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RESUMO

Até o presente momento, estudos demonstraram que a parede celular de S. aureus
induz febre em ratos e cabras, e que toxinas produzidas pelo S. aureus, como por exemplo,
as enterotoxinas SEA e SEB (staphylococcal enterotoxins A e B) induzem febre em gatos e
coelhos. Entretanto, nenhum estudo empregou a bactéria viva no modelo de febre. No
presente estudo foi padronizado o modelo de resposta febril induzido pela inje¢do i.p. de
Staphylococcus aureus (ATCC 25923) em ratos e posteriormente, avaliado o efeito de
drogas que apresentam atividade antipirética sobre a febre induzida por esta bactéria.
Verificou-se que a injecdo i.p. de S. aureus induz aumento, duradouro e dose-dependente
da temperatura corporal em ratos. Além disso, o aumento da temperatura corporal
induzido por esta bactéria trata-se de febre e ndo hipertermia, pois foi acompanhado de
redu¢do da temperatura da pele da cauda dos animais, indicativo de vasoconstri¢dao
periférica também observado pela redugdo do indice de perda de calor (IPC). Demonstrou-
se também, que o aumento de temperatura observado acompanha a presenca de bactérias
vidveis no foco infeccioso e sangue. Estudos tém apontado a enzima COX-2 como a
principal isoforma de COX, responsavel pela sintese de prostaglandinas durante a febre.
No presente estudo, verificou-se que o celecoxibe, um inibidor seletivo para a COX-2,
promoveu redugdo significativa e de maneira dose-dependente da resposta febril induzida
pelo S. aureus. Além disso, o celecoxibe reverteu a vasoconstri¢ao periférica induzida por
esta bactéria. O pré-tratamento com paracetamol e dipirona reduziu significativamente a
febre induzida pelo S. aureus sugerindo a participagdo de outros mediadores. Observou-se
também que a administragdo de dexametasona, um antiflamatério esteroidal, reduziu
significativamente a temperatura corporal dos animais injetados com S. aureus, indicando
que a resposta febril induzida por este estimulo depende de neo-sintese de mediadores
pirogénicos. A fim de averiguar a participagdo de endotelinas neste modelo, avaliou-se o
efeito de antagonistas de receptores para endotelinas. Verificou-se que tanto o BQ-123,
antagonista seletivo de receptor ET,, quanto o BQ-788, antagonista seletivo de receptor
ETg, reduziram significativamente a febre induzida pelo S. aureus. A IL-1 parece ndo
estar envolvida nesta resposta, pois a inje¢do i.c.v. de antagonista de receptores da IL-1
(IL-1ra) ndo alterou a febre promovida pelo S. aureus. Em sintese, esses resultados
sugerem que a febre induzida pela injecdo i.p. de S. aureus depende de PGs, sintetizadas

via COX-2, de endotelinas e independe da produgdo central de IL-1.

Palavras chaves: Febre, S. aureus, ratos, prostaglandinas, endotelinas.



ABSTRACT

Several studies demonstrated that S. aureus cell walls as well as toxins produced by
this bacteria, like sthapylococcal enterotoxins A e B (SEA and SEB), are capable to induce
fever in differents animals especies. However, there are no studies about fever induced by
live S. aureus. In this study we estabilished a model of fever induced by i.p. injection of
live S. aureus (ATCC 25923) in rats. We also evaluated the effect of antipyretic drugs on S.
aureus-induced fever. It was verified that i.p injection of S. aureus induced a long-lasting
and dose-dependent increase in core temperature of rats. Furthermore, the increase in core
temperature induced by i.p. injection of S. aureus is a real fever rather than hyperthermia,
since it was accompanied by a simultaneous decrease in the tail skin temperature. The
reduction in tail skin temperature indicates skin vasoconstriction also demonstrated here by
a decrease in heat loss index (HLI). We also showed that the increase in core temperature
induced by S. aureus 1.p. injection is related with the number of live bacteria verified in the
infectious focus (local of injection) and blood. Several studies have pointed COX-2 as the
pivotal enzyme involved in PGs synthesis during fever. In the present study, it was
demonstrated that celecoxib, a selective COX-2 inhibitor, reduce in a dose-dependent
manner the S. aureus-induced fever. Interestingly, the skin vasoconstriction induced by S.
aureus was counteracted by celecoxib. The pre-treatment with acetaminophen and dipyrone
significantly reduced the S. aureus-induced fever suggesting the involvement of mediators
other than prostaglandins. In addition, the treatment with dexamethasone, an esteroidal anti-
inflammatory drug, promoted a significant reduction on bacteria-induced fever, indicating
the participation on de novo synthesis of pyrogenic mediators to evoke this response. To
evaluate the effect of endothelins on bacteria-induced fever, animals received i.c.v.
injection of either BQ-123 or BQ-788 (selective ETs and ETg receptor antagonist,
respectively). Both receptor antagonists significantly reduced the S. aureus induced fever
suggesting the involvement of these peptide on this response. Differently, the i.c.v injection
of IL-1 receptor antagonist (IL-1ra) did not modify the fever to S. aureus. In conclusion,
these results suggest that S. aureus-induced fever depends on PGs synthesis, through COX-

2 and on endothelins but seems to independ on central production of IL-1.

Keywords: Fever, S. aureus, rats, prostaglandins, endothelins.
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AP-1 Proteina ativadora-1

APO/HA Area pré-optica do hipotalamo anterior
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IL-1ra Antagonista do receptor de IL-1
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1 INTRODUCAO

1.1 - Inflamacio, Resposta de Fase Aguda e Febre.

Quando um agente infeccioso invade o organismo, uma série de reagdes locais se
desenvolve prontamente a fim de proteger o hospedeiro e manter a homeostase. O termo
geral utilizado para designar essas reagdes denomina-se ‘“inflamacdo”. A resposta
inflamatoria local ¢ iniciada pela liberacdo de uma ampla variedade de mediadores
soluveis, vasoativos e quimiotaticos (substancia P, histamina, serotonina, prostaglandinas, e
outros) induzidos por varios tipos celulares ativados pelo patégeno invasor. Esses
mediadores promovem mudang¢as na permeabilidade vascular e, conseqiientemente,
extravasamento de plasma e fatores circulantes soluveis. Dentre eles, as imunoglobulinas e
componentes do sistema de cininas, complemento, coagulagdo e fibrinolitico os quais sao
ativados pelo contato com o patogeno e seus produtos (por exemplo, lipopolissacarideo
derivado da parede celular de bactéria Gram-negativa, LPS) no local da inflamacao.
Concomitantemente, sdo desencadeados eventos celulares. Inicialmente neutrofilos
circulantes e macrofagos teciduais sdo ativados, a fim de remover o agente agressor,
liberando uma série de outros mediadores como, por exemplo, citocinas, PGs, leucotrienos
os quais irdo amplificar a resposta inflamatoria (revisado por BLATTEIS, 2006, in press)

Assim, a inflamacdo constitui uma resposta fisiologica, normal, e homeostatica
desencadeada pelo organismo apos lesdo tecidual ou infeccdo local, com intuito de
restabelecer as fun¢des normais do tecido injuriado. Contudo, essa resposta pode se tornar
patologica uma vez que, os mediadores originados no sitio da resposta inflamatéria ou
originados na circulagdo podem atingir concentracdo suficiente para mediarem sinais e

sintomas sistémicos, coletivamente denominados de reacdo de fase aguda (RFA). Estes
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incluem: leucocitose, ativagao do sistema complemento, ativacdo do eixo hipotalamo-
pituitaria-adrenal (HPA) com aumento da producdo de glicocorticoides, alteragdes
metabolicas, diminui¢do da concentragdo plasmatica de ferro e zinco e aumento da
concentracdo de cobre, aumento da producdo de proteinas de fase aguda (haptoglobina,
proteina C-reativa, ceruloplasmina e outras), anorexia € a mais comum manifestacdo da
reacdo de fase aguda: a febre (KUSHNER, 1988, ZEISBERGER, 1999, BLATTEIS, 2006, in

press).

A febre ¢ uma resposta complexa que envolve varios componentes como sistema
enddcrino e metabolico, autondmico e comportamental (SAPER & BREDER, 1994). Ela tem
sido definida como elevagdo da temperatura corporal que ocorre em defesa a entrada de
patogenos pelo hospedeiro (THE COMISSION FOR THERMAL PHYSIOLOGY OF THE
INTERNETIONAL UNION OF PHYSILOGICAL SCIENCES, 2001). A regulagdo da temperatura
corporal estd sob o controle de uma hierarquia de estruturas neurais as quais sdo
responsaveis por integrar as informacdes térmicas aferentes e centrais, antes de estimular a
ativacao de respostas fisiologicas e comportamentais apropriadas. Embora a estimulagao de
areas do tronco cerebral e da medula espinhal possa evocar mecanismos termoregulatorios
especificos, estudos realizados in vivo demonstraram que a area pré-optica do hipotalamo
anterior (APO/HA) desempenha importante papel na regulagdo precisa da temperatura
corporal (revisado por GRIFFIN, 2004).

Estudos eletrofisioldgicos realizados na APO/HA, demonstraram que a maioria dos
neurdnios localizados nesta area sdo considerados insensiveis a variagcdes de temperatura,
ou seja, o aquecimento e o resfriamento da area nao alteraram a freqiiéncia de disparos

desses neurdnios. Contudo, aproximadamente 30% sao classificados como sensiveis ao
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calor, uma vez que sua freqiiéncia de disparos aumenta durante o aquecimento e diminui
durante o resfriamento da APO/HA. Existe ainda uma pequena propor¢dao de neurdnios
denominados de sensiveis ao frio, os quais aumentam a freqiiéncia de disparos durante o
resfriamento e diminuem durante o aquecimento da APO/HA (BOULANT, 1998; 2000).
Fisiologicamente, a freqiiéncia de disparo dos neurdnios termosensiveis,
localizados na APO/HA, ¢ afetada tanto por variagdes da temperatura sanguinea adjacente,
como por influéncia de conexdes diretas com termoreceptores distribuidos na pele e nos
musculos (DINARELLO et al., 1988). Assim, em resposta a variagcdes de temperatura, os
neuronios hipotaldmicos iniciam respostas termoregulatorias apropriadas (retengao,
producao ou perda de calor), com o objetivo de manter a temperatura interna constante.
Boulant (2000) por meio de estudos de estimulagdo térmica, demonstrou que o
resfriamento da area pré-optica promove o aumento da temperatura corporal, inicialmente
por evocar respostas de retencdo de calor, as quais incluem vasoconstrigdo cutanea,
piloerecdo e alteragdes comportamentais de conservagao de calor. Em seguida, ocorrem
respostas de producdo de calor, tais como termogénese provocada por tremores (shivering),
termogénese desencadeada pelo aumento da atividade metabolica do tecido adiposo
marrom (non-shivering) e termogénese quimica, decorrente da elevacdo dos niveis de
hormodnios metabolicos, tais como tiroxina (Ty4), catecolaminas e glicocorticoides. Por outro
lado, o aquecimento da APO/HA promove vasodilatagdo cutdnea, sudorese, e varias

respostas comportamentais que favorecem a perda de calor.

A fina regulacdo da temperatura corporal observada nos animais homeotérmicos
pode ser explicada por uma teoria baseada na existéncia de um mecanismo similar a um

termostato, denominado de ponto de regulagdo térmica. O ponto de regulacdo térmica ¢
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definido como “o valor de uma varidvel, que um organismo saudavel busca estabelecer pelo
processo de regulagdo” (THE COMISSION FOR THERMAL PHYSIOLOGY OF THE
INTERNETIONAL UNION OF PHYSILOGICAL SCIENCES, 2001). Esse valor ¢ encontrado por
meio da integragdo de informagdes térmicas centrais e aferentes pelos neurdnios
hipotalamicos (BOULANT, 1998).

De acordo com o conceito de ponto de regulagem, a febre ¢ definida como elevacao
controlada da temperatura interna de um organismo para niveis acima dos normais em
decorréncia da elevagdo do ponto de termoregulagem hipotalamico Os mecanismos
envolvidos nesse aumento do ponto de regulagem consistem de alteragdes na freqii€ncia de
disparos dos neurdnios termoregulatérios do hipotalamo anterior, provocadas por
substancias, que sdo os mediadores da resposta febril, denominadas de pirogénios (THE
COMISSION FOR THERMAL PHYSIOLOGY OF THE INTERNETIONAL UNION OF PHYSILOGICAL
SCIENCES, 2001).

E importante ressaltar que febre ¢ um processo distinto de hipertermia. Nesta, o
ponto de regulagem hipotaldmico ndo ¢ alterado e o aumento de temperatura corporal
observado ¢ decorrente do comprometimento dos mecanismos de dissipagao de calor ou de
situacdes em que a dissipacao ndo € suficiente para a manutengdo da temperatura em niveis
normais, devido a uma producdo excessiva de calor ou a temperaturas externas muito
elevadas (DINARELLO et al., 1988; BLATTEIS, 2006, in press). Uma -caracteristica,
temoregulatoria comportamental que diferencia as duas situacdes ¢ que pessoas em estado
febril preferem ambientes quentes, facilitando a conservacao de calor; enquanto pessoas

com hipertermia preferem ambientes frios, a fim de perder calor (BLATTEIS, 2006, in

press).
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1.2 - Mediadores da resposta febril.

No cérebro, a resposta febril resulta de uma complexa interagdo, entre citocinas,
prostandides, neuropeptideos e neurotransmissores. Além disso, a febre depende do
equilibrio entre a liberacdo e a atividade de mediadores pirogénicos e de mediadores que

controlam a resposta febril, os denominados criogénios.

As substancias que induzem febre sdo designadas de pirogénios. Eles podem ser
divididos em exdgenos e endogenos. Em geral, a maioria dos pirogénios exogenos €
oriunda de produtos gerados por microorganismos como virus, bactérias, fungos e
parasitas (ZEISBERGER, 1999). Os pirogénios endogenos compreendem as proteinas
termosensiveis e os mediadores lipidicos. Sua produgdo ¢ geralmente estimulada pelos
pirogénios exogenos, mas também por lesdes, traumas e estresse.

Em 1948, BEESON apresentou a primeira evidéncia de que os pirogénios exdgenos
atuam por meio da producao e/ou liberagdo de pirogénios endogenos pelas células do
hospedeiro. Estes, por sua vez, seriam os responsaveis pela ativagdo dos centros cerebrais,
0s quais controlam a temperatura, promovendo elevagdo da temperatura corporal (ATKINS,
1960). Atualmente, entretanto, a acdo direta de pirogénios exdgenos nao pode ser
descartada (DINARELLO, 2004).

Entre os principais pirogénios enddgenos estdo as citocinas e quimiocinas,

prostaglandinas, fator liberador de corticotropina (CRF) e endotelina.

1.2.1 - Citocinas e quimiocinas.

As citocinas compreendem uma grande familia de polipeptideos que incluem as
interleucinas, quimiocinas, fator de estimulagao de crescimento, fator de necrose tumoral e

interferons (ROTHWELL, 1991).
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Segundo Thomson (1991) as citocinas podem ser definidas como “proteinas
regulatorias secretadas pelas células brancas do sangue e por uma variedade de outras
células no corpo; as acdes das citocinas incluem numerosos efeitos nas células do sistema
imune e modulagdo das respostas inflamatorias” (TURNBULL & RIVIER, 1999).

E bem demonstrado que varios tipos celulares, incluindo macrofagos, células
endoteliais, linfocitos e astrocitos, produzem citocinas com atividade pirogénica. Dentre
elas, IL-1, IL-6 e TNF-a sdo consideradas as principais citocinas envolvidas na resposta
febril.

A IL-1 constitui uma familia de trés polipeptideos relacionados e codificados por
genes distintos: IL-1a, IL-1p e o antagonista de receptores de IL-1, IL-1ra (DINARELLO,
1994). Os membros pertencentes a esta familia sdo provavelmente as citocinas mais
extensivamente investigadas (CONTI et al, 2004). Estudos demonstraram que tanto a IL-1a
como a IL-1B induzem febre quando administradas por via intravenosa (i.v.) ou
intracerebroventricular (i.c.v.) em coelhos e ratos. Todavia, demonstrou-se que a febre
induzida pela injecao i.v. ou i.c.v. de IL-13 é muito mais intensa que aquela induzida pela IL-
la, em diversas espécies (DASCOMBE et al., 1989; MORIMOTO et al., 1989; DAVIDSON et al.,
1990; ROTHWELL et al., 1990b; ZAMPRONIO et al., 1994a). Adicionalmente, a administragao
1.v. de soro anti-IL-1[, bem como a administragdo intraperitoneal (i.p.) ou i.c.v. de IL-Ira
inibe a febre induzida por endotoxina em ratos (LONG et al., 1990; SMITH & KLUGER , 1992;
LUHESHI & ROTHWELL, 1996).

Juntamente com a IL-1B, a IL-6 ¢ considerada um importante pirogénio endogeno
(XIN & BLATTEIS, 1992). Em 2000, ZAMPRONIO e colaboradores detectaram concentragdes

elevadas de IL-6 no plasma, fluido cerebroespinhal e perfusatos hipotalamico, durante a febre
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induzida por endotoxina, em ratos e cobaias. Adicionalmente, Souza e colaboradores (2002),
demonstraram que a infusdo central de IL-6, em uma dose correspondente as concentragdes
detectadas no hipotalamo de ratos, induz febre nesses animais. Outro estudo realizado por
Miller et al. (1997), demonstrou que a injegdo de LPS na bolha de ar subcutanea em ratos
promove aumento na concentracdo de IL-6 bioativa no plasma e também aumento na
temperatura corporal o qual é abolido pelo pré-tratamento com soro anti-IL-6 (CARTMELL et
al., 2000).

Outra substidncia também classificada como pirogénio enddgeno, liberada por
macrdofagos em resposta a endotoxina, € o fator de necrose tumoral (TNF). Todavia, o papel
do TNF na resposta febril ainda € controverso, visto que dados da literatura demonstraram
tanto efeitos pirogénicos como antipiréticos apresentados por esta citocina. O TNF-a,
quando administrado por via periférica ou central, induz resposta febril em coelhos
(DINARELLO et al., 1986), ratos (KETTELHUT E GOLDBERG, 1988; ZAMPRONIO et al., 2000a)
¢ humanos (MICHIE et al., 1988). Contudo, Klir e colaboradores (1995) demonstraram que o
tratamento de ratos com uma dose nao pirogénica de TNF, promove redugdo da resposta
febril em resposta ao LPS; enquanto o tratamento com receptor soluvel de TNF exacerba a
febre induzida pelo LPS, evidenciando desta forma, a agdo antipirética do TNF (revisado

por CONTI et al, 2004).

Ao lado das citocinas, que também excercem atividade quimiotatica, a quantidade
de substancias quimicas definidas como quimioatraentes para leucocitos aumentou
significativamente, principalmente com a descoberta das quimiocinas (OPPENHEIM et al.,
1991; HORUK, 1994). Algumas substancias desta classe apresentam atividade pirogénica,

como por exemplo, a quimiocina RANTES e MIP-1 a e MIP-13. A quimiocina RANTES
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(quimiocina regulada sob ativagdo, expressa e secretada por linfocitos T normais ou
“regulated upon activation normal T-cell expressed and secreted”’) induz resposta febril em
ratos que foi neutralizada por anticorpo anti-RANTES e abolida pelo pré-tratamento de
animais com ibuprofeno, sugerindo o envolvimento de prostaglandinas (PGs) no efeito
pirogénico desta quimiocina (TAVARES E MINANO, 2000). Além disso, estudo de nosso
laboratorio demonstrou que a RANTES participa da febre induzida pelo LPS, visto que a
injecdo i.v. de met-RANTES (antagonista de receptores CCR1 e CCRS para quimiocinas)

reduziu a febre induzida por este estimulo (MACHADO et al., em andlise).

Outra quimiocina que apresenta atividade pirogénica ¢ a proteina inflamatoria
derivada de macrofagos, MIP-1. MIP-1a. e MIP-1[ produzem febre dose-dependente em
concentragdes fentomolar, através de sua acdo direta na APO/HA. Diferentemente das
respostas febris induzidas por IL-1, IL-6, TNF, IFN ou IL-11 (DINARELLO et al., 1988;
DINARELLO et al., 1991; LOPEZ-VALPUESTA & MYERS, 1994), aquela induzida por MIP-1
em coelhos e ratos ndo ¢ reduzida, quando os animais s3o tratados com inibidores da
ciclooxigenase, sugerindo que esta proteina possa induzir febre por mecanismos que

independem da sintese de prostaglandinas (DAVATELIS et al., 1989; MINANO et al., 1990).

1.2.2 — Prostaglandinas (PGs).

As prostaglandinas sdo moléculas de origem lipidica, derivadas do metabolismo do
acido araquidonico, o qual ¢ formado a partir da clivagem de fosfolipideos de membrana
pela acdo das fosfolipases, principalmente da fosfolipase A,. A conversdo do dacido

araquidonico em endoperoxidos ciclicos (PGG, e PGH,) ocorre pela a¢do das enzimas
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ciclooxigenases (COX). Esta enzima existe em duas isoformas, referidas como COX-1 e
COX-2. A COX-1 ¢ constitutivamente expressa em muitos tipos celulares, podendo ser
induzida em processos patologicos (CROFFORD et al., 1994; HWANG et al., 1998; SANO et
al., 1995). Ja a COX-2 nao ¢ expressa em condicdes fisiologicas, exceto nos rins, estdmago
e sistema nervoso central (KHAN et al., 2002). Contudo, a expressao da COX-2 pode ser
induzida em fibroblastos, macrofagos, células endoteliais e em outros tipos celulares, por
estimulos fisiologicos e inflamatorios (KUJUBU et al., 1991; ELMQUIST et al., 1997;
PARENTE & PERRETI, 2003). Entretanto, em alguns tecidos como no encéfalo de mamiferos,
as duas isoformas estdo presentes constitutivamente (‘O NEILL & FORD-HUTCHINSON,
1993; BREDER et al., 1995). Baseado na expressao destas isoformas postula-se que as PGs
derivadas da COX-1 estejam envolvidas nas fungdes celulares de manutengdo da
homeostasia e protecao celular (VANE, 2000), enquanto que a atividade da COX-2 seja
responsavel pelo aumento da producdo de PGs, durante a inflamagdo e injuria tecidual

(ELMQUIST et al., 1997).

Mais recentemente foi descrita uma variante da isoforma COX-1, denominada
COX-3. Em caes, o RNA mensageiro (mRNA) para a COX-3 ¢ expresso no cortex e no
coragao (CHANDRASEKHARAN et al., 2002). Entretanto, a participagdo desta isoforma de
COX em processos fisiologicos e patologicos ainda ndo foi demonstrada, sendo que até
mesmo a existéncia de uma COX-3 cataliticamente ativa tem sido questionada (DINCHUK
et al., 2003).

Desde 1971 tém sido proposto que as PGs sdo mediadores centrais da resposta febril
e que drogas antipiréticas (tal como a indometacina), reduziriam a febre por meio do

bloqueio de sua sintese (MILTON & WENDLANT, 1971). Estudos realizados por Feldeberg e
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Saxena (1971) e Stitt (1973) mostram que microinje¢cdes de PGs na APO/HA foram
capazes de induzir febre em ratos e coelhos. Corroborando esses dados, demonstrou-se que
durante a resposta febril induzida por diferentes estimulos, ocorre aumento nas
concentracdes de PGs no sistema nervoso central (SNC), em diferentes espécies animais
(COCEANI et al., 1988, 1995; SIRKO et al., 1989; FRAIFELD & KAPLANSKI, 1998). Foi
demonstrado que camundongos nocautes para receptor EP; de prostaglandina ou a
prostaglandina E sintase-1 microssomal (mPGES-1) ndo desenvolvem febre em resposta a
injecao periférica de LPS e IL-1p (USHIKUBI et al., 1998; ENGBLOM et al., 2003).

Dentre as PGs, a PGE,, ¢ considerada o principal eicosandide envolvido na
resposta febril (MILTON & WENDLANDT, 1971, COCEANI et al., 1988; BLATTEIS E SEHIC,
1997; ENGBLOM et al., 2002), embora outros derivados ciclooxigenados do 4acido
araquidonico, particularmente a PGF,,, também possam induzir febre e termogénese em
animais experimentais (COELHO et al., 1995; Souza et al., 2002) e seu nivel, encontra-se
elevado no fluido cerebroespinhal de ratos durante a febre induzida por pirogénios
exogenos ou endogenos (COELHO et al., 1995; FABRICIO et al., 2005).

Diversas evidéncias demonstram que as PGs envolvidas na febre sdo produzidas
pela COX-2, pois inibidores seletivos para essa isoforma abolem respostas febris
induzidas por LPS, IL-1B, IL-6 e TNF-a (FUTAKI et al, 1993; CAO et al., 1997; 1998;
STEINER et al., 2001; ROTH et al., 2002). Corroborando esses achados demonstrou-se que
febres produzidas pela inje¢do de LPS, IL-1 e IL-6 sdo bloqueadas em animais deficientes
para COX-2, porém nao para a COX-1 (L1 et al., 1999a, 2001, 2003). Adicionalmente, em
ratos, a sintese de COX-2 pode ser induzida no SNC, tanto por pirogénios exogenos,

quanto endogenos (CAO et al., 1995, 1996; INOUE et al., 2002; SOuUZA et al., 2002).
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Entretanto, existem estudos que contrariam o papel crucial das PGs como
mediadores centrais da resposta febril, uma vez que, apos inje¢do i.c.v. de rmMIP-1 ,
camundongos nocautes para COX-1 e COX-2 apresentaram febre semelhantemente a
camundongos selvagens (LI et al., 2003). Sabe-se que além do MIP-1a e B (MINANO et al.,
1990; 1996), a febre induzida pela IL-8 (ZAMPRONIO et al., 1994b), pelo PFPF (ZAMPRONIO
et al., 2000; VEIGA-SOUZA et al., em andlise) ¢ pela endotelina-1 (FABRICIO et al., 1998;

2005b) também independem de PGs.

Com excecdo dos estimulos independentes de PGs, considera-se que os pirogénios
exdgenos estimulem a sintese de pirogénios enddgenos, os quais estimulam a producao de
PGE, no SNC, que seria responsavel por elevar o ponto de regulagem hipotalamico,
conseqilientemente desencadeando a febre (revisado por KLUGER, 1991; FRAIFELD &

KAPLANSKI, 1998).

Ranels e Griffin (2003) demonstraram que a PGE, promove aumento e reducao na
freqliéncia de disparos de neuronios hipotaldmicos insensiveis a temperatura e sensiveis ao
calor, respectivamente. Em estudo posterior, estes autores sugeriram que iSSO ocorre por
meio da acdo direta da PGE, sobre a atividade de correntes i0nicas voltagem-dependente, as
quais sdo responsaveis por regular a excitabilidade e ritmicidade da freqiiéncia de disparo

dos neurdnios hipotalamicos (RANELS & GRIFFIN, 2005).

1.2.3 — Fator liberador de corticotropina (CRF).

Além das PGs, o CRF também parece estar envolvido na mediacdo da resposta
febril (ROTHWELL, 1989; 1990a). O CRF ¢ um peptideo composto de 41 aminoacidos,

sintetizado nas células parvocelulares do nucleo paraventricular hipotaldmico (NPV). Ele



22

exerce seus efeitos por meio da ativagao de dois subtipos de receptores, CRF; ¢ CRF,. A
administra¢do i.c.v. de CRF, em ratos, aumenta a atividade simpatica (BROWN et al.,
1982), estimula a atividade termogénica do tecido adiposo marrom (LEFEUVRE et al.,
1987) e eleva a temperatura corporal (DIAMANT & DE WIED, 1991), sugerindo a

participacao deste fator na inducao da termogénese nesta espécie.

O CRF também medeia ac¢des centrais de citocinas (ROTHWELL, 1989; 1990a).
Tem sido proposto que o CRF atue no SNC como um dos mediadores da febre induzida
pela inje¢do central da IL-1f, IL-6, IL-8 e PGF,o (ROTHWELL, 1989; ROTHWELL et al.,
1991; STRUBOS et al., 1992), pois inje¢des de anticorpos anti-CRF ou do antagonista nao
seletivo de receptores de CRF, a-helical CRFq.4;, atenuaram significativamente essas
respostas. Por outro lado, as respostas febris induzidas por IL-la ¢ TNF-a ndo sao
alteradas pelo tratamento dos animais com este antagonista (ROTHWELI, 1989). Além
disso, Zampronio e colaboradores (2000a) demonstraram que o antagonista ndo seletivo
para receptores de CRF abole o aumento de temperatura induzido pela inje¢do central de
PFPF (fator pirogénico pré-formado) e que este fator induz, in vitro, a liberagdo de CRF a

partir de explantes hipotalamicos de ratos.

Fabricio e colaboradores (2006) evidenciaram a participagdo do CRF na febre
induzida pela endotelina, uma vez que o tratamento com antagonista ndo seletivo para
receptores ETA e ETp para endotelina (bosentan), bem como com antagonista seletivo de

receptor ETg (BQ — 788), reduzem a febre induzida pela injecdo i.c.v. de CRF.

A atividade pirogénica do CRF ndo ¢ inibida por farmacos bloqueadores de COX

(STRUBOS et al., 1992; ZAMPRONIO et al., 2000a), sugerindo que possam existir
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mecanismos de inducdo de febre independentes da participagdo de PGs, porém

dependentes da liberagdo de CRF.

1.2.4 — Endotelina (ET).

A endotelina ¢ um potente peptideo vasoconstritor, secretado principalmente por
células endoteliais (YANAGISAWA et al., 1988). Este peptideo exerce seus efeitos
bioldgicos basicamente por atuar em dois tipos de receptores acoplados a proteina G, ETa
e ETg. As ETs sao formadas a partir de diferentes pré-endotelinas, as quais sao clivadas
por endopeptidases, em propeptideos denominados de big-ETs, as quais sdo convertidas a
peptideos maduros por agdo da enzima conversora de endotelina (ECE) (HAYNES &

WEBB, 1993).

Em 1998, Fabricio e colaboradores demonstraram que a administragdo i.c.v. de ET-
I, em ratos, induziu aumento significativo da temperatura retal. Efeito este totalmente
prevenido pelo bloqueio seletivo de receptores ETg com BQ-788, porém nao alterado pelo
BQ-123, um antagonista seletivo de receptores ET4. Também demonstraram que a resposta
febril induzida pela administragdo intravenosa de LPS, em ratos, foi substancialmente
reduzida pela inje¢do i.c.v. de BQ-788, pela injecdo intravenosa de bosentan, um
antagonista ndo seletivo de receptores ET, ¢ ETg, porém nao foi alterada pela injecao i.c.v.
de BQ-123. Entdo a partir desses dados, os autores, sugeriram que as ETs, via ativacao
central de receptores ETg, participam, juntamente com outros mediadores, da resposta
febril induzida pelo LPS. Corroborando esses dados, em 2005 (b), estes mesmos autores

demonstraram que a inje¢do i.v. de LPS, em dose que causa febre de longa duragdo,
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promove aumento na produgdo de endotelina -1 e seu precursor imediato a big-endotelina
no CSF de ratos.

Avaliando a participacdo das PGs na resposta febril induzida pela endotelina-1,
Fabricio e colaboradores (2005a) utilizaram inibidores especificos da COX-2, celecoxibe e
lumiracoxibe. Estes farmacos reduziram os niveis de PGs no CSF induzido tanto pela
injecdo i.v. de LPS quanto pela injecdo i.c.v. de ET-1. Contudo, ndo foram capazes de inibir
a febre da ET-1, quando administrados nas doses que efetivamente reduziram os niveis de
PGs. A partir destes resultados, os autores sugeriram que os mecanismos envolvidos na
resposta febril induzida pela ET-1 sejam independentes da acdo das PGs.

Posteriormente, utilizando varios antagonistas de receptores especificos para
determinadas substancias, como IL-1ra (IL-1p), a-helical CRFq.4; (CRF); Bosentan, BQ-
123 ¢ BQ - 788 (endotelina) e em conjunto com dados obtidos em experimentos anteriores
(FABRICIO et al., 1998 e 2005a), estes autores propuseram que a ET-1 seja um mediador
intermedidrio na febre induzida pelo LPS, participando de um mecanismo que envolve a
liberacao de PFPF (fator pirogénico pré-formado), CRF, ET-1 (via receptores ETg), e por

ultimo a IL-1B (LPS — PFPF — CRF — E7-1 — IL -1 — Febre; FABRICIO et al., 2006a).

1.3 - Comunicac¢io entre a periferia e o sistema nervoso central.

Embora esteja bem estabelecido que a resposta febril € desencadeada e regulada no
sistema nervoso central (SNC), ainda € controverso o mecanismo pelo qual as citocinas
pirogénicas, uma vez produzidas perifericamente, consigam alcangar o tecido cerebral e
promover alteragdes no centro termorregulatorio hipotalamico. Os possiveis mecanismos

envolvidos na sinalizagdo da periferia para o SNC sdo:
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Transporte ativo: foi demonstrada a existéncia de transportadores especificos na
barreira hematoencefalica (BANKS & KASTING, 1991; BANKS et al., 1995);
Acesso ao cérebro através de areas desprovidas de barreira hematoencefalica,
areas estas denominadas coletivamente de 6rgdos circumventriculares, como o
organum vasculosum da lamina terminalis (OVLT), 6rgao subfornical, area
postrema, os quais permitem a entrada de citocinas da periferia para o encéfalo
(STITT, 1985; WATKINS et al., 1995a);

Alternativamente, foi proposto que as citocinas nao alcancem o SNC através dos
orgaos circunventriculares, mas sim ativem receptores especificos localizados em
células gliais perivasculares ou endoteliais presentes nestes 0rgaos, estimulando a
producdo de mediadores liberados diretamente no SNC (BLATTEIS, 1992;
MATSUMURA et al., 1998).

Interacdo com nervos periféricos: essa via envolve a transmissao da informagao
periférica até o SNC pela estimulacdo de nervos sensoriais periféricos. Nesse
sentido demonstrou-se que a vagotomia subdiafragmatica (sec¢do dos ramos
abdominais do nervo vago) inibe a febre induzida por estimulos administrados
por via intraperitoneal (i.p.) (WATKINS et al., 1995b; GOLDBACH et al., 1997;
WERNER et al., 2003). Sehic e Blatteis (1996), levantaram a hipotese de que sinais
derivados de células periféricas de defesa poderiam ser transmitidos via o nervo
vago até a medula, entdo os sinais seriam transportados através de um feixe
noradrenérgico ventral para a area pré-Optica, onde a noradrenalina liberada

induziria a sintese local de PGE, e, consequentemente, o inicio da febre.
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1.4 - Mecanismos de controle das respostas de defesa.

Como para a maioria dos sistemas regulados na biologia, a febre também esta sujeita
a um processo inibitorio endégeno e a mecanismos de retro-alimentacao negativa. Tem sido
identificada uma variedade de mecanismos inibitdrios especificos para citocinas, incluindo
proteinas ligantes circulantes, receptores soluveis e, no caso da IL-1, antagonista seletivo de
receptor, IL-1ra (LUHESHI & ROTHWELL, 1996). Existem ainda substancias que, ao contrario
dos pirogénios enddgenos, sdo capazes de limitar as elevagdes na temperatura corporal.
Assim, os chamados criogénios endogenos (CEs) tém como principal papel fisiologico evitar
que estas elevacdes cheguem a limites que possam comprometer as funcgdes vitais do
organismo. Entre eles estdo os glicocorticoides (COELHO et al., 1992), a arginina vasopressina
(AVP; revisado por KASTING, 1989), o hormonio estimulante de o-melanocitos (o-MSH;

MARTIN et al., 1991) e a IL-10 (LEDEBOER et al., 2002).

1.5 - Controle farmacolégico da resposta febril.

Embora a febre desempenhe importante papel na resposta de defesa do hospedeiro,
em algumas circunstancias a resposta febril pode ser prejudicial ao organismo, como, por
exemplo, em doencas auto-imunes controladas ou inativas como o lupus e artrite reumatoide,
uma vez que, ela aumenta a atividade dos componentes dos sistemas de defesa imune (celular
¢ humoral) ou ndo-imune. Nesse sentido, o0 homem vem tentando descobrir drogas capazes
de auxiliar no controle da resposta febril. Desde a descoberta dos efeitos antipiréticos da
aspirina pelo Reverendo Edward Stone no século XVIII na Inglaterra, véarias outras drogas
antipiréticas foram descobertas e/ou sintetizadas. Mas foi apenas em 1971, que Vane

relacionou o efeito das drogas antiinflamatdrias ndo esteroidais (NSAIDs) a inibicdo da
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sintese das PGs e Milton & Wedlandt propuseram que as substancias pirogénicas poderiam
induzir febre por meio da producdo de PGs especificas e que as drogas antipiréticas (tais
como a aspirina), reduziriam a febre por meio do bloqueio da sua sintese. Tém sido
desenvolvidas drogas com alta seletividade para COX-2, entre eles o Celecoxibe (PENNING et
al., 1997), e recentemente o Lumiracoxibe (BRUNE & HINS, 2004; ZELENAKAS et al., 2004),
que apresentam atividade antiinflamatdria e antipirética, com reduzida toxicidade gastrica.

Entretanto, os efeitos dos NSAIDS parecem envolver outros mecanismos que nao
apenas a inibicdo da COX. Entre estas evidéncias estdo as controvérsias em relacdo ao papel
das PGs na resposta febril (KLUGER, 1991) e a proposi¢ao de mecanismos de agdo adicionais,
como a inibi¢cdo da ativacdo do NFK-B pelo salicilato de sodio e aspirina (KOPP & GOSH,
1994), inibicao da ligacdo de um fator nuclear a regido promotora de TNF-a pelo salicilato
de sodio, aspirina, ibuprofeno e indometacina (AEBERHARD et al., 1995).

O paracetamol ou acetaminofeno ¢ o derivado acetilado do 4cido p-aminofenol,
sendo o analgésico mais popular na maioria dos paises do mundo (THOMAS, 1993).
Embora possa causar danos hepaticos em doses altas, sua grande utilizagdo foi motivada
por apresentar vantagens em relagdo a aspirina, uma vez que, em doses terapéuticas, €
desprovido de efeitos gastrintestinais, ndo altera as fun¢des plaquetarias, ndo causa crises
de asma bronquica e ndo estd associado a sindrome de Reye em criancas. Esta droga
antipirética apresenta fraca atividade antiinflamatoria, caracteristica esta que tem sido
atribuida a sua capacidade reduzida de inibir a ciclooxigenase (ABRAMSON & WEISSMANN,
1989). O paracetamol parece inibir esta enzima somente em meio pobre em peroxidos, por
exemplo, no hipotdlamo, o que poderia explicar em parte sua baixa atividade

antiinflamatdria em tecidos periféricos, uma vez que locais inflamados geralmente contém
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concentragdes aumentadas de peroxidos gerados por leucotrienos (MARSHALL, et al.,
1987). Em estudo desenvolvido por Landolfi et al. (1998), evidenciou-se que, em células
T98G de astrdcitos humanos, o paracetamol inibe a sintese de PGE, induzida por IL-1p,
porém sem afetar a atividade da enzima COX-2. Este resultado sustenta a proposta de
Mitchell et al., (1993) o qual classifica o paracetamol como fraco inibidor da enzima
ciclooxigenase. Por outro lado, Kis e colaboradores (2005), demonstraram que o
paracetamol inibe efetivamente a sintese de protaglandina E; (PGE;) em células do
endotélio cerebral, e que este efeito ¢ decorrente da inibi¢do da COX-2 e ndo da COX-1 e
COX-3. Ainda neste estudo, os autores verificaram que o paracetamol ndo altera a
expressao de nenhuma das isoformas das COX no tecido do endotélio cerebral.

Embora o paracetamol seja um dos mais eficientes analgésicos/antipiréticos, os
dados existentes sobre seu mecanismo de acdo antipirética sdo pouco conclusivos,
principalmente aquele relacionado a inibicao da sintese de PGs. Até o presente momento,
nao hd evidéncias da participagdo da COX-3 na resposta febril para que possamos

relacionar sua atividade antipirética a inibi¢do da COX-3.

A dipirona ¢ um derivado pirazolonico amplamente utilizado em varios paises
devido a sua eficacia como antipirético e antidlgico. No entanto, esta droga € praticamente
desprovida de efeito antiinflamatério, possui baixa atividade antiedematogénica
(LORENZETTI & FERREIRA, 1985) e ¢ um fraco inibidor, reversivel e competitivo, da
ciclooxigenase (LUTHY et al., 1983; ELDOR et al., 1984).

Em estudo realizado por Souza e colaboradores (2002), verificou-se que a dipirona
ndo inibe a atividade da COX-1 ou da COX-2 em células COS-7 tranfectadas com estas

isoformas e reduz a resposta febril induzida pela inje¢do central de PGF,,. Ainda neste
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estudo, demonstrou-se que, enquanto a indometacina inibe a febre induzida por acido
araquidonico (AA), substrato da COX-1 constitutiva, bem como aquela decorrente da
inducdo de COX-2 (injegdo central de AA em animais pré-tratados com IL-1f3,
administrados em doses que ndo induziram febre quando administradas separadamente), a
dipirona ndo altera estas respostas. Em conjunto, estes resultados sugerem que o efeito
antipirético da dipirona ndo estd relacionado a inibigdo da COX-1 ou COX-2.
Adicionalmente, foi demonstrado que a dipirona além de inibir a febre induzida por
mediadores pirogénicos que promovem resposta dependente da agdo do CRF, inibe também
a liberacao deste fator de explantes hipotalamicos. E por essa razdo, tem sido proposto que

um dos mecanismos antipiréticos exercidos pela dipirona possa estar relacionado a inibigao

da sintese e/ou liberagdo do CRF (Souza et al., 2002).

1.6 - Modelos experimentais de febre.

Em modelos experimentais, varias substancias exdgenas de diferentes origens sdo
utilizadas na tentativa de mimetizar infec¢des em estudos de febre.

O lipopolissacarideo (LPS), principal componente da parede celular de bactérias
Gram-negativas, tem sido amplamente empregado como pirogénio exdgeno em muitos
estudos experimentais e isto se deve ao interesse clinico nas respostas fisiopatologicas
envolvidas em infec¢des causadas por bactérias Gram-negativas. Embora a incidéncia de
infecgdes causada por bactérias Gram-positivas tem aumentado consideravelmente na
ultima década (BONE, 1994) pouco se sabe sobre a patogénese envolvida nas infec¢des

induzidas por estas bactérias.
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A parede celular de bactérias Gram-positivas contem acido lipoteicoico (LTA) e
peptidoglicano, os quais ativam leucécitos, estimulam a geragdo de citocinas pro-
inflamatdrias, e conseqiientemente causam resposta inflamatoria sist€émica moderada.
Ambos constituintes da parede celular de bactérias Gram-positivas bem como as toxinas
liberadas por estes microorganismos podem estar envolvidas na patogénese destas infecgoes.
Além disso, toxinas e componentes da parede celular podem agir sinergicamente; evidéncias
sugerem que as toxinas podem acelerar os efeitos dos produtos da parede celular (BHAKDI et
al., 1991).

Dentre as bactérias Gram-positivas, Staphylococcus aureus, ¢ um dos patégenos mais
importantes em causar infecgdes nosocomiais e sepse em humanos. E considerado também
como o maior contribuinte para doengas como a osteomelite, endocardite invasiva e artrite
séptica (BANNAN et al., 1999).

Estudos tém demonstrado que bactérias Gram-positivas também sdo capazes de
induzir resposta febril. Modelos experimentais de febre induzidos por pirogénios
provenientes dessas bactérias, como o muramil-dipeptideo (MDP) e parede celular de S.
aureus, sao semelhantes aqueles induzido pelo LPS (GOESLT & LABURN, 1991; CARTMELL et
al., 2002).

Ha varios estudos demonstrando que o MDP, componente da parede celular de
bactérias Gram-positivas (peptidoglicano), apresenta atividade pirogénica quando injetado
intracerebroventricularmente (i.c.v.) em coelhos (RIVEAU et al., 1980, 1986; SHOHAM et al.,
1987), via intramuscular em cobaias (KAMERMAN & FULLER, 2000) e intravenosamente em

ratos (FERREIRA et al., 2001).
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Segundo Luker et al., (2000), a injecdo intraperitoneal de parede celular de S. aureus
induz resposta febril em ratos que ¢ acompanhada de “sickness behaviour”, uma resposta
comportamental caracteristica de processos infecciosos.

Cartmell e colaboradores (2004), demonstraram que a injecdo de microorganismos
mortos - parede celular de S. aureus - na bolha de ar subcutanea em ratos foi capaz de
induzir aumento significativo na temperatura corporal dos animais. Adicionalmente,
Mphahlele et al., (2004) observaram que a infusdo cronica de parede celular de S. aureus em
cabras promove aumento sustentado na temperatura corporal desses animais.

Demonstrou-se também que as toxinas produzidas pelo S. aureus, como por exemplo,
as enterotoxinas (staphylococcal enterotoxins A e B) SEA e SEB sao capazes de induzir febre
quando administrados intravenosamente em gatos (CLARK & PAGE, 1968) e coelhos
(GREISMAN et al., 1966; HUANG et. al., 1997, 2001) .

Contudo, experimentos realizados com produtos/componentes bacterianos, como por
exemplo, toxinas, LPS (Gram-negativo), muramil-dipeptideo (Gram-positivo), parede celular
de bactéria Gram-positiva, podem nao estar refletindo a situagdo clinica adequadamente.
Varias questdes tém sido apontadas acerca desse assunto. Uma delas € que estas substancias
sdo injetadas em grande quantidade, portanto, sendo de pouca relevancia fisiologica, uma
vez que durante uma infec¢do além de existir um foco inflamatorio, as bactérias liberam
seus produtos gradativamente e em quantidades menores do que aquelas utilizadas nos
estudos de resposta febril (CAMPISI et. al., 2003).

Além disso, a injecdo de grande quantidade de produtos bacterianos induz
producao e liberagdo de uma ampla variedade de mediadores e, conseqiientemente, o
excesso de mediadores liberado poderia mascarar as citocinas realmente importantes para

a inducdo desta resposta (JOHNSON et. al., 2003).
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Diante desses fatos, fica evidente que os modelos de inducao de resposta febril nao
sdo capazes de reproduzir situacao real de infec¢ao da qual a febre participa. Uma vez que
nao ¢ capaz de reproduzir esta resposta, fica claro que a compreensdo da caracteristica
bem como da importancia ou nao da febre nestes quadros também fica prejudicada.

Baseado nos fatos acima citados ¢ levando-se em consideracdo a falta de dados
relacionados a febre induzida por bactérias Gram-positivas, a hipotese do nosso estudo €
que a inje¢do intraperitoneal de S. aureus induz febre em ratos e que esta resposta ¢

modificada pelo tratamento com drogas que apresentam atividade antipirética.
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2 OBJETIVOS

Padronizar no laboratério o modelo de resposta febril induzida pela injeg¢ao

intraperitoneal (i.p.) de Staphylococcus aureus (ATCC 25923) em ratos, e avaliar o

efeito de drogas que apresentam atividade antipirética sobre a resposta febril induzida

por esta bactéria.

2.1 - Objetivos especificos

D)

2)

3)

4)

5)

Padronizar a dose de S. aureus (ATCC 25923) capaz de induzir febre e verificar se

esta altera a sobrevida dos animais;

Estabelecer relagdo entre o aumento de temperatura corporal induzido pela injegao
1.p. de S. aureus e a quantidade de bactérias presentes no foco infeccioso e no

sangue;

Verificar se o aumento de temperatura produzido pela administra¢do i.p. de S.
aureus ¢ acompanhado pela ativagao de mecanismos termoefetores caracteristicos

de resposta febril;

Verificar o efeito do celecoxibe (inibidor seletivo de COX-2), dexametasona
(antiinflamatério esteroidal), paracetamol e dipirona, sobre a febre nos animais

submetidos a inje¢do i.p. de S. aureus;,

Verificar o efeito de antagonistas de receptores para endotelina (seletivo de
receptores ET,, BQ-123; e antagonista de receptores ETg, BQ-788) e IL1- ra
(antagonista natural do receptor da IL-1) na resposta febril induzida pela inje¢cdo de

S. aureus.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 — Animais.

Foram utilizados ratos Wistar (Ratus novergicus) machos, pesando entre 180 a 200
g, provenientes do Biotério Central do Campus da Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo
Preto. Estes animais foram mantidos a temperatura de 24°C e luminosidade (ciclo
claro/escuro de 12 h) com livre acesso a agua e a ragdo. Os experimentos foram realizados
de acordo com as normas do Comité de Etica da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto

(n° 134/2005).

3.2 — Esterilizagao.

Os materiais utilizados nos experimentos foram autoclavados a 127°C por 30
minutos (material plastico e solugdes), esterilizados por calor seco a 180°C por duas horas

(material de vidro e metal) ou ainda por luz ultravioleta.

3.3 - Cultura de bactérias.

Primeiramente, por meio de cultivo e semeadura de uma amostra de suspensdo de
S.aureus (ATCC 25923), verificou-se a presenga de colonias puras. Apos a verificacdo da
pureza, com o intuito de aumentar a populacao de bactérias na cultura, transferiu-se 50 puL
desta suspensdo para um tubo de polipropileno e o volume completado para 45 mL de meio
de cultura liquido BHI (Brain and Heart Infusion). Por conseguinte, esta cultura foi

incubada a 37°C por aproximadamente 20 horas. Apds este periodo, o tubo contendo as
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bactérias foi centrifugado por 10 minutos a 3000 r.p.m em temperatura ambiente. O
sobrenadante foi descartado e o material ressuspenso em 45 mL de meio BHI. Novamente a
cultura foi incubada a 37°C por aproximadamente 20 horas.

ApOs repetir esse procedimento por quatro vezes, o tubo foi centrifugado por 10
minutos a 3000 r.p.m. O sobrenadante foi descartado e o sedimentado (bactérias)
ressuspenso em 10 mL de tampao salina-fosfato (PBS) e transferido para um tubo contendo
35 mL desta mesma solugdo. Esta suspensdo foi homogeneizada e dividida em aliquotas de

400 uL. A seguir, as aliquotas contendo as bactérias foram liofilizadas por meio de Hetovac

® mod. CT110.

3.4 - Determinacao do niumero de bactérias contidas nos tubos liofilizados.

O conteudo de um tubo de bactérias liofilizadas, foi ressuspenso em 600 pL de
salina estéril e transferido para um tubo de polipropileno contendo 45 mL deste mesmo
meio, o qual foi incubado por 20 horas a 37°C . Entdo, o tubo foi centrifugado por 10
minutos a 3000 rpm, o sobrenadante descartado e o sedimentado ressuspenso em 45mL de
tampao salina-fosfato (PBS). Este procedimento foi realizado duas vezes. As bactérias

foram ressuspensas em 10 mL de PBS (suspensao final).

Em seguida, realizou-se uma diluigdo seriada da suspensao final (1:100; 1:1000; 1:
10.000; 1:100.000; 1:1000.000; 1:10.000.000; 1:100.000.000) em PBS. Destas suspensoes,
10 uL foram semeadas em placas de Petri contendo meio sélido Agar Mueller Hinton
(Difco Laboratories) e incubadas por 20h a 37°C. Posteriormente, o nimero de unidades

formadoras de colonia (UFC) foi quantificado.
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Para cada experimento, uma aliquota liofilizada foi incubada em meio de cultura
BHI e mantida a 37°C durante 20h. Apds este periodo, o meio foi centrifugado e as
bactérias ressuspensas em 10 mL de PBS estéril. Desta forma, a partir desta suspensao
foram obtidas as doses utilizadas na padronizacdo do modelo de resposta febril induzida

pela injecdo intraperitoneal de S. aureus em ratos.

3.5 - Quantificacdo de bactérias no sangue e exsudato peritoneal.

A quantificacdo do nimero de bactérias no sangue e lavado peritoneal foi realizada
2; 6; 12 e 24 horas ap06s a injecao i.p. de S. aureus. Para a obtencdo das amostras de sangue
para o estudo da bacteremia, os animais foram submetidos a puncdo cardiaca e para a
quantificagdo do niimero de bactérias no exsudato, lavou-se a cavidade peritoneal com 10
mL de PBS estéril. O lavado peritoneal foi entdo diluido (1:100; 1:1000; 1: 10.000; 1:
100.000; 1:1000.000; 1: 10.000.000; 1: 100.000.000) em PBS estéril e 10 pL dessa solugao
semeada em placas de Petri contendo meio Agar Mueller Hinton (Difco Laboratories). O
sangue foi semeado sem dilui¢des. Todo o procedimento foi realizado sob condigdes
estéreis. Apds a semeadura, as placas foram incubadas por 18 h a 37 °C e o namero de
colonias contado. Os resultados foram expressos como Log de UFC/cavidade ou Log de

UFC/mL para o lavado peritoneal e sangue, respectivamente.

3.6 - Drogas e doses.

Foram utilizadas as seguintes drogas:
- Antagonista de receptores de IL-1 recombinante humano (IL-1ra - NIBSC, Hertfordshire,

UK): 9.1 pmol
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- BQ 788 (2,6 Dimethylpiperidene-carbonyl-y-methyl-Leu-N-[methoxycarbonyl|D-TRp-D-
NLe,, RBI- Sigma Chemical CO. St. Louis, MO -USA): 3,0 pmol,

- BQ 123 (lot. K 09038X-1, ET4 receptor antagonist, American Peptide Co., Sunnyvale,
CA, EUA): 3,0 pmol

- Celecoxibe (Celebra®, Pfizer, Sao Paulo, Brasil): 1,0; 2,5; 5,0 mg/ kg.

- Cloridrato de oxitetraciclina (Terramicina®, Pfizer, Sio Paulo, Brasil): 400 mg/kg

- Cloridrato de cetamina (Ketamina Agener® , Unido Quimica Farmacéutica Nacional S/A,
Brasil): 58 mg/kg

- Dexametasona (Decadronal®, Prodome Laboratorios, So Paulo, Brasil): 0,5 mg/kg.

- Dipirona (Metamizol so6dico, Hoechst Laboratorios, Sao Paulo, Brasil): 120 mg/kg
- Interleucina-1p recombinante de rato (rr-IL-1p - R & D Systems, Inc., Minneapolis, MN,

EUA): 180 fmol

- Paracetamol (Sigma Chem Co., St. Louis, EUA): 150 mg/kg.

- Staphylococcus aureus (ATCC 25923, gentilmente fornecido pela Prof®. Dr". Ana Lucia
Darini, Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirao Preto, Sdo Paulo): 103, 106, 109,
102, 10", 2x10" UFC/cavidade.

- Xilazina (Dopaser®, Laboratorios Calier S/A - Espanha): 20 mg/kg

3.7 - Via de administracao das drogas.

Via oral (v.0.): Celecoxibe e paracetamol foram administrados por esta via no
volume de 0,5 mL e 2 mL respectivamente, utilizando seringas de 3 ou 5 mL conectadas a

um tubo de polipropileno com 5 cm de comprimento.



38

Intraperitoneal (i.p.): S. aureus, solu¢ao salina, foram administradas por esta via
em um volume de 2 mL/cavidade, utilizando-se agulhas 20 x 0,55 mm e seringas de 5 mL.
A dipirona foi administrada por esta via no volume de 0,5 mL, utilizando-se agulhas 20 x
0,55 mm e seringas de 3 mL.

Subcutanea (s.c.): Dexametasona foi administrada subcutaneamente no volume de
0,2 mL, utilizando-se agulhas de 13 x 0,45 mm e seringas de 1 mL.

Intracerebroventricular (i.c.v.): as demais drogas foram administradas no ventriculo

lateral direito no volume de 3 pL por meio de uma agulha de microinje¢ao (30 G)
conectada a uma microsseringa Hamilton (25 pL) por um tubo de polipropileno P20,

sendo que a agulha excedeu a canula em 2,5 mm.

3.8 - Determinacido da temperatura retal e da temperatura da pele da cauda por

telemetria.

A temperatura retal dos animais foi medida por inser¢do de sonda (YSI, n° 402,
USA), conectada a um teletermometro (modelo 46 TUC, YSI, EUA), a 4,0 cm de
profundidade no reto dos animais, sem que os animais fossem retirados de suas respectivas
caixas. Os animais foram adaptados as condi¢des experimentais por meio da realizacao
deste procedimento (duas vezes) no dia anterior ao experimento, a fim de minimizar
variagdoes de temperatura induzidas por estresse decorrente do manuseio. Durante o
experimento a temperatura ambiente foi mantida a 28 + 1°C. No dia do experimento as
temperaturas basais foram determinadas por 3 medidas, a intervalos de 30 minutos.
Somente os animais com temperatura estavel e na faixa de 36,8 a 37,4°C (temperatura

basal) foram utilizados nos experimentos. Ap6s a administragdo do estimulo (S. aureus) e
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de salina estéril, as medidas de temperatura retal foram realizadas a cada 30 minutos

durante 6 horas.

A temperatura da pele 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 utilizacdo de uma fita adesiva de 2 a 3 cm de
largura envolta por uma fita isolante. O isolamento da referida extensdo da cauda nao
comprometeu os mecanismos de perda de calor, uma vez que os animais controle nao

apresentaram alterag@o da temperatura retal.

3.9 - Implante do transmissor de temperatura na cavidade peritoneal.

Os transmissores foram esterilizados pela imersdo por 24 horas em solucao de
glutaraldeido 2% (v/v). Anteriormente a cirurgia, os transmissores foram lavados com
solucdo salina estéril e deixados em repouso nesta solugdo por aproximadamente 30
minutos. Para o implante, primeiramente os animais foram anestesiados com cloridrato de
cetamina (58 mg/kg) e xilazina (20 mg/kg) via intraperitoneal. Em seguida, apds a
tricotomia e anti-sepsia da pele, realizou-se uma incisao de aproximadamente 2 cm na pele
e musculos abdominais. O transmissor foi entdo inserido na cavidade peritoneal.
Posteriormente, os musculos e a pele foram suturados separadamente e os animais
receberam inje¢do intramuscular de 400 mg/kg de cloridrato de oxitetraciclina. O periodo

de recuperagdo do estresse cirargico, antes da execu¢do do experimento foi de 7 dias.

3.10 - Determinacio da temperatura corporal por radiotelemetria.

No processo de leitura da temperatura corporal por radiotelemetria, transmissores

operados por bateria (mini-mitter) foram implantados intraabdominalmente conforme
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descrito anteriormente e acionados no dia anterior ao experimento. A freqiiéncia de saida
(Hz) do transmissor foi monitorada por uma antena montada em uma mesa receptora
situada embaixo da gaiola de cada animal e conectada a um processador periférico
(Dataquest Sistem LabPro versdo 3.1) conectado, por sua vez, a um computador pessoal.
As freqiiéncias foram amostradas a intervalos de 15 minutos e convertidas para graus
Celsius (°C) pelo processador. A temperatura corporal dos animais foi monitorada por um
periodo de 24 horas ap6s a injecao do estimulo, a qual foi realizada entre 11:00 — 12:00
horas. Os parametros de temperatura ambiente e temperatura basal foram os mesmos

daqueles descritos para a medida por telemetria (item 3.8).

3.11 - Cirurgia para implantacio de cinulas no ventriculo lateral.

Os ratos foram anestesiados com cloridrato de cetamina (58 mg/kg) e xilazina (20
mg/kg) via intraperitoneal. Apds tricotomia e assepsia da pele, as cabecas dos animais
foram imobilizadas em um aparelho estereotaxico (David-Kopf, modelo 900-USA).
Posteriormente, administrou-se, por via subcutanea, lidocaina a 3% com noradrenalina na
parte superior da cabeca que foi seguida de uma incisdo na pele, de aproximadamente 1
cm de diametro, para a exposi¢ao da calota craniana. Esse procedimento facilitou a
remogdo do periosteo e a implantacdo das canulas, inibindo o estimulo doloroso e
diminuindo o sangramento, por se tratar de um anestésico local associado a um
vasoconstritor.

As canulas esterilizadas, constituidas de um segmento de agulha hipodérmica BD-
7, com 10 mm de comprimento ¢ 0,7 mm de didmetro, foram conectadas por de meio de

uma canula guia, fixada ao estereotaxico. Assumindo-se o bregma como ponto de
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referéncia, os parametros estereotaxicos utilizados para a perfuragdo do cranio e posterior
implantag¢do da canula i.c.v. situam-se a -1,5 mm antero-posterior e -1,6 mm lateralmente
ao bregma, com uma inclinagao da barra incisal de -2,5 mm.

As canulas foram introduzidas no tecido cerebral com coordenada ventral 2,5 mm
abaixo da superficie craniana quando da implantagdo no ventriculo lateral. As coordenadas

utilizadas foram determinadas com base no Atlas de PAXINOS E WATSON (1986).

A fixagdo das canulas foi realizada por meio de uma protese de acrilico auto-
polimerizavel com o auxilio de dois parafusos rosqueados a calota craniana. No final da
cirurgia, os animais receberam injecdo intramuscular de 400 mg/kg de cloridrato de
oxitetraciclina. Os animais recém-operados foram mantidos em caixas acrilicas, sem
restricdo de dgua ou ragdo, em sala com temperatura controlada a 24°C, com ciclos dia-
noite (intervalos de 12 horas), por no minimo sete dias, para recuperagao pos-cirurgica.

Apo6s o término do experimento, os animais foram anestesiados com éter e 3 pL de
corante azul de Evans foram injetados no local correspondente a microinje¢do. Em seguida,
os animais foram decapitados e os encéfalos extraidos. Foi realizado um corte transversal
na regido correspondente a localizagdo da canula e o local da microinjecdo foi verificado
macroscopicamente. Os animais cujos ventriculos laterais ndo estavam corados tiveram

suas medidas de temperatura desconsideradas durante o calculo dos resultados.

3.12 - Analise estatistica.

Para calcular o indice de perda de calor, IPC, utilizou-se a seguinte formula: /PC =
(Tp — Ta) / (Tr — Ta). Onde Tp ¢ a temperatura da pele da cauda; Ta, temperatura ambiente;
Tr, temperatura retal. Os limites teéricos para o IPC sdo 0 (vasoconstrigdo maxima) e 1

(vasodilatagdo maxima) (ROMANOVSKY, et al, 2002).
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Primeiramente, os dados foram submetidos a andlise de varidncia Two-way
ANOVA. Nos experimentos em que se visualizou significativa interacdo entre tempo-
tratamento ou significativo efeito em um desses parametros a analise foi feita ponto a ponto
pela analise de varidncia One-way ANOVA seguido de teste de Tukey. Os resultados foram
expressos pela média + erro padrao da média (EPM). Em ambas analises, utilizou-se o nivel
de significancia do erro de 5% (P< 0,05). Para realizagdo da andlise estatistica usou-se o

programa Graph Pad Prism 3,0.
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4 RESULTADOS

4.1 - Efeito da injecdo intraperitoneal (i.p.) de diferentes doses de S. aureus sobre a

temperatura corporal de ratos.

Visando padronizar o modelo de resposta febril induzida pela injecdo i.p. de S.
aureus (ATCC 25923), os animais foram injetados com diferentes doses de bactéria (10° a
2 x 10" UFC/cavidade) onde a temperatura corporal dos animais foi monitorada durante
um periodo de 24 h apds a infeccdo. Assim, em todas as figuras apresentadas no presente
trabalho os dados referem-se a um periodo de observacao de 24h apds a indugdo de
infecg¢do, sendo o primeiro periodo diurno (0 — 6 hs), seguido por um noturno (6 — 18) e
outro diurno (18,5 — 24 hs).

Além da temperatura corporal, avaliou-se a sobrevida dos animais. E importante
ressaltar que este parametro foi avaliado durante 72 hs ap6s a indugdo da infecg¢ao, sendo
que houve 100% de sobrevida dos animais injetados com as diferentes doses de bactéria
em todo periodo observado.

A injecdo i.p. de salina (2 mL) e a dose 10° UFC/cavidade de S. aureus (2 mL, i.p.)
ndo alteraram significativamente a temperatura corporal dos ratos durante todo o periodo
observado. O S. aureus quando administrado nas doses de 103,109 UFC/cavidade induziu,
discreto, mas significativo aumento da temperatura corporal (Fig. 1.1a, b). Em vista disso,
doses maiores foram avaliadas. Verificou-se que a inje¢do intraperitoneal de 10'
UFC/cavidade promoveu aumento significativo na temperatura corporal dos animais,
evidenciado entre a 2,5 e 4,5 h, com pico na 3% h (38,13 +£ 0,18 °C; Fig. 1.2a). Da mesma
forma, a injecdo de 10" ¢ 2 x 10" UFC/cavidade alterou significativamente a temperatura

corporal dos ratos, evidenciado a partir da 2 h até a 7. h, com o primeiro pico de elevacao
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na 2,5% h, em que a temperatura corporal chegou a 38, 50 £ 0,13 °C; 38,55 £ 0,10 °C,
respectivamente, ¢ o segundo pico na 5h (38,55 + 0,12 °C; 38,16 £ 0,15 °C,
respectivamente) apos a inducdo de infeccdo (Fig 1.2a).Observou-se também que no
periodo de 18,5 — 24 horas, somente a dose de 10" UFC/cavidade promoveu aumento
significativo na temperatura corporal (37,56 + 0,02 °C), quando comparado ao grupo que
recebeu salina (Fig. 1.2b). Nas primeiras horas apds a inducdo da infec¢dao, ndo houve
diferenca estatistica entre o aumento de temperatura corporal induzido pelas doses de 10"
e 2 x 10" UFC/cavidade, ao passo que houve diferenca estatistica entre as doses de 10'* e
10" UFC/cavidade (2,5 — 5,5 h). Todavia, o aumento de temperatura corporal induzido
pela dose de 10" (UFC/cavidade) foi mais duradouro e apresentou menor variabilidade
entre os animais do grupo, quando comparado a dose de 10'> UFC/cavidade. Assim, a dose

selecionada para os experimentos subseqiientes foi 10> UFC/cavidade.
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Figura 1.1 — Efeito da injecdo intraperitoneal (i.p.) de diferentes doses de S. aureus sobre a temperatura
corporal de ratos. S. aureus foi administrado i.p. (2 mL) nas doses de 10°, 10° ¢ 10° UFC/cavidade. Os animais
do grupo controle receberam salina estéril (2 mL). A temperatura corporal dos animais foi monitorada durante um
periodo de 24 horas apos a infec¢do. Painel a: 0 — 12 horas. Painel b: 12 — 24 horas. As barras sélidas sobre o eixo
x correspondem ao periodo noturno. Os valores representam a média + e.p.m da temperatura corporal de 5 a 8
animais por grupo. As temperaturas basais (média + e.p.m; °C) de cada grupo foram: [, 37,20 + 0,08; W, 37,30 =
0,07; O, 37,30 £ 0,06, @, 37,20 + 0,06. Painel a e b: pela analise de varidncia two-way ANOVA, foram
observadas diferengas significativas no tempo e tratamento (P < 0,0001), enquanto nao se observou significativa
interacdo tempo-tratamento (P = 0,9507; P = 0,8164, respectivamente). # * P < 0,05 , dose de 10° UFC/cav. e 10°
UFC/cav., respectivamente quando comparado ao grupo controle (One-way ANOVA seguido de teste tukey) .
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Figura 1.2 — Efeito da injecdo intraperitoneal (i.p.) de diferentes doses de S. aureus sobre a temperatura
corporal de ratos. S. aureus foi administrado i.p. (2 mL) nas doses de 10'%, 10" e 2 x 10'"* UFC/cavidade. Os
animais do grupo controle receberam salina estéril (2 mL). A temperatura corporal dos animais foi monitorada
durante um periodo de 24 horas apés a infec¢do. Painel a: 0 — 12 horas. Painel b: 12 — 24 horas. As barras solidas
sobre o eixo x correspondem ao periodo noturno. Os valores representam a média * e.p.m da temperatura corporal
de 7 a 10 animais por grupo. As temperaturas basais (média + e.p.m; °C) de cada grupo foram: O, 37,2 + 0,08; <,
37,30 + 0,07, @, 37,30 £ 0,06; V, 37,40 + 0,04. Painel a: pela andlise de varidncia two-way ANOVA, foram
observadas diferengas significativas no tempo e tratamento e interagdo tempo-tratamento (P < 0,0001). Painel b:
foram observadas diferengas significativas no tempo e tratamento (P < 0,0001), enquanto ndo se observou
significativa interagdo tempo-tratamento (P = 0,6049). * # ° P < 0,05 dose de 10" UFC/cav. e 10" UFC/cav., 2 x
10" UFC/cav, respectivamente quando comparado ao grupo controle (One-way ANOVA seguido de teste Tukey).
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4.2 — Quantificacdo de bactérias no lavado peritoneal e sangue dos animais apods a

injecao i.p. de S. aureus.

Com o proposito de estabelecer relagdo entre o aumento de temperatura corporal e
a quantidade de bactérias presentes no foco infeccioso € no sangue, nosso proximo passo
foi quantificar o nimero de bactérias nestes fluidos 2, 6, 12 e 24 horas apos a injecao i.p.
de S. aureus.

A figura 2a mostra a quantidade de bactérias presentes no lavado peritoneal nos
diferentes tempos analisados. Verificamos que 2 horas apds a induc¢do da infec¢do a
quantidade de bactérias presente no lavado é expressivamente alta, aproximadamente 10"
UFC/cavidade, contudo menor que a quantidade injetada (10"° UFC/cavidade). Na 6h,
ocorre aumento no nimero de bactérias que, embora ndo seja estatisticamente diferente, foi
numericamente superior aquele verificado 2 h apos a injecao 1.p. de S. aureus. Observamos
ainda que ha redugdo na quantidade de bactérias presentes no lavado nas horas
subseqiientes, sendo esta significativa na 24*.h apos a indugéo da infec¢do.

Ao avaliarmos a quantidade de bactérias que extravasaram para o sangue
(bacteremia) (Fig. 2b), observamos que na 6° h o niimero de bactérias foi maior, embora
ndo seja estatisticamente diferente, quando comparado a 2* e 12* h. Nao foi detectada
presenca de bactérias no sangue 24 h apds a indugdo da infecgao.

A figura 2c mostra a temperatura corporal dos animais antes da coleta do lavado
peritoneal ¢ do sangue. Observamos que na 2° ¢ 6° h ocorre aumento significativo de
temperatura, quando comparado ao grupo de animais que recebeu salina. Desta forma,
quando relacionamos a quantidade de bactérias presentes no lavado peritoneal e sangue
(Fig 2a e 2b, respectivamente) com a temperatura corporal dos animais (Fig. 2¢), podemos

observar que o aumento de temperatura observado acompanha a presenca de bactérias
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viaveis no foco infeccioso € no sangue. O que nos mostra que no periodo de 24 hs apos a
injecdo i.p. de S. aureus ha eficiente controle da infeccdo e restabelecimento da

temperatura corporal dos animais aos valores basais.
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Figura 2 — Quantificacio de bactérias no lavado peritoneal e sangue dos animais apods a injecao i.p. de
S. aureus. Numero de bactérias no lavado peritoneal (painel a) e sangue (painel b) quantificados 2, 6, 12 ¢ 24
h apo6s a injecdo i.p. de S. aureus. Painel a e b, os resultados sdo expressos como Log de UFC/cavidade e Log
de UFC/mL, respectivamente. Painel a: * P < 0,05 comparado com o grupo 2h; ** P < 0,05 comparado com o
grupo 6h; # P < 0,05 comparado com o grupo 12h (Mann-Whitney U). Painel b: * P < 0,05 comparado ao
grupo 6h (Mann-Whitney U). No painel ¢ estd representada a temperatura dos animais antes da coleta do
lavado peritoneal e do sangue. Os valores representam a média + e.p.m. da temperatura corporal de 5 animais
por grupo. A temperatura corporal foi medida por meio de radiotelemetria. As temperaturas basais foram:
Salina, 37,33 £ 0,056; S. aureus: 2h, 37,06 = 0,045; 6h, 37,13 £ 0,041; 12h, 37,35 £ 0,028; 24h, 37,17
0,098. * P < 0,05 comparado com o grupo controle (ANOVA seguido de teste de Tukey).
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4.3 - Efeito do pré-tratamento com celecoxibe (Celec) na resposta febril induzida pela

injecao i.p. de S. aureus em ratos.

Uma vez padronizado o modelo de resposta febril induzida pelo S. aureus,
investigou-se o efeito do celecoxibe, inibidor seletivo da COX-2, sobre esta resposta. O
celecoxibe foi administrado por via oral nas doses de 1,0; 2,5 ¢ 5,0 mg/Kg, 30 minutos
antes da injecdo de S. aureus (10" UFC/cavidade, 2mL).

Como podemos observar na Fig. 3a, o S. aureus promoveu aumento da
temperatura corporal, significativo entre a 2* e 8,5" horas apo0s a indugdo da infec¢do. O
pré-tratamento com celecoxibe na dose de 1,0 mg/kg promoveu reducdo significativa da
temperatura corporal dos animais, evidenciada entre a 2* — 10* h, enquanto as doses de 2,5 e
5,0 mg/kg aboliram a resposta febril induzida pelo S. aureus, entre a 2* — 12* horas.
Adicionalmente, verificou-se que no periodo compreendido entre 12 - 24 horas estas
mesmas doses de celecoxibe reduziram significativamente o aumento da temperatura
corporal, evidenciado em alguns pontos, induzido pelo S. aureus (Fig. 3b).

Nao houve diferenca estatistica entre as doses de 2,5 e 5,0 mg/kg. A maior
dose de celecoxibe testada (5,0 mg/kg) ndo alterou a temperatura dos animais controle que

receberam salina 30 minutos ap6s a sua administracao (Fig. 3a e 3b).
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Figura 3 — Efeito do pré-tratamento com celecoxibe (Celec) na resposta febril induzida pela injecio i.p.
de S. aureus em ratos. O Celecoxibe (1,0; 2,5 e 5,0 mg/Kg, v.0.) foi administrado 30 minutos antes da
injegdo de S. aureus (10" UFC/cavidade, 2mL). Os animais do grupo controle receberam celecoxibe (5
mg/Kg, v.0.) e salina estéril (2 mL, i.p.) A temperatura corporal dos animais foi monitorada durante um
periodo de 24 horas apos a infec¢do. Painel a: 0 — 12 horas. Painel b: 12 — 24 horas. As barras sélidas sobre o
eixo x correspondem ao periodo noturno. Os valores representam a média + e.p.m da temperatura corporal de
8 a 9 animais por grupo. As temperaturas basais (média * e.p.m; °C) de cada grupo foram: O, 37,0 £ 0,04;
€,37,10£0,04; A, 37,0+ 0,05; W, 37,0 +0,07; O, 37,0 £ 0,05. Painel a: pela analise de variincia two-way
ANOVA, foram observadas diferencas significativas no tempo e tratamento e interagdo tempo-tratamento (P
< 0,0001),e Painel b: foram observadas diferengas significativas no tempo e tratamento (P < 0,0001),
enquanto ndo se observou significativa interagdo tempo-tratamento (P = 1,0000). Painel a ¢ b: # P < 0,05
quando comparado ao grupo Cele 5 / Salina e * p < 0,05 quando comparado ao grupo H,O / S. aureus. (One-
way ANOVA seguido de teste Tukey).
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4.4 - Efeito do celecoxibe (Celec) sobre o aumento da temperatura retal, reducio da
temperatura da pele da cauda e indice de perda de calor (IPC) induzida pela

administracao de S. aureus em ratos.

Posteriormente, investigamos se o aumento de temperatura corporal induzido pela
injecdo i.p. de S. aureus estaria associado as respostas termorregulatorias efetoras
apropriadas, as quais sdo indicativas de eleva¢do do ponto de regulagem hipotalamico,
entre elas, a vasoconstri¢do periférica. Além disso, avaliou-se o efeito do celecoxibe, em
dose que reduz significativamente o aumento de temperatura promovido pelo S. aureus,
sobre essa resposta.

Inicialmente foi determinado se, em dose que promove aumento de temperatura
retal, o S.aureus induziria reducao da temperatura da pele como reflexo da vasoconstricao
cutanea, resposta termo-efetora para retencdo de calor, caracteristica da resposta febril.
Desta forma, constatou-se que a inje¢do i.p. de S. aureus (10"* UFC/cavidade, 2 mL) além
de promover aumento na temperatura retal (1,5 — 6 h) (Fig. 4a), reduziu a temperatura da
pele da cauda dos animais (Fig. 4b) sendo esta significativa entre 1,5 e 6 h. Por sua vez, a
administracdo de celecoxibe na dose 2,5 mg/kg, promoveu redugdo da temperatura retal
induzida pelo S. aureus e além disso, reverteu significativamente a reducao da temperatura
da cauda induzida por esta bactéria, entre a 1,5 e 5 h. Os ratos que receberam celecoxibe (2,5
m/kg) / salina, ndo apresentaram alteracao da temperatura retal ou da pele da cauda (Fig. 4a e
b).

O indice de perda de calor (IPC) tem sido utilizado como parametro na avalia¢ao de
respostas termoefetoras (vasoconstri¢ao e vasodilatagdo) da vasculatura da pele da cauda.

Para o calculo do IPC levamos em consideracdo a temperatura retal dos animais e a
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temperatura ambiente. Segundo Romanovsky et al. (2002), os limites teéricos para o IPC
sdo: 0, que corresponde a vasoconstricdio maxima, ¢ 1 a vasodilatagdo maxima da
temperatura da pele da cauda dos animais. Na figura 4c podemos observar que houve
redugdo significativa do IPC (vasoconstri¢do) entre a 2* ¢ 6* h ap0s a infec¢do com S.
aureus. O célculo do IPC na 2,5" h, tempo em que se verificou redu¢do maxima da
temperatura da pele da cauda, foi de 0,39 + 0,009, indicando marcante vasoconstri¢cao
periférica induzida pela inje¢ao de S. aureus. O pré-tratamento com celecoxibe (2,5 mg/kg)
reverteu esse efeito, evidenciado na 2° - 4,5* h. Em conjunto, esses resultados evidenciam o

envolvimento de mecanismos termoregulatorios na resposta febril induzida pelo S. aureus.
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Figura 4 — Efeito do celecoxibe (Celec) sobre o aumento da temperatura retal, reduciao da temperatura
da pele da cauda e indice de perda de calor (IPC) induzida pela administracao de S. aureus em ratos. O
celecoxibe (2,5 mg/Kg, v.o) foi administrado 30 minutos antes da injecdo de S.aureus (10" UFC/cavidade,
i.p), sendo que este efeito foi analisado sobre a temperatura retal (painel a) e da pele da cauda (painel b) e o
indice de perda de calor (painel c). Os valores representam a média * e.p.m. da temperatura retal ¢ da pele da
cauda, de 6 a 7 animais por grupo. As temperaturas basais (média + e.p.m; °C) foram: painel a, [, 36,80
0,05; @, 36,80 £ 0,04; A, 36,80 £ 0,03; painel b, O, 33,0 + 0,09; ¢, 32,80 £ 0,10; A, 32,80 + 0,20. Os
animais do grupo controle receberam celecoxibe (2,5 mg/Kg, v.0) e salina estéril. A temperatura retal foi
monitorada por meio de teletermémetro. Painel a e c: pela andlise de variancia two-way ANOVA, foram
observadas diferencas significativas no tempo e tratamento (P < 0,001) e interagdo tempo-tratamento (P <
0,0001, painel a; P = 0,0009, painel c). Painel b: ndo se observou diferenca significativa no efeito tempo (P =
0,4234).Painel a: ** p < 0,05 quando comparado ao grupo H,O / S. aureus. Painel b e c: # P < 0,05 quando
comparado ao grupo Cele 5 / Salina, *P < 0,05 quando comparado ao grupo Celec / S. aureus (One-way
ANOVA seguido de teste Tukey).
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4.5 - Efeito do pré-tratamento com paracetamol e dipirona na resposta febril
induzida pela injecio i.p. de S. aureus em ratos.

Em seguida, investigamos o efeito do paracetamol e da diprirona sobre a resposta
febril induzida pela injecdo i.p. de S. aureus. Estes agentes, cujo mecanismo de acdo
antipirética ainda ndo se encontra totalmente elucidado se distinguem das drogas antipiréticas
ndo-esteroidais por ndo apresentarem atividade antiinflamatéria. O paracetamol foi
administrado por via oral na dose de 150 mg/kg, e a dipirona por via intraperitoneal na dose
de 120 mg/kg. Ambos foram administrados 30 minutos antes da injecdo de S. aureus. As
doses de paracetamol e dipirona foram escolhidas de acordo com experimentos de nosso
laboratorio que demonstraram que estas drogas, administradas nas doses acima citadas, além
de reduzirem a febre do LPS, nao induziram hipotermia nos animais controles (SANTOS et al.,
1999; SouzA et al., 2002).

Porém, no presente estudo o paracetamol e a dipirona alteraram a temperatura

corporal dos animais controle nas primeiras duas horas apos o tratamento (Fig. 5a e 6a).

Verificou-se que a injecdao ip. de S. aureus promoveu aumento na temperatura
corporal dos animais, evidenciado entre 2 e 8 hs ap6s a indugao da infeccao (Fig. 5a e 6a).

Ambos paracetamol e dipirona promoveram reducao significativa da febre induzida
pelo S. aureus, entre 1,5 - 7 hs e 1,5 — 5 hs, respectivamente. (Fig. 5a e 6a). Observa-se ainda
que no periodo compreendido entre 18 e 24 hs, o aumento de temperatura induzido pelo S.

aureus ndo foi alterado pelo tratamento com essas drogas (Fig. 5b e 6b).
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Figura 5 — Efeito do pré-tratamento com paracetamol na resposta febril induzida pela injecdo i.p. de S.
aureus em ratos. O paracetamol (150 mg/Kg, v.0.) foi administrado 30 minutos antes da inje¢do de S. aureus
(10" UFC/cavidade, 2mL). Os animais do grupo controle receberam paracetamol (150 mg/Kg, v.0.) e salina
estéril (2 mL, i.p.) A temperatura corporal dos animais foi monitorada durante um periodo de 24 horas apds a
infecgdo. Painel a: 0 — 12 horas. Painel b: 12 — 24 horas. As barras solidas sobre o eixo x correspondem ao periodo
noturno. Os valores representam a média + e.p.m da temperatura corporal de 7 a 9 animais por grupo. As
temperaturas basais (média + e.p.m; °C) de cada grupo foram: [J, 37,0 + 0,05; 4, 37,0 + 0,07; H, 37,0 + 0,03.
Painel a: pela analise de variancia two-way ANOVA, foram observadas diferencas significativas no tempo e
tratamento e interacdo tempo-tratamento (P < 0,0001),e Painel b: foram observadas diferengas significativas no
tempo e tratamento (P < 0,0001), enquanto ndo se observou significativa interagdo tempo-tratamento (P = 0,6623).
Painel a e b: # P < 0,05 quando comparado ao grupo Paracetamol / Salina ¢ * p < 0,05 quando comparado ao
grupo Salina + etanol / S. aureus (One-way ANOVA seguido de teste Tukey).
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Figura 6 — Efeito do pré-tratamento com dipirona na resposta febril induzida pela injecéo i.p. de S. aureus
em ratos. A dipirona (120 mg/Kg, ip.) foi administrada 30 minutos antes da injecio de S. aureus (10"
UFC/cavidade, 2mL). Os animais do grupo controle receberam dipirona (120 mg/Kg, i.p.) e salina estéril (2 mL,
1.p.) A temperatura corporal dos animais foi monitorada durante um periodo de 24 horas ap6s a infecgdo. Painel a:
0 — 12 horas. Painel b: 12 — 24 horas. As barras sélidas sobre o eixo x correspondem ao periodo noturno. Os
valores representam a média * e.p.m da temperatura corporal de 6 a 10 animais por grupo. As temperaturas basais
(média * e.p.m; °C) de cada grupo foram: [, 37,0 + 0,06; ¢, 37,0 £ 0,07; @, 37,0 + 0,02. Painel a: * p < 0,05
quando comparado ao grupo Salina / S. aureus. Painel a: pela analise de varidncia two-way ANOVA, foram
observadas diferencas significativas no tempo e tratamento e interagdo tempo-tratamento (P < 0,0001),e Painel b:
foram observadas diferengas significativas no tempo e tratamento (P < 0,0001), enquanto ndo se observou
significativa interagdo tempo-tratamento (P = 0,8789). Painel a ¢ b: # P < 0,05 quando comparado ao grupo
Dipirona / Salina e * p < 0,05 quando comparado ao grupo Salina / S. aureus (One-way ANOVA seguido de teste
Tukey).
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4.6 - Efeito do pré-tratamento com dexametasona (Dexa) na resposta febril induzida

pela injecdo i.p. de S. aureus em ratos.

Um dos efeitos decorrentes do tratamento com glicocorticdides € a inibicdo da
sintese de alguns mediadores pro-inflamatorios de origem protéica. Desta forma, caso
houvesse necessidade de neo-sintese protéica para a efetuacdo do aumento de temperatura
induzido pela injecdo i.p. de S. aureus, esta resposta seria inibida pela dexametasona.

A dexametasona foi administrada por via subcutanea na dose de 0,5 mg/kg, 1,0 hora
antes da injegdo de S. aureus (10" UFC/cavidade, 2mL). A dose de dexametasona e o
esquema de tratamento foram escolhidos baseados em resultados prévios de nosso
laboratdrio, onde esta droga reduziu significativamente a febre induzida pelo LPS (COELHO
et al., 1992; ZAMPRONIO et al., 1994; 2000).

Observou-se que a injecao de S. aureus induziu aumento da temperatura corporal
dos animais evidenciada entre a 2* e 6* h e que o pré-tratamento com dexametasona
promoveu significativa reducdo dessa resposta (2 — 7 h; Fig. 7a). Efeito este que também
foi observado entre 18,5 e 23 horas ap6s a inducao da infecgdo (Fig. 7b).

Os animais do grupo controle receberam dexametasona (0,5 mg/kg, s.c.) e salina
estéril (2 mL, i.p.). Nao se observou alteragao na temperatura corporal dos animais apos
este tratamento (Fig. 7a).

Os resultados obtidos indicam que a febre induzida pelo S. aureus depende da neo-

sintese de mediadores pirogénicos.
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Figura 7 — Efeito do pré-tratamento com dexametasona (Dexa) na resposta febril induzida pela injecao i.p.
de S. aureus em ratos. A dexametasona (0,5 mg/Kg, s.c) foi administrada 1 hora antes da inje¢do de S. aureus
(10" UFC/cavidade, 2mL). Os animais do grupo controle receberam dexametasona e salina estéril A temperatura
corporal dos animais foi monitorada durante um periodo de 24 horas ap6s a infecg¢do. Painel a: 0 — 12 horas.
Painel b: 12 — 24 horas. As barras solidas sobre o eixo x correspondem ao periodo noturno. Os valores
representam a média + e.p.m da temperatura corporal de 5 a 6 animais por grupo. As temperaturas basais (média +
e.p.m; °C) de cada grupo foram: [, 37,20 £+ 0,10; 4, 37,0 + 0,10; M, 36,90 + 0,05. Painel a: pela analise de
varidncia two-way ANOVA, foram observadas diferengas significativas no tempo e tratamento e interagdo tempo-
tratamento (P < 0,0001),e Painel b: foram observadas diferengas significativas no tempo e tratamento (P <
0,0001), enquanto ndo se observou significativa interacdo tempo-tratamento (P = 0,7207). Painel a ¢ b: # P < 0,05
quando comparado ao grupo Dexa / Salina e * p < 0,05 quando comparado ao grupo Salina / S. aureus (One-way
ANOVA seguido de teste Tukey).



60

4.7 - Efeito do pré-tratamento com BQ - 123 e BQ - 788 (antagonista de receptores
ET, e ETg para endotelina, respectivamente) na resposta febril induzida pela injecao

i.p. de S. aureus em ratos.

Objetivando investigar a participagdo das endotelinas sobre a resposta febril
induzida pelo S. aureus os animais foram pré-tratados com BQ-123, antagonista seletivo de
receptor ET ou com BQ-788, antagonista seletivo de receptor ETg para endotelinas ambos
na dose de 3 pmol/rato, i.c.v, 15 minutos antes da infecgdo. A selecdo desta dose e esquema
de tratamento foi baseada em estudos anteriores de nosso laboratorio (Fabricio et al., 1998,

2005).

A injecdo i.p de S. aureus promoveu aumento significativo da temperatura
corporal, entre a 2* ¢ 7* hs (Fig. 8a e 9a). Verificou-se que o pré-tratamento com ambos
antagonistas reduziu significativamente esse aumento (2 - 7 h, Fig. 7a; 2,5 - 6,5 h, Fig 8a,
respectivamente). Adicionalmente, no periodo entre 18 e 24 horas apds a inducdo da
infec¢do, o aumento de temperatura induzido pelo S. aureus, visualizado somente em
alguns pontos, nao foi modificado pelos antagonistas (Fig. 8b e 9b).

O pré-tratamento com BQ-123 e BQ-788, ndo alterou significativamente a
temperatura basal dos animais controles durante todo o periodo observado (Fig. 8a,b e Fig.

9a,b respectivamente).
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Figura 8 — Efeito do pré-tratamento com BQ-123 (antagonista de receptores ET, para endotelina) na
resposta febril induzida pela injecdo i.p. de S. aureus em ratos. O BQ-123 (3 pmol, 3 pL, i.c.v.) foi
administrado 15 minutos antes da injegdo de S. aureus (10" UFC/cavidade, 2mL). Os animais do grupo controle
receberam BQ-123 (3 pL, i.c.v.) e salina estéril (2 mL, i.p). A temperatura corporal dos animais foi monitorada
durante um periodo de 24 horas apds a infec¢@o. Painel a: 0 — 12 horas. Painel b: 12 — 24 horas. As barras solidas
sobre o eixo x correspondem ao periodo noturno. Os valores representam a média + e.p.m da temperatura corporal
de 8 a 13 animais por grupo. As temperaturas basais (média + e.p.m; °C) de cada grupo foram: [, 37,30 £ 0,05;
¢, 37,30 £ 0,05, @, 37,20 + 0,08. Painel a: pela analise de varidncia two-way ANOVA, foram observadas
diferengas significativas no tempo e tratamento e intera¢do tempo-tratamento (P < 0,0001),e Painel b: foram
observadas diferengas significativas no tempo e tratamento (P < 0,0001), enquanto nao se observou significativa
interacdo tempo-tratamento (P = 0,0816). Painel a e b: # P < 0,05 quando comparado ao grupo BQ - 123 / Salina e
*p < 0,05 quando comparado ao grupo Salina / S. aureus (One-way ANOVA seguido de teste Tukey).
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Figura 9 — Efeito do pré-tratamento com BQ-788 (antagonista de receptores ETy para endotelina) na
resposta febril induzida pela injecdo i.p. de S. aureus em ratos. O BQ-788 (3 pmol, 3 pL, i.c.v.) foi
administrado 15 minutos antes da injegdo de S. aureus (10" UFC/cavidade, 2mL). Os animais do grupo controle
receberam BQ-788 (3 uL, i.c.v.) e salina estéril (2 mL, i.p) A temperatura corporal dos animais foi monitorada
durante um periodo de 24 horas apds a infec¢@o. Painel a: 0 — 12 horas. Painel b: 12 — 24 horas. As barras solidas
sobre o eixo x correspondem ao periodo noturno. Os valores representam a média + e.p.m da temperatura corporal
de 8 a 11 animais por grupo. As temperaturas basais (média + e.p.m; °C) de cada grupo foram: [, 37,40 £ 0,05;
¢, 37,30 £ 0,08; A, 37,20 + 0,08. Painel a: pela andlise de varidncia two-way ANOVA, foram observadas
diferencas significativas no tempo e tratamento e interacdo tempo-tratamento (P < 0,0001),e Painel b: foram
observadas diferengas significativas no tempo e interagdo tempo - tratamento (P < 0,0001), enquanto ndo se
observou significativa interacdo no efeito tratamento (P = 0,2302). Painel a e b: # P < 0,05 quando comparado ao
grupo BQ - 788 / Salina e * p < 0,05 quando comparado ao grupo Salina / S. aureus (One-way ANOVA seguido
de teste Tukey).
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4.8 - Efeito do pré-tratamento com antagonista de receptores de IL-1 (IL-1 ra) na

resposta febril induzida pela injecao de IL-1P ou S. aureus em ratos.

Posteriormente, investigou-se o efeito do antagonista de receptores de IL-1, IL-1 ra,
na resposta febril induzida pelo S. aureus. O pré-tratamento com IL-1ra na dose de 9,1
pmol, (i.c.v., 15 minutos antes), dose esta que reduziu significativamente a febre induzida
pela injecdo i.c.v. de IL-1P (180 fmol, i.c.v; Fig. 10a), ndo alterou a resposta febril induzida
pela injegdo i.p. de S. aureus (Fig. 10b).

Da mesma forma, no periodo compreendido entre 17 e 24 hs ap6s a indugdo da
infeccdo, observou-se que o aumento na temperatura dos animais promovido pelo S.
aureus, como visualizado no painel c, ndo foi alterado pelo IL-1 ra.

O IL-1ra ndo promoveu alteragdo significativa da temperatura basal dos animais

controles (Fig. 10a, b e c).
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Figura 9 — Efeito do pré-tratamento com antagonista de receptores de IL-1 (IL-1ra) na resposta febril
induzida pela injeciio de IL-1B ou S. aureus em ratos. O IL-1ra (9,1 pmol, 3 pL, i.c.v.) foi administrado 15
minutos antes da inje¢io de IL-1B (180 fmol, 3 pL, i.c.v., painel a), S. aureus (10"° UFC/cavidade, 2mL, painel b)
ou salina estéril (3 pL, painel a, b). Os animais do grupo controle receberam IL-1 ra (3 pL, i.c.v.) e salina estéril
(2 mL, i.p). Painel b e ¢, a temperatura corporal dos animais foi monitorada durante um periodo de 24 horas apds
a infec¢do. Painel b: 0 — 12 horas. Painel c¢: 12 — 24 horas. As barras sélidas sobre o eixo x correspondem ao
periodo noturno. Os valores representam a média + e.p.m da temperatura corporal de 6 a 9 animais por grupo. As
temperaturas basais (média * e.p.m; °C) foram: painel a, [J, 37,20 + 0,10; A, 37,10 £ 0,05; painel b, (1, 37,20 +
0,10, @, 36,80 + 0,04; O, 37,10 £ 0,08. Painel a e b: pela anélise de varidncia two-way ANOVA, foram
observadas diferencas significativas no tempo e tratamento e interagdo tempo-tratamento (P < 0,0001),e Painel b:
foram observadas diferengas significativas no tempo e tratamento (P < 0,0001), enquanto ndo se observou
significativa interagdo tempo-tratamento (P = 0,3502). Painel a: * P < 0,05 quando comparado ao grupo Salina /
IL-1pB. Painel b e c: #p < 0,05 quando comparado ao grupo Salina / S. aureus (One-way ANOVA seguido de teste
Tukey).
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5 DISCUSSAO

Tem sido demonstrado que a incidéncia de infec¢des causadas por bactérias Gram-
positivas aumentou consideravelmente na ultima década (BONE, 1994). Dentre as bactérias
Gram-positivas destaca-se o Staphylococcus aureus, um dos patdgenos mais importantes
envolvidos em infec¢des nosocomiais e sepse em humanos. E considerado também como o
maior contribuinte para doengas como a osteomelite, endocardite invasiva e artrite séptica

(BANNAN et al., 1999).

Até o presente momento, estudos demonstraram que a parede celular de S. aureus
induz febre em ratos (LUKER et al., 2000; CARTMELL et al., 2004) ¢ cabras (MPHAHLELE et
al., 2004), e que toxinas produzidas pelo S. aureus, como por exemplo, as enterotoxinas SEA
e SEB (staphylococcal enterotoxins A e B) sdo capazes de induzir febre em gatos (CLARK &
PAGE, 1968) e coelhos (GREISMAN et al., 1966; HUANG et. al., 1997, 2001).

Entretanto, uma das grandes criticas a estes modelos, que empregam partes das
bactérias ¢ de que estes ndo mimetizam o curso de uma situagao real de infecgdo, sendo de
pouca relevancia fisiologica, pois durante uma infeccdo além de existir um foco
inflamatdrio, as bactérias liberam seus produtos gradativamente e em quantidades menores
do que aquelas utilizadas nos estudos de resposta febril (CAMPISI et. al., 2003). Nao ha
dados na literatura de estudos com a bactéria viva, S. aureus, no modelo de febre. Desta
forma para tentar avaliar como se desenvolve a febre em uma situagdo de infec¢do mais
proxima do real, avaliou-se a temperatura corporal dos ratos apds a inje¢do intraperitoneal
(i.p.). de S. aureus.

No presente estudo foi padronizado o modelo de resposta febril induzida pela

injecdo intraperitoneal (i.p.) de S. aureus (ATCC 25923) em ratos e posteriormente,
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avaliado o efeito de drogas que apresentam atividade antipirética sobre a resposta febril
induzida por esta bactéria. Verificou-se que a injecdo intraperitoneal de S. aureus induz
aumento, duradouro e dose-dependente da temperatura corporal em ratos (Fig. 1.1; 1.2).
Além disso, observou-se que nos animais injetados com a dose de 10" UFC/cavidade a
temperatura corporal permaneceu elevada, em relagdo ao grupo controle, no periodo

compreendido entre 12 e 24 horas apds a indugdo da infeccao (Fig. 1.2b).

Visando relacionar o aumento de temperatura corporal e a quantidade de bactérias
presentes no lavado peritoneal e sangue, foi quantificado o niimero de bactérias nestes
fluidos. Para isso, o lavado peritoneal e sangue foram coletados na 2; 6; 12 e 24 horas apos
a injegdo i.p. de S. aureus (10" UFC/cavidade). E importante ressaltar que a determinagio
dos tempos de coleta foi baseada no aumento de temperatura corporal induzido pelo S.
aureus. De acordo com os dados obtidos no experimento anterior (Fig. 1.2a e b) na 2* h
apos a inducdo da infec¢do, ocorreu aumento significativo na temperatura corporal; a
temperatura permaneceu elevada até a 6° h sendo que este horario corresponde ao inicio do
periodo noturno - no periodo noturno, 12*h e na 24° h, na qual a temperatura corporal dos
animais ¢ relativamente menor quando comparado as primeiras horas apos a inducao da
infecgdo.

Pode-se observar que quando relacionamos a quantidade de bactérias presentes no
lavado peritoneal e sangue (Fig 2a e 2b, respectivamente) com a temperatura corporal dos
animais (Fig. 2¢), o aumento de temperatura observado acompanha a presenca de bactérias
viaveis no foco infeccioso e no sangue, mostrando que no periodo de 24 hs apds a inje¢ao
1.p. de S. aureus ha eficiente controle da infeccdo e restabelecimento da temperatura

corporal dos animais aos valores basais. A auséncia de bactérias no sangue visualizada na
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24" hora ap0s a inducdo da infec¢do, pode explicar o fato de que houve 100% de sobrevida
dos animais injetados com S. aureus durante todo o periodo em que a sobrevida dos
animais foi analisada, 72 hs. Vale ressaltar que na 12* h apds a injegdo i.p. de S. aureus,
horéario este que corresponde ao periodo noturno, apesar de os animais apresentarem
bactérias no foco infeccioso e no sangue (bacteremia), a temperatura corporal ndo foi
estatisticamente diferente dos animais controles (Fig. 2a, b, c).

E bem estabelecido que animais de habito noturno, como hamster, camundongo e
rato, exibem variagdo cicardiana na temperatura corporal caracterizado pela elevacao na
temperatura durante o periodo noturno (BRIESE, 1986, REFFINETTI & MENAKER, 1992,
GORDON, 1993). Isto se correlaciona com aumento na fungdo autondmica, resultando em
alteracao nas respostas fisioldgicas e comportamentais destes animais no periodo da noite.
Assim, a elevacao da temperatura corporal dos animais no periodo noturno tem sido
atribuida ao aumento da atividade motora (GORDON, 1993) e ativacdo de mecanismos
autonomicos efetores de ganho e conservagdo de calor, incluindo reflexos vasomotores
periféricos alterados e aumento na taxa metabodlica (SHIDO et al., 1986).

Em virtude do aumento de temperatura corporal observado durante a noite tanto em
animais controles quanto naqueles que receberam bactéria, torna-se dificil avaliar o efeito
do S. aureus sobre a temperatura dos animais durante este periodo. Uma possivel
explicacdo para o fato de ndo haver diferenga de temperatura entre os animais do grupo
controle e aqueles que receberam bactérias pode ser devido a uma equiparagao do ponto de
regulagem hipotalamico dos animais infectados com a temperatura que eles apresentam no
periodo noturno. Desta forma, nos animais infectados, depois de alcancado o valor de
temperatura determinado pelo ponto de regulagem, haveria ativacdo de mecanismos

termoregulatérios, como perda de calor por sudorese ou vasodilatacdo cutinea, que
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contrabalangariam um possivel aumento de temperatura superior ao novo ponto
determinado pelo hipotalamo devido ao aumento de atividade motora observado no periodo
noturno.

Tem sido demonstrado que o aumento na temperatura corporal durante o periodo
noturno deve-se a mudanca no ponto de regulagem hipotalamico. Suportando esta hipdtese,
Scales e Kluger (1987) observaram que a administragcdo de antipiréticos como o salicilato
de sodio e a indometacina nao afetam a temperatura corporal de ratos durante o dia, porém
atenuam o aumento de temperatura observado no periodo noturno. Como estes antipiréticos
bloqueiam a sintese de PGs, mediadores importantes para o desenvolvimento da febre, estes
autores propuseram que a elevacdo na temperatura corporal dos ratos durante o periodo
noturno seja decorrente de elevacao no ponto de regulagem hipotalamico.

Contudo, ha estudos que contrariam esta hipdtese. A elevagdo no ponto de
regulagem hipotaldmico deveria ser acompanhada de aumento na temperatura ambiente
selecionada pelos ratos durante a noite, a fim de ativar mecanismos de ganho e retengao de
calor. Porém estudos demonstram que no periodo noturno, ratos preferem temperaturas
ambientes mais baixas (BRIESE, 1985, 1986; GORDON 1993, 1994), o que sugere que ha
envolvimento de termoregulagdo comportamental utilizado para controlar a temperatura
corporal neste periodo (GORDON, 1993).

Viarias sdo as respostas comportamentais desencadeadas durante o processo
infeccioso, como reducdo da atividade locomotora, do apetite, da interagdo social,
sonoléncia, entre outros, os quais sao denominados coletivamente de sickness behaviour.

Luker e colaboradores (2000) demonstraram que a injecao i.p. de parede celular de

S. aureus em ratos, além de induzir febre, reduz a atividade locomotora destes animais, o
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que evidencia a participac¢ao de respostas de sickness behaviour em modelo experimental
de febre induzida por bactéria Gram-positiva.

Desta forma, outro ponto a ser levantado para explicar o fato de ndo haver diferenga
de temperatura entre os animais do grupo controle e aqueles que receberam bactérias ¢ que,
os animais injetados com S. aureus podem apresentar respostas de sickness behaviour,
como por exemplo, diminui¢do da locomog¢do. Assim, durante o periodo noturno estes
animais poderiam apresentar menor atividade locomotora, mantendo a sua temperatura nos
patamares determinados pelo hipotdlamo. Por sua vez, os animais que nao receberam
bactérias aumentam suas temperaturas, normalmente pelo aumento da atividade locomotora
alcancando assim, valores semelhantes daqueles animais que receberam bactérias. Dessa
forma, para solucionar esta questdo, além da temperatura corporal, seria interessante avaliar
a atividade dos animais no periodo noturno.

Posteriormente, demonstrou-se que o aumento de temperatura corporal verificado
apos a injecdo i.p. de S. aureus ¢ caracteristico de resposta febril, e ndo de hipertermia, pois
foi acompanhado de reducdo da temperatura da pele da cauda dos animais. A cauda dos
ratos tem sido comumente utilizada para o estudo do controle do tonus vasomotor.
Propriedades anatomicas e fisiologicas fazem com que a cauda seja crucial para a
dissipagao de calor, pois ela ndo tem pélos, o que acentua a perda de calor; é altamente
vascularizada, permitindo grande fluxo sanguineo e apresenta alta razao superficie/volume,
facilitando a troca de calor (GORDON, 1990). O aumento de temperatura corporal associado
a reducao da temperatura da pele da cauda indica que, apds a administracao de S. aureus
sao ativados mecanismos de ganho e conservagdo de calor, aqui verificado pela
vasoconstri¢ao periférica e representado pela redug@o do indice de perda de calor (IPC; Fig.

4c).
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O indice de perda de calor (IPC) tem sido utilizado como pardmetro na avalia¢ao de
respostas termoefetoras (vasoconstricao e vasodilatacao) da vasculatura da pele da cauda. O
valor do IPC pode variar de 0 a 1, que corresponde a vasoconstrigdo maxima e
vasodilatagdo méxima, respectivamente (ROMANOVSKY, 2002).

No presente estudo, observou-se que o calculo do IPC na 2,5* h, tempo em que se
verificou redu¢do maxima da temperatura da pele da cauda foi de 0,39 £ 0,009, indicando
marcante vasoconstrigdo periférica induzida pela injecdo de S. aureus (Fig. 4c). A
vasoconstri¢ao periférica ¢ uma resposta termoregulatoria efetora acionada para diminuir a
perda de calor e contribuir para o aumento da temperatura corporal. Desta forma, o
aumento de temperatura verificado ¢ caracteristico de elevacdo do ponto de regulagem
hipotalamico, que ocorre durante a resposta febril (revisado por BOULANT, 2000).

Dentre os mediadores centrais envolvidos na resposta febril, destaca-se a PGE,. Sua
estimulagdo tanto por pirogénios exdgenos e/ou endogenos seria a responsavel por elevar o
ponto de regulagem hipotalamico, conseqiientemente desencadeando a febre (revisado por
KLUGER, 1991; FRAIFELD & KAPLANSKI, 1998). Varios estudos apontam a enzima COX-2
como a principal isoforma de COX responsavel pela sintese de prostaglandinas envolvidas
nesta resposta (CAO et al., 1995, 1996; ELMQUIST et al., 1997; MATSMURA et al., 1998;
INOUE et al., 2002). Baseado nesta evidéncia investigou-se o efeito do celecoxibe, um
inibidor seletivo da COX-2, sobre a febre induzida pela injecdo i.p. de S. aureus.
Paralelamente, avaliou-se o efeito do celecoxibe (dose de 2,5 mg/kg que reduziu
significativamente a temperatura corporal dos animais injetados com S. aureus) na reducao

da temperatura da pele da cauda dos animais induzida por esta bactéria.

Verificou-se que o celecoxibe promoveu reducdo significativa e de maneira dose-
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dependente da resposta febril induzida pelo S. aureus, sendo que as doses de 2,5 e 5 mg/kg
aboliram esta resposta em praticamente todo o periodo observado (24 hs) (Fig 3a e b).
Ainda, o celecoxibe foi capaz de reverter a vasoconstricdo periférica induzida pela bactéria
demonstrando o papel das prostaglandinas sintetizadas via COX-2 na ativacdo dos
mecanismos vasoconstritores, ou seja, ativacdo simpatica/nticleo da rafe, uma vez que o
fluxo sanguineo da cauda dos ratos ¢ regulada pela atividade dos nervos vasoconstritores
simpaticos, especificamente controlados pelos neurdnios do nucleo da rafe (BLESSING &
NALIVAIKO, 2001).

Lin e colaboradores (2001) demonstraram que o 4acido lipoteicoico (LTA),
componente da parede celular de S. aureus, induz a expressio de COX-2, promove
aumento na atividade desta enzima, assim como liberagdo de PGE, em células epiteliais
pulmonares de humanos (A549). Adicionalmente, Chen et al. (2004) verificaram que o
peptidoglicano (PGN), outro componente da parede celular do S. aureus, induz a expressao
de COX-2, dose e tempo-dependente, em macrofagos RAW-2647. Os resultados do
presente estudo, aliados aos estudos acima descritos sugerem o possivel envolvimento da
COX-2 e da PGE; na febre induzida por esta bactéria.

Foi recentemente demonstrado que o celecoxibe possui um mecanismo de acao
adicional para sua agdo antiinflamatéria. Observou-se que o celecoxibe impede a
translocacdo do NF-kB para o nucleo, inibindo a transcri¢do de genes dependentes deste
fator, incluindo COX-2 (SHISCHODIA et al., 2004a e b). Sabe-se que a ativagdo do NF-«xB,
um importante fator de transcri¢do nuclear, ¢ um dos eventos que ocorre durante a ativagao
da célula de defesa em resposta a estimulo nocivo (MULLER et al., 1993; JANG et al., 2002),

promovendo a sintese ou liberagdo de mediadores pirogénicos.
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Desta forma, sugere-se que a antipirese promovida pelo celecoxibe neste modelo
depende nao somente da inibi¢do da enzima COX-2, mas também por suprimir a ativagdo
do fator de transcrigdo NF-kB o que explica pelo menos em parte o potente efeito
antipirético do celecoxibe na resposta febril induzida pelo S. aureus.

Investigou-se também o efeito da dipirona, um potente e muito utilizado
antipirético. O pré-tratamento com a dipirona (120 mg/kg, via 1ip.) alterou
significativamente, entre a 1,5" ¢ 5* h, a resposta febril induzida pelo S. aureus (Fig. 6a).

Com relagdo ao mecanismo de acdo envolvido no efeito antipirético da dipirona,
sugere-se que este ndo esteja relacionado a inibicdo da sintese de PGs, uma vez que este
farmaco ¢ praticamente desprovido de efeito antiinflamatdrio, apresenta baixa atividade
antiedematogénica (LORENZETTI & FERREIRA, 1985) e ¢ um fraco inibidor, reversivel e
competitivo, da ciclooxigenase (LUTHY et al., 1983; ELDOR et al., 1984). Em estudo
realizado por Souza e colaboradores (2002), verificou-se que a dipirona nao inibe a
atividade da COX-1 ou da COX-2 em células COS-7 tranfectadas com estas isoformas e
reduz a resposta febril induzida pela injecdo central de PGF,.

Beirith et al. (1998) demonstraram que a dipirona bloqueia a hiperalgesia induzida
pelo glutamato em camundongos. O envolvimento de vias glutamatérgicas na génese da
resposta febril, também foi demonstrado pelo fato de que a administragcdo de glutamato no
organum vasculosum laminae terminalis (OVLT) induz um aumento na temperatura
corporal em coelhos, que foi atenuado significativamente pelo tratamento com MK 801 e
cetamina (bloqueadores do canal de receptor de NMDA) (HUANG et al., 2001). Além disso,
resultados prévios de nosso laboratério demonstraram que a administragdo central de

glutamato promove aumento dose-dependente da temperatura corporal de ratos (dados nao
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publicados). Desta forma ¢ possivel que a dipirona possa reduzir a febre pelo bloqueio da
neurotransmissdo glutamatérgica como ocorre na hiperalgesia.

Posteriormente avaliou-se o efeito do paracetamol, sobre a febre induzida pelo S.
aureus. Verificou-se que o paracetamol administrado por via oral na dose de 150 mg/Kg
reduziu significativamente, entre a 1,5* € 7* h, a febre induzida por esta bactéria (Fig. 5a).

Embora os dados existentes acerca do mecanismo de agdo antipirético exercido pelo
paracetamol sejam pouco conclusivos, hd evidéncias de que esta droga exerca seus efeitos

por inibir a sintese de PGs, possivelmente via COX-2.

Kis e colaboradores (2005) utilizando células endoteliais de cérebro de rato,
demonstraram que o paracetamol inibe de maneira dose-dependente a producao de PGE; e
que o NS398, um inibidor seletivo COX-2, apresenta efeito similar sobre a inibi¢do da
sintese de PGE,. Estudos de nosso laboratério demonstraram que o paracetamol inibe a
resposta febril induzida por citocinas pirogénicas, como IL-1fB, TNF-a, IL-6, que
sabidamente dependem da sintese de prostaglandinas para exercerem seus efeitos (dados
ndo publicados).

Outro possivel mecanismo antipirético desta droga recai também sobre a hipotese da
inibicdo da via glutamatérgica, uma vez que estudos de nosso laboratério demonstraram
que o paracetamol, administrado por via oral na dose de 150 mg/kg, reduz a febre induzida
pela injecdo central deste aminoacido (dados nao publicados). Vale ressaltar que a mesma
dose e esquema de tratamento foram utilizados para avaliar o efeito do paracetamol sobre a
febre induzida pelo S. aureus.

Huang e cols. (2001) demonstraram que a administragdo de enterotoxina de S.

aureus (SEA) aumenta a concentragdo de glutamato no OVLT bem como, a temperatura
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colonica de coelhos. O pré-tratamento ou pods-tratamento com MK 801 ou cetamina
(bloqueadores de canal do receptor NMDA) reduz significativamente a resposta febril
induzida pela SEA. Adicionalmente, em 2004, estes mesmos autores demonstraram que o
paracetamol reduz significativamente tanto a febre quanto os niveis de glutamato no OVLT
induzidos pela injecao de SEA sugerindo, desta forma, que o paracetamol exerce seu efeito
antipirético por inibir a liberagdo de glutamato no OVLT de coelhos apos a administragdo
de SEA.

Estes dados em conjunto, permite-nos sugerir que o paracetamol exerce seu efeito
antipirético na febre induzida pela injecdo i.p. de S. aureus, por inibir a sintese de PGE,,
possivelmente via COX-2, e/ou por inibir a liberacao de glutamato no SNC.

Demonstrou-se também, que a administragdo de dexametasona promoveu
significativa redugdo da febre induzida pela injecdo i.p. de S. aureus (Fig 5a e b). Os
glicocorticdides, incluindo a dexametasona, inibem os efeitos de fatores de transcrigcdo
como o AP-1 e NFxB, os quais regulam a expressdao de genes que codificam citocinas,
enzimas inflamatérias, como a COX-2, moléculas de adesdo entre outros Além disso, foi
demonstrado que os glicocorticéides podem afetar a sintese de proteinas por reduzirem a
estabilidade do RNAm (revisado por BARNES, 2006). Um outro mecanismo de agdo da
dexametasona ocorre através da inducao da sintese de lipocortina (anexina-1) a qual inibe a
atividade da fosfolipase A, (PLA;), portanto, inibindo indiretamente a sintese de
prostaglandinas por impedir a liberagdo do substrato das enzimas COX (FLOWER &

ROTHWELL, 1994).

Wright e Friedland (2004) demonstraram que o S. aureus induz expressdao, bem

como liberagdo de quimiocinas, como a RANTES, MCP-1 e IP-10, em osteoblastos (MG-
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63). Este efeito ¢ reduzido pelo tratamento com dexametasona. Em 1997, Huang e
colaboradores, demonstraram que a inje¢do i.v. de SEA em coelhos induz febre e aumento
nos niveis circulantes de TNF, IFN e IL-2, porém nao de IL-1 e IL-6. O tratamento com
dexametasona atenuou ambos, febre e o aumento nos niveis circulantes de citocinas
induzidos pela inje¢do i.v. de SEA em coelho. Em outro estudo, Won e colaboradores
(2000) verificaram que ocorre aumento nos niveis de IL-1, TNF, IFN, IL-2 ¢ IL-6 em
sobrenadante de células mononucleares de sangue periférico estimuladas com SEA e que a
injecdo deste sobrenadante em coelhos induz febre. Demonstraram também que ambos
aumento nos niveis desta citocinas e a febre sdo atenuados pelo tratamento com
anisomicina (inibidor de sintese protéica), dexametasona (antiinflamatoério esteroidal) e
aminoguanidina (inibidor seletivo da enzima 6xido nitrico sintase induzida-NOSi). Nesse
contexto, sugere-se que a resposta febril induzida pela injecao i.p. de S. aureus depende da
neo-sintese de mediadores pirogénicos.

Em 2005, Fabricio e colaboradores demonstraram que a endotelina-1 (ET-1) ¢ um
importante mediador central na febre induzida pelo LPS, componente da parede celular de
bactéria Gram-negativa. A fim de averiguar a participacdo das endotelinas no modelo de
resposta febril induzida por bactéria Gram-positiva, avaliou-se o efeito de antagonistas de
receptores para endotelinas. Observou-se que tanto o BQ-123, antagonista seletivo de
receptor ETA, quanto o BQ 788, antagonista seletivo de receptor ETg para endotelinas,
reduziu significativamente a febre induzida pelo S. aureus. A partir deste resultado pode-se
inferir que ha participagdo de endotelinas na resposta febril induzida pela inje¢do i.p. de S.

aureus e que este efeito ¢ mediado tanto pelos receptores ETA como ETsp.
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Wahl e colaboradores (2005) em estudo in vitro, observaram que macréfagos da
medula 6ssea de murinos quando estimulados com S. aureus sdo capazes de produzir
endotelina-1 (ET-1).

No presente estudo, o resultado obtido com o BQ-123 foi surpreendente, uma vez
que resultados prévios de nosso laboratorio demonstraram que a resposta febril induzida
pela ET-1 ¢ abolida pelo tratamento com BQ-788, porém nao com o BQ-123. Este fato
também ¢ observado na resposta febril induzida pelo LPS, onde somente o BQ-788 reduziu
esta resposta. Estes resultados sugerem que receptores ETg, porém nao ETa, estdo
envolvidos na febre induzida pela ET-1 e LPS (Fabricio et al., 1998, 2005).

Shimada e colaboradores (1998) demonstraram que a ET-1 induz a expressdao de
COX-2 e liberagao de PGE,, em macrofagos residentes do peritonio de camundongos, via
receptor ET4 e ETg, uma vez que antagonistas destes receptores (BQ-123 e BQ-788,
respectivamente) atenuaram este efeito. Adicionalmente, a combinagao destes antagonistas
promoveu efeito aditivo sobre a inibi¢do da expressdo da COX-2 e liberagdao de PGE..

Sabe-se que a injecao central de IL-1ra, antagonista de receptor para a IL-1, inibe a
febre induzida pela injecdo i.c.v. de ET-1, sugerindo que esta resposta ¢ mediada pela IL-1
(Fabricio et al., 2006a). Posteriormente estes mesmos autores demonstraram, em estudo in
vitro, que este peptideo promove liberagdo de IL-1 de explantes hipotalamicos.
Demonstraram ainda, que a injec¢ao intrahipotalamica de ET-1 foi prevenida pela coinje¢ao
de IL-1ra (Fabricio et al., 2006b).

Imeri e colaboradores (1993) demonstraram que a administragdo central de IL-1ra
reduziu a resposta febril, induzida pelo muramil-dipeptideo (MDP), componente sintético

da parede celular de bactérias Gram-positivas. Varios estudos in vitro demonstraram que S.
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aureus induz a produgdo de IL-1 em células microgliais de camundongos (KIELIAN et al.,
2004) e em monocitos humanos (WANG et al., 2000; RABEHI et al., 2001; MEGYERI et al.,
2002; HESSLE et al., 2005). Além da bactéria intacta, tem sido demonstrado que o LTA,
derivado da parede celular de S. aureus, assim como a SEB, enterotoxina produzida por
esta bactéria, induzem a liberacdo de IL-1B in vitro, em células do sangue humano
(ELLINGSEN et al., 2002) e in vivo, em modelo de dermatite em humanos (SKOV et al.,
2000), respectivamente.

Diante desses fatos, investigou-se a possivel participagao da IL-1p na resposta febril
induzida pela injecdo i.p. de S. aureus. Demonstrou-se que o pré-tratamento i.c.v. com IL-
Ira a qual reduziu a febre induzida pela IL-1P, ndo alterou a febre promovida pelo S.
aureus. Estes resultados sugerem que a IL-1, produzida centralmente, ndo participa da febre
induzida pelo S. aureus.

Entretanto, ndo se pode excluir o envolvimento da IL-1 produzida perifericamente.
Demonstrou-se em ratos que a injecao intraperitoneal (i.p.) de IL-1 induz resposta febril a
qual ¢ atenuada pela vagotomia subdiafragmatica (sec¢do dos ramos abdominais do nervo
vago) (WATKINS et al.,, 1995b) o que sugere que o sinal pirogénico produzido por esta
citocina seja transmitido da periferia at¢ o SNC por estimular nervos sensoriais periféricos,
neste caso, o nervo vago. Corroborando esta hipotese, observou-se que células do
paraglanglio do nervo vago (glomus cells) expressam sitios de ligagdo para o antagonista de
receptor de IL-1, IL-lra (GOEHLER et al, 1997). Em 1998, estes mesmos autores
verificaram um aumento na imunorreatividade para Fos (marcador de ativacao neuronal)
em neurdnios aferentes primarios do nervo vago de ratos apds a injecao i.p. de IL-1

(GOEHLER et al., 1998).



78

Em 2001, Goehler e colaboradores demonstraram que a injecdo i.p. de SEB em
ratos promove aumento da temperatura corporal, bem como a expressdo de Fos no nucleo
paraventricular hipotaldmico (NPV), nucleo este envolvido na febre (CALDEIRA et al.,
1998). Adicionalmente, Wang e colaboradores (2004), observaram aumento na expressao
de Fos no NPV apos a inje¢do i.p. de SEB em ratos, sugerindo a participacao do nervo vago
na transmissao de sinais induzidos por estimulos administrados por via intraperitoneal.

Assim, ap0s a injecdo i.p. de S. aureus pode-se sugerir que a bactéria; componentes
da parede celular do S. aureus, 4cido lipoteicocico (LTA) e peptidoglicano (PGN), os quais
sao liberados apds sua lise; toxinas (enterotoxinas), como SEA e SEB, liberadas por esta
bactéria durante seu crescimento; ou ainda um efeito sinérgico entre estes eventos; induzem
a produgdo local de mediadores protéicos, como citocinas (por exemplo, a IL-1), os quais
podem:

1) Ser transportados ativamente através da barreira hematoencefalica e desencadear a
febre, uma vez que foi demonstrada a existéncia de transportadores especificos na
barreira hematoencefalica;

2) Acessar o cérebro através de areas desprovidas de barreira hematoencefalica, areas
estas denominadas coletivamente de 6rgdos circumventriculares, como o organum
vasculosum da lamina terminalis (OVLT), o6rgdo subfornical, area postrema, os
quais permitem a entrada de citocinas da periferia para o encéfalo.

3) Estimular nervos sensoriais periféricos - fibras aferentes do nervo vago — sendo
assim o sinal pirogénico transmitido da periferia ao SNC, e assim resultar na
producao/liberagdo de mediadores centrais (por exemplo, CRF, glutamato, PGE,,

ET-1) e consequentemente febre;
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4) Ativar receptores especificos localizados em células gliais perivasculares ou
endoteliais presentes nos 6rgdos circumventriculares, como o OVLT, estimulando a
produgdo de mediadores pirogénicos (acima mencionados) diretamente no SNC
desencadeando a febre.

Além do mais, ndo se descarta a hipotese de que a bactéria, ou mesmo seus produtos
promova a liberacao local de PGE,, que por sua vez, interage com seus receptores, no nervo

vago (EK, et al., 1998) o qual transmite o sinal pirogénico da periferia para o SNC.
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6 CONCLUSAO

Os resultados apresentados neste estudo sugerem que:

e O aumento de temperatura corporal induzido pela injecdo i.p de S. aureus ¢
caracteristico de febre e ndo de hipertermia;

e Existe correlagdo entre a quantidade de bactérias no foco infeccioso e sangue com o
aumento de temperatura corporal induzida pela injegao i.p. de S. aureus;

e A resposta febril induzida pela injecdo i.p. de S. aureus parece depender de
prostaglandinas, formadas pela atividade da COX-2, de endotelinas e ser

independente da producao central de IL-1.
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PERSPECTIVAS

Permanece a ser investigado:

e A participagdo de outros mediadores na febre induzida pela injecdo i.p. de S.
aureus, como a bradicinina (BK), outras citocinas (IL-6, IL-1 periférica, TNF),
quimiocinas, como a RANTES, as quais sabidamente participam da febre induzida
pelo LPS, componente da parede celular de bactérias Gram-negativas;

e Se paralelo ao aumento de temperatura corporal ha aumento nos niveis de
prostaglandinas no hipotalamo dos ratos ap6s a injecao i.p. de S. aureus;

e A importancia da neurotransmissao vagal na resposta febril induzida pela injecao
1.p. de S. aureus, uma vez que a vagotomia subdiafragmatica inibe a febre induzida

por estimulos administrados intraperitonealmente.
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Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC
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Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia
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Baixar livros de Turismo



http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1

