes de Ca™ controladas pela voltagem (DUGGAN &
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NORTH, 1983). Estes receptores s&o portanto receptores inibitérios, causando em
geral hiperpolarizagdo de neurdnios.

A febre consiste na elevagdo controlada do ponto de termorregulagem
hipotaldamico (DINARELLO et al., 1988). A elevagdo do ponto termorregulatério é
desencadeada pela diminuigdo da atividade dos neurdnios sensiveis ao calor que
controlam os mecanismos de perda de calor (vasodilatacédo periférica, sudorese e
redugdo da secrecdo de hormoénios tiroidianos e adrenais) e pelo aumento da
ativagdo dos neurdnios sensiveis ao frio que sdo responsaveis pelos mecanismos
de producao e retencao de calor (vasoconstricdo periférica, termogénese induzida
por tremores e aumento da taxa metabolica no tecido adiposo marrom)
(DINARELLO et al., 1988; KLUGER, 1991; BOULANT, 2000).

Sendo assim, sugere-se que os opibdides poderiam atuar suprimindo a
atividade dos neurénios sensiveis ao calor, através da ativagao de receptores p-
opidide. Este dado é corroborado pelos resultados de YAKIMOVA et al., (1996).
Estes pesquisadores demonstraram que a administracdo de PL-017 um agonista
p-opidide altamente seletivo administrado em preparagdes de hipotalamo causa
uma inibicdo na atividade dos neurdnios sensiveis ao calor de forma dose
dependente. Por sua vez, o antagonista p-seletivo CTOP foi capaz de bloquear
este efeito do PL-017, sem promover qualquer alteragido na taxa de disparo destes
neurdnios por si s6, sugerindo que este efeito € mediado especificamente pelos
receptores p-opidide.

Além disso, os opidides poderiam atuar controlando também a atividade de
neurdnios sensiveis ao frio. YAKIMOVA et al., (1996) demonstraram que estes
neurdnios estdo sob um controle inibitério tonico de neurdnios gabaérgicos. Por
sua vez os opidides podem atuar na pré-sinapse, alterando a liberagao deste
neurotransmissor (CAPOGNA et al., 1993; NORTH, 1993). Um efeito de inibi¢géo
p-especifico na liberagdo do neurotransmissor inibitério GABA, foi observado em
cultura de hipocampo de ratos (COPAGNA et al., 1993). Sendo assim a ativagao
dos receptores p-opidide inibiria o efeito inibitério tdnico que os neurdnios

GABAérgicos exercem sobre os neurbnios sensiveis ao frio, permitindo um
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aumento na freqiéncia de disparo destes neurdnios desencadeando os
mecanismos de ganho e conservagio de calor.

Até o momento foi demonstrado que os opidides enddgenos participam na
resposta febril do PEx LPS, particularmente através da ativagdo de receptores p.
Contudo, o LPS nédo é o responsavel direto pela alteragdo da temperatura
corporal. Ao ativar células do sistema imune, em especial os macréfagos, estes
passam a produzir e liberar citocinas inflamatérias que chegariam no sistema
nervoso central onde através da indugdo da producdo de mediadores centrais,
desencadeiam a resposta febril (ZEISBERGER, 1999).

Portanto, o passo seguinte foi avaliar a participagdo de opidide via ativagdo
de receptores p na febre induzida por citocinas.

O CTAP ndo modificou a febre induzida pela IL-1B, reduziu a febre do TNF-

o e aboliu a febre induzida pela IL-6, MIP-1a e PFPF. O fato de que para a maior
parte das citocinas o CTAP reduziu a febre sugere que os opidides enddégenos
estdo sendo sintetizados e liberados ap6s a sintese de citocinas e n&o antes.

Algumas destas citocinas (IL-1B, TNF-a e IL-6) parecem exercer seus
efeitos na febre via indugao de COX-2 (CAO et al., 1996; CAO et al., 1998; LI et
al., 2003) e portanto de PGs (DINARELLO et al. 1988; ROTHWELL 1990). Sendo
assim os seus efeitos podem ser bloqueados por AINES (SOUZA et al., 2002).

Embora pouco provavel, consideramos a possibilidade de que o CTAP
poderia estar reduzindo a produgao central de PGE; o que poderia explicar a sua
eficiéncia em reduzir tanto a resposta febril do LPS como das citocinas que
dependem desta PG.

Contudo, como esperado, este ndo parece ser 0 caso ja que O pré-
tratamento com o CTAP, apesar de reduzir a resposta febril do LPS ndo alterou
significativamente as concentragdes da PGE; no CSF dos animais que receberam
esta toxina, o que sugere que a indugdo de COX-2 por estas citocinas ndo estaria
sendo afetada. Além disso, o AINE indometacina, ndo alterou a febre induzida
pela morfina.

E importante ressaltar que é conhecido que estas citocinas estdo

promovendo a sintese de diferentes PGs. Enquanto o TNF-a induz febre via PGE;
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a IL-6 e a IL-1B induzem via PGF,, e CRF (DINARELLO et al. 1988; ROTHWELL
1990; ZAMPRONIO et al., 2000). No entanto, o CTAP no altera a febre induzida
por PGE,, apesar de reduzir a febre do TNF-a, mas reduz o primeiro pico da febre
induzida por PGF», e a resposta febril induzida pelo CRF, apesar de nao alterar a
resposta febril da IL-1B. Sendo assim, a participagdo dos opidides endégenos para
o desenvolvimento da resposta febril das citocinas varia, sendo maior para a IL-6,
menor para o TNF-a e inexistente para a IL-1p.

HANDLER e colaboradores (1998) utilizando o CTAP, também nio
observaram redugao da resposta febril induzida pela IL-1B. Outro dado condizente
com a nao participagado dos opidides na febre induzida pela IL-13 é o de que a
ativagcao dos neurdnios da APO/HA produzidas pela IL-1 foi revertida por salicilato
de sédio mas nao pela naloxona. Isto indica que os efeitos da IL-1 sdo mediados
pela produgédo central de PGs mas ndo de opidides endégenos (HORI et al.,
1991). Todavia, outros pesquisadores observaram que a resposta febril induzida
pela administracdo i.v de TNF-a e IL-6 em cobaias foram reduzidas pela
administracdo s.c de naloxona (BLATTEIS et al., 1990). BENAMAR e
colaboradores (2002) observaram que a resposta febril induzida pela IL-6 também
foi revertida pelo pré-tratamento com CTAP i.c.v. em ratos.

A explicagdo mais plausivel para estes resultados é que cada citocina,
quando administrada separadamente estaria ativando vias neuronais
diferenciadas. A IL-1pB estaria induzindo a sintese de COX-2 em populagdes de
células, provavelmente nas células endoteliais da microvasculatura cerebral (CAO
et al., 1996) e estas por sua vez, sintetizariam PGF,, que atuaria nos neurénios de
frio e de calor da APO/HA induzindo febre. Além disso, a PGF,, atuaria em locais
que liberariam CRF e estes também poderiam atuar nos neurdnios
termossensiveis da APO/HA induzindo febre. Infelizmente nao existem dados que
confirmem os efeitos do CRF em neurdnios termossensiveis.

Além da agdo da IL-1B nas células endoteliais induzindo COX-2,
FAGARASAN e colaboradores (1990) observaram que a |L-1 estimula a liberagao

e de B-endorfina em células da pituitaria anterior de ratos e camundongos.
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Provavelmente esta liberagdo de B-endorfina seja ativada pelo CRF o qual
estimula a sintese e liberagéo dos peptideos produzidos a partir da POMC (VALE
et al., 1981). Desta forma era de se esperar que houvesse uma redugdo mesmo
que parcial da resposta febril da IL-1B, considerando que o CTAP foi capaz de
reduzir parcialmente a resposta febril induzida pelo CRF. Uma possivel explicagido
para esta aparente contradigdo pode residir no fato de que a IL-1 produz uma
diminuigdo significativa na ligacdo de todos os agonistas opidides-u, k € § em
varias regides do cérebro de cobaias, sendo a redugdo maior para os agonistas p
(AHAMED et al., 1985). Para todos os ligantes empregados a maior redugio na
ligagdo ocorreu no hipotalamo. Desta forma, a contribuicdo que os opidides
poderiam exercer no desenvolvimento da resposta febril desta citocina ficaria
reduzida.

Além disso, ERICH et al. (1998) avaliaram a expressado do receptor u na
microvasculatura cerebral. Eles evidenciaram que ndo ha expressao do receptor
u-opioide nem em condigdes basais assim como apés a estimulagdo com IL-1a ou
B ou com ambas simultaneamente. RUZICKA e AKIL (1997) avaliaram também o
efeito da IL-1B na expressdo do mRNA para o receptor p-opidide em diferentes
estruturas cerebrais. Eles observaram que ocorre um aumento na expressao deste
gene no estriado, cerebelo e hipocampo, mas ndo nas regides cortical € no
hipotalamo principal regido envolvida no controle da temperatura corporal.

Ja a IL-6 por sua vez, estaria atuando em duas populagdes celulares
diferentes, induzindo também COX-2 e conseqlientemente sintese de PGF,, nas
células endoteliais da microvasculatura (LI et al., 2003). E esta PG, por sua vez,
atuaria liberando CRF (ROTHWELL, 1990). Em parte uma acao similar a da IL-1p.
Em adicdo a esta liberagdo de PGs, nossos dados indicam que esta citocina
também estaria promovendo a liberacdo de opidides endégenos que poderiam
atuar na APO/HA inibindo neurénios de calor e/ou ativando os neurdnios sensiveis
ao frio (através da retirada da inibicdo gabaérgica).

Com relacdo a resposta febril induzida pelo TNF-a, uma vez que sua

resposta febril & reduzida pelo CTAP, mas a resposta febril induzida por seu
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mediador central PGE, ndo é reduzida por este antagonista poderia levar a uma
primeira aproximagao de que o TNF-a. estaria liberando opidides endégenos e que
estes, por sua vez, de algum modo estariam induzindo a sintese/liberacdo de
PGE,. Em primeiro lugar este ndo deve ser o caso, pois nem a febre induzida pela
morfina (presente estudo) nem a da B-endorfina sdo bloqueadas por indometacina
(KANDASAMY et al., 1983), sugerindo que PGE, e opidides sejam duas vias
distintas de inducao de febre. Portanto, o mais provavel é que assim como a IL-6 o
TNF-a esteja agindo em dois tipos celulares diferentes, a microvasculatura
cerebral, determinando a sintese de COX-2 seguida de uma ativagdo de uma
sequéncia de eventos que determina a sintese de PGE; que inibiria os neurdnios
de calor e ativaria os neurdnios de frio (CAO et al., 1998; GORDON et al., 1980;
RANELS et al., 2003). Por outro lado o TNF-a estaria atuando ainda através da
liberagao de opidides enddgenos pela ativacao direta de neurdnios opioidérgicos.
Desta forma a febre induzida pelo TNF-a seria o resultado da ativagido destas
duas vias.

Até este momento foi avaliada e discutida a participagao dos opidides na
resposta febril de citocinas dependentes da geragcdo de PGs. Como descrito
anteriormente, as PGs ndo sdo os Unicos mediadores centrais da resposta febril.

Assim, o passo seguinte de nossa investigagao foi avaliar o efeito do CTAP
sobre a resposta febril induzida por citocinas cuja resposta ndo sao bloqueadas
por antiinflamatérios ndo esteroidais como indometacina, e que desta forma atuam
independentemente de sintese de prostandides.

Dentre estes mediadores destacam-se algumas quimiocinas como o MIP-
1o e B e a IL-8 (DAVATELIS et al., 1989; ZAMPRONIO et al., 1994; MINANO et
al., 1990, SCHALL et al., 1990).

Foi observado que o pré-tratamento com CTAP aboliu a resposta febril
induzida pelo MIP-1a, sugerindo que a indugdo da sintese e liberagdo dos
opidides enddgenos é essencial para a resposta febril desta quimiocinas. Outros
autores empregando o mesmo antagonista obtiveram resultado semelhante
utilizando outro membro desta familia o MIP-13 (HANDLER et al., 1998).
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E importante ressaltar que apesar do MIP-1a e B compartilharem uma
homologia de mais de 70% em sua seqiiéncia de aminoéacidos (WOLPE et al.,
1988) e de exercerem alguns efeitos semelhantes na inflamagao, a administracéo
separada de cada um destes peptideos na APO/HA na mesma dose promovem
respostas febris distintas. O MIP-18 promove um aumento rapido da temperatura
corporal que se mantém por volta de 2,0 h (MINANO et al., 1996). Estudos
desenvolvidos por nosso grupo, incluindo este estudo, demonstram que o MIP-1a
causa um aumento gradual da temperatura corporal e que persiste por mais
tempo.

No caso do MIP-1a ou B, ndo existem dados que demonstrem que sua
acao é dependente de CRF, portanto é dificil dizer se esta citocina estaria ou ndo
ativando diretamente o sistema opioidérgico ou através do CRF.

Outro mediador que atua induzindo febre independente de PGs é o PFPF.
O efeito de sua administragdo central na temperatura corporal ndo foi alterado
pela indometacina. Contudo, ele parece atuar via CRF, ja que a resposta febril
deste fator é bloqueada pelo antagonista de CRF, ao-helicoidal CRFg.44
(ZAMPRONIO et al., 2000).

O pré-tratamento dos animais com o CTAP aboliu a resposta febril induzida
por este fator, sugerindo que este mediador além de atuar via CRF, também atua
via opidides enddégenos mais especificamente pela ativagdo dos receptores p-
opidide. No entanto, é importante ressaltar também que particularmente o PFPF é
o unico dos PE testados cuja febre foi bloqueada pelo antagonista de receptores
endotelinérgicos ET-B BQ788, sugerindo a participagdo de ET na resposta febril
induzida por este fator (FABRICIO et al., 2000; FABRICIO et al., 2002). A febre
induzida pela ET-1 por sua vez foi completamente abolida pelo CTAP o que
sugere que a via de atuacdo deste novo pirogénio, o PFPF, envolva CRF, ET-1.

Estes dados em conjunto, demonstram que para as citocinas que atuam
independente de PGs, a liberacdo de opidides pode ser essencial para o
desenvolvimento da resposta febril. Assim, embora estas citocinas ndo ativem a
sintese de COX-2 e conseqliientemente sintese de prostandides elas devem
promover diretamente a liberagao de opidides que inibem neurdnios de calor e/ou
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ativam os neurfnios de frio (através da retirada da inibicido do GABA) que
resultaria em febre.

Nossos dados em conjunto nos permitem concluir que os opibides
endbégenos parecem ndo atuar no controle da temperatura corporal em condi¢des
basais. No entanto, estes peptideos, através da ativagdo de receptores p-opidide,
sdo importantes mediadores envolvidos no desenvolvimento da resposta febril.
Estes opidides endoégenos seriam liberados ap6s a sintese/liberagcdo de
mediadores centrais PGF,,, CRF e ET-1, mas nao de PGE,, bem como através de
uma acéo de algumas citocinas como TNF-o. e IL-6 sobre neurdnios opioidérgicos.
Eles atuariam inibindo neurbnios de calor e/ou ativando os neur6nios de frio
(através da retirada da inibicdo gabaérgica) para promover o aumento controlado
da temperatura corporal. Além disso, é importante ressaltar que estes opidides
parecem ser essenciais para o desenvolvimento da febre das citocinas que

independem da participagao de prostandides.
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Nossos resultados nos permitem concluir que:

» Os opidides enddgenos parecem nao atuar no controle da
temperatura corporal em condigbes basais.

» Estes peptideos, através da ativacdo de receptores p-opidide, sao
importantes mediadores envolvidos no desenvolvimento da resposta
febril do TNF-a, IL-6, MIP-1a. € PFPF, mas ndo para a IL-1.

> Os opidides enddgenos seriam liberados apds a sintese/liberagdo de
mediadores centrais PGF,,, CRF e ET-1, mas ndo de PGE,, bem
como através de uma agao de algumas citocinas como TNF-a e IL-6
sobre neurdnios opioidérgicos.

> Estes peptideos atuariam inibindo neurénios de calor e/ou ativando
os neurdnios de frio (através da retirada da inibigao gabaérgica) para
promover o aumento controlado da temperatura corporal.

> QOs opidides parecem ser essenciais para o desenvolvimento da
febre das citbcinas que independem da participacao de prostanoides.
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