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RESUMO

A febre € o aumento da temperatura corporal decorrente de uma reacao
inflamatoria de fase aguda. Estudos mostram que em reacgdes inflamatérias ocorre o
aumento da producdo de espécies reativas de oxigénio. Dentre as varias espeécies
reativas nosso estudo analisou a producéo de oxigénio singleto (*O,) durante a febre
produzida pela administracdo de LPS. Neste trabalho foram utilizados Ratos Wistar
fémeas que foram submetidas a cirurgia de implante de transmissores de
temperatura na cavidade intraperitoneal. Os animais receberam inje¢cdo endovenosa
de LPS (5 ug/kg) ou seu veiculo (salina 0,9%, 2 mL/Kg) e tiveram a temperatura
corporal aferida a cada 10 minutos, durante 1h, 2,5h ou 6h apds a injecdo. Em
seguida, os animais foram eutanasiados para a dissecacao do hipotalamo e tecido
adiposo marrom. A concentracdo de 'O, foi investigada por ressonancia
paramagnética eletrbnica nesses tecidos utilizando-se o marcador de TEMP. Os
resultados mostraram que ha um aumento significativo na deteccéo de O, tanto no
hipotalamo quanto no tecido adiposo marrom em animais do grupo LPS comparado
com o grupo controle 2,5 h apds a administracao. Nos grupos de 1 h e 6 h apesar de
haver uma tendéncia de aumento desta espécie reativa, ndo foram encontradas
diferencas significativas. A avaliacdo temporal da concentracdo de 'O, revelou que o
pico de aumento dessa espécie reativa no hipotdlamo e tecido adiposo marrom
coincidiu com o pico de elevacdo da temperatura corporal, 0 que sugere que as vias
de producdo de 'O, sdo ativadas e que podem ter papel relevante na patogénese da
febre.

Palavras chaves: Febre. Lipopolissacarideo. LPS. Radicais Livres. Oxigénio
singleto. EPR.



ABSTRACT

Fever is the increasing of the body temperature for an acute phase
inflammatory reaction. Studies have shown that in inflammatory reactions there is an
increasing of the production of oxygen reactive species. Among the various reactive
species, our study has assessed the production of singlet oxygen (*O.) during fever
induced by the administration of LPS. This work was carried out with female Wistar
rats that underwent a temperature transmitter’'s implant surgery in the intraperitoneal
cavity. The animals received an intravenous injection of LPS (5 pg/kg) or its control
(saline 0,9%, 2 mL/Kg), and had its body temperature measured every 10 minutes,
during 1h, 2.5h, or 6h after the injection. After that, the animals were euthanized for
the dissection of the hypothalamus and the brown adipose tissue. The 'O,
concentration was assessed by electron paramagnetic resonance in these tissues,
using the TEMP’s marker. Results showed a significant increasing in the detection of
'0, both on hypothalamus and brown adipose tissue in animals of the LPS group,
compared to the control group 2.5h after the administration. In groups 1h and 6h,
despite the rising trend of this reactive specie, there was no significant differences
found. The time-based evaluation of the 'O, concentration revealed that the peak
increasing of this reactive specie in the hypothalamus and brown adipose tissue
coincided with the peak elevation of the body temperature, therefore suggesting that
the 'O, production pathways are activated, and may play a relevant role in the fever

pathogenesis.

Keywords: Fever. Lipopolysaccharide. LPS. Free Radicals. Singlet oxygen. EPR.
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1 INTRODUCAO

1.1 Resposta febril

A resposta febril € um dos componentes da resposta de fase aguda (REIS et
al., 2011). Quando se tem um aumento da temperatura corporal, mecanismos de
defesa sédo estimulados, tornando a resposta febril relevante para a protecdo da
integridade do corpo contra microrganismos invasores ou qualquer outra substancia
reconhecida como estranha pelas células imunes (BLATTEIS; SEHIC, 1998).

N&do ha uma resposta definitiva sobre a febre ser considerada benéfica ou
prejudicial ao organismo (BARTFAI; CONTI, 2010). Dentre as func¢des da febre na
resposta imune, pode ser enumerada a aceleragdo da quimiotaxia de neutréfilos e
da secrecédo de substancias antibacterianas, o aumento da producéo dos interferons,
a estimulacdo das fases de reconhecimento e sensibilizacdo da resposta
imunoldgica resultando em uma interacao mais eficiente entre macrofago e linfocito
T e a diminuicdo da disponibilidade de ferro, a qual limita a proliferacdo bacteriana e
de alguns tumores (VOLTARELI, 1994). Apesar disso, em algumas situacoes,
guando a temperatura atinge niveis muito elevados, como acima de 41°C, pode
ocorrer sequelas neuronais, delirios, malformacdes fetais e mesmo coma, sendo que
nessas situagbes € indicada a terapia antipirética (HASDAY; FAIRCHILD;
SHANHOLTZ, 2000; BRITO, 2011).

De acordo com BOULAN (2000), o aumento da temperatura corporal é
decorrente da elevacdo do ponto de regulagem, chamado set point, localizado na
area pré-optica do hipotalamo anterior (APOHA). Portanto é considerada a regidao
mais importante para a homeostase da temperatura, jA que a regido pode identificar
mudancas de temperatura local pela temperatura do fluxo sanguineo e entéo ativar
as respostas termorreguladoras para que se tenha a manutencdo da temperatura
corporal constante (BARTFAI; CONTI, 2010).

Algumas evidéncias mostram que o0s neurbnios da APOHA fazem sinapses
com 0s neurdnios do trato espinotalamico lateral, que € uma importante via
ascendente responsavel por transmitir informacdes a partir de termorreceptores na
pele e medula espinhal para varios nucleos na formacéao reticular do tronco cerebral
(BOULANT, 2000).
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1.2 Pir6genos

De acordo com BARTFAI E CONTI (2010) pirébgenos sdo substancias que
podem induzir febre e sao classificados como enddgenos ou exdégenos. Para
DINARELLO (2004), os pir6genos exdgenos sdo os estimulos que induzem a
resposta febril, incluindo os microorganismos e seus subprodutos.

A Figura 1 mostra a relacdo entre 3 diferentes tipos de neurénios localizados
a APOHA. De acordo com esse modelo, os pirdgenos e seus mediadores produzem
febre por meio da inibicdo da taxa de disparos dos neurbnios sensiveis ao calor,
resultando em menor ativacdo de mecanismos de perda de calor. Eles também séo
responsaveis por modularem a taxa de disparos dos neurbnios insensiveis a
temperatura, que ativam neurbnios sensiveis ao frio e, consequentemente,
mecanismos de retencdo e producdo de calor. A alteracdo na taxa de disparos
neuronais eleva o ponto de regulagem da temperatura no hipotalamo, e
consequentemente promove aumento na temperatura corporal, por ativar
mecanismos de retencao e producao de calor e inibir mecanismos de perda de calor
(BOULANT, 2000).

Flrogénios
e Herda de calor
Termorreceptores Retencac
e producé
@ de calor
F ]

)1 [ ® «— Pirogénios

¥
Figura 1. Desenvolvimento da resposta febril induzida por pirégenos na
APOHA. C - neurdnios sensiveis ao calor; F — neurdnios sensiveis ao frio; | — neurdnios insensiveis

as variacdes de temperatura. (+) estimulacao; (-) inibicdo. Fonte: adaptado de BOULANT et al (2000).
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Varios componentes, provenientes tanto de bactérias gram-positivas quanto
de gram-negativas podem causar febre, tais como, peptideoglicanos,
lipopolissacarideo bacteriano (LPS), muramil-dipeptideo (MDP), além de parasitas,
micoplasmas, virus e fungos.

Um dos modelos experimentais mais utilizados para a inducdo de febre em
ratos é a injecao intravenosa de LPS, que produz aumento de temperatura com
laténcia de aproximadamente 1,5h, permanecendo por cerca de 6 horas e
reproduzindo o que ocorre nos processos infecciosos (FABRICIO et al., 2005; REIS
et al., 2011). Bactérias gram-negativas possuem em sua membrana externa o
lipopolissacarideo, sendo um componente exclusivo deste grupo de bactérias e
essencial para a estabilidade da membrana. O LPS confere maior patogenicidade as
bactérias e dificulta a acdo de neutralizacao pelos anticorpos, a acdo dos antibiéticos
e outros estresses ambientais (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2008).

O lipopolissacarideo é composto por trés dominios distintos, a cadeia de O-
polissacarideo, uma porcdo central de oligossacarideo e o lipideo A (Figura 2)
(ERRIDGE; BENNETT-GUERRERO; POXTON, 2002, LEON et al, 2008). A regiao
mais externa é a regido de O- polissacarideo que consiste de um a oito residuos de
glicosideo, sendo uma estrutura altamente variavel. E o principal alvo antigénico das
respostas imunes, sendo a porcdo mais distal da molécula. A porcao de
oligossacarideo, diferentemente da anterior, é altamente conservada entre as
diferentes estirpes e espécies (ERRIDGE; BENNETT-GUERRERO; POXTON,
2002). O LPS é uma substancia que estimula a imunidade natural, por isso pode ser
considerado um padrdo molecular associado a patdogenos (PAMP) (ABBAS;
LICHTMAN; PILLAI, 2008). Existe uma por¢ao altamente hidrofébica da molécula,
chamada de Lipideo A ou endotoxina que se ancora na bicamada lipidica, e € ela a
o responsavel pela pirogenicidade da substancia (RAETZ; WHITFIELD, 2002).
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O-polysaccharide chain Quter core Inner core Lipid A
. A A A
- T A N - O ~

(Repeating oligosaccharide
s subunit) ==

- = 1
Highly variable, responsible for serological More likely to Highly Di-glucosamine
specificity of LPS variants. Primary target contain conserved, backbone very highly
for antibody responses against LPS. Long common contains conserved. Acyl chain
repeating form not seen in LOS sugars such unusual length/substitution
expressing bacteria or rough mutant as hexoses/ sugars Kdo pattern is primary
strains. hexosamines and heptose. determinant of

etc. endotoxicity.

Figura 2: Estrutura esquematica do lipopolissacarideo bacteriano (LPS).
Fonte: ERRIDGE et al (2002).

1.3 Tecido adiposo marrom

O tecido adiposo marrom tem papel essencial na regulacdo da termogénese
em mamiferos como roedores e criangas. Devido a sua localizagdo interescapular e
também nos géanglios simpaticos e ao redor da glandula adrenal e do rim, esse
tecido pode ser responsavel pela producédo basal de calor para a manutencédo da
temperatura corporal em baixas temperaturas (MORRISON, et al., 2008).

Segundo GUYTON e colaboradores (2011), a epinefrina e a norepinefrina
liberada pelo sistema nervoso simpatico durante a febre atuam sobre o tecido
adiposo marrom. Na adaptacéo crbnica ao frio, grandes quantidades de epinefrina e
norepinefrina podem ser liberadas induzindo a diferenciagcdo do tecido adiposo
branco (normalmente encontrado) para o tecido adiposo marrom. Neste tipo
especifico de adipdcito, a estimulacéo simpatica induz a biossintese da termogenina,
uma proteina desacopladora presente nas cristas mitocondriais. Seu papel é
fornecer uma via alternativa para os protons (H') passarem do espaco
intermembranar da mitocondria para a matriz mitocondrial sem passarem pela

enzima ATP sintase.
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Quando a termogenina esta presente ela oferece um caminho
bioenergeticamente mais favoravel para os protons voltarem a matriz mitocondrial,
uma vez que ndo ha a conservacdo da energia em ATP. Por outro lado, a energia
quimica que foi gerada pela concentracdo do préton no espaco intermembranar é
transformada em calor (GUYTON et al; 2011).

1.4 Radicais livres

Quando ocorre uma resposta inflamatéria, sdo produzidos, dentre diversos
outros produtos, os radicais livres, que sdo moléculas que desempenham um papel
crucial no aparecimento e progressao da inflamacdo (CLOSA; FLOCH-PUY, 2004.).
Nas primeiras fases do processo, os radicais livres exercem suas a¢6es por meio da
ativacdo de fatores nucleares, como NFkB ou AP-1 que induzem a sintese de
citocinas. (CLOSA; FLOCH-PUY, 2004.).

Radical livre se refere a um atomo ou uma molécula altamente reativa, pois
contém um numero impar de elétrons na sua camada eletrbnica. O néo
emparelhamento de elétrons em sua ultima camada é o que confere a alta
reatividade a esses atomos ou moléculas (FERREIRA et al., 1997). A existéncia de
espécies quimicas na forma de radical livre foi descrita pela primeira vez no ano de
1900 com a demonstracao da decomposi¢cédo do hexa-feniletano em dois radicais tri -
fenilmetil (RIBEIRO et al., 2005). Mais de 30 anos depois Leonor Michaelis propds
que todas as reacbes de oxidacdo envolvendo moléculas organicas seriam
mediadas por radicais livres, esta informacdo, no entanto estava errada, porém
Michaelis estimulou o interesse para o papel dos radicais livres em processos
bioldgicos (VOLODYMIR 2014). A partir disso, os estudos e as descobertas a cerca
dos radicais livres tem aumentado gradativamente, cada vez mais reforcando o seu
papel deletério no sistema biolégico. Quando McCORD e FRIDOVICH (1969)
descreveram pela primeira vez uma enzima que tinha capacidade de protecéo
contra os radicais livres, a peréxido dismutase, esse papel deletério dos radicais
livres ficou evidenciado.

Embora os radicais livres possam ser mediadoras de doencgas, sua formacao
nem sempre é deletéria, como na defesa contra a infec¢do, quando a bactéria
estimula os neutréfilos a produzirem espécies reativas com a finalidade de destruir o

microorganismo. Quando existe um equilibrio entre a producéo e a eliminacdo de
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radicais livres, ndo ocorrem efeitos nocivos. Contudo, poderdo ocorrer varios
eventos nosoldgicos, se houver estimulo exagerado na producdo dessas espécies, e
a ele estiver associada uma falha da defesa antioxidante (FERREIRA;
MATSUBARA,; 1997).

Nutrientes e seus metabdlitos, juntamente com antioxidantes essenciais
desempenham um papel crucial na manutengdo da homeostase dos radicais livres,
por exemplo, a glutationa que € um antioxidante produzido pelo organismo se inter-
relaciona de forma sinérgica com a homeostase de radicais livres. A proporgcao entre
radical livre e antioxidante deve ser mantida em humanos de diferentes idades e sob
varias condi¢cdes de vida, a fim de que o estresse oxidativo e seus danos sejam

evitados ou amenizados antes do envelhecimento (FANG et al., 2004).

1.5 Espécies reativas de oxigénio — ERO’s

Na maioria das vezes os termos “Radicais livres” e "Espécies Reativas e
Oxigénio” sao utilizadas sinonimamente por diversos autores podendo haver alguns
equivocos, pois podem possuir diferentes significados. A Terminologia Espécies
Reativas de Oxigénios (ERO’s) inclui as espécies Radicais livres e outras, que
embora ndo possuam elétrons desemparelhados sdo muito reativas em decorréncia
de sua instabilidade (RIBEIRO et al., 2005).

Segundo a teoria do Orbital molecular, a molécula de Oxigénio diatdmico (O,
= oxigénio molecular ou tripleto), em seu estado fundamental possui dois elétrons
desemparelhados no orbital antiligante T como pode ser observado no esquema da

Figura 3.
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Figura 3: Estados do O, segundo a Teoria do Orbital molecular. Fonte:
Adaptado de HALLIWEL; GUTTERIDGE (1990).

E possivel perceber que os dois elétrons possuem spins paralelos,
promovendo um estado tripleto, este fato restringe a reatividade da molécula, pois
quando esta tenta oxidar outro &tomo ou molécula, os elétrons que serdo aceitos
pelo oxigénio devem também possuir spins paralelos, ou seja, tripletos, para
conservarem o numero quantico de spins e continuarem nos orbitais vazios. Porém,
tal condicdo é dificil de ser encontrada, pois a maioria das moléculas sdo nao-
radicais ligados covalentemente e os dois elétrons que formam uma ligacéo
covalente tém spins opostos ocupando o mesmo orbital molecular, fazendo com que
a reatividade do oxigénio com biomoléculas se restrinja pelo spin (HALLIWELL,;
GUTTERIDGE. 1990).

Existem duas formas de Oxigénio singleto (*O,), uma com dois elétrons em
orbitais diferentes, (Figura 2d) que é uma forma muito instavel e por isso antes de
reagir com outras moléculas se converte em Ag, e outra na qual os elétrons ocupam
o0 mesmo orbital (Figura 2b). Ainda de acordo com HALLIWELL e GUTTERIDGE
(1990) outras formas reativas do oxigénio de importancia biolégica podem ser
formadas por reducdes parciais do oxigénio originando as espécies reativas: radical

superoxido (O, "), peréxido de Hidrogénio (H-O,) e radical hidroxil (OH).
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O Quadro 1 mostra algumas das espécies reativas de Oxigénio que séo
formadas in vivo, apresentando diferencas nos potenciais de reatividade e tempo de

meia-vida.

Quadro 1. Caracterizagdo das principais ERO’s Formadas in vivo. Adaptado de
RIBEIRO et al; (2005).

Intermediério Comentario Meia - Vida Sitios de Formacéo

. . Decomposicao 5 L
Formado a partir da reducéo L Reacdes de autoxidacdo
enzimatica na

’ velocidade de 5x10° M’ _
molecular por 1 elétron. A e ciclos redox.
seg - empH 7,0

Radical superoxido parcial do Oxigénio envolvendo flavoproteinas

Formado a partir da reducéo L Vias catalisadas por
o . o ) o Decomposicéo ) .
Per6xido de hidrogénio | parcial do Oxigénio o oxidades e pela peroxido
) enzimética. )
molecular por 2 elétrons. dismutase.

_ . Locais adjacentes a
Formado a partir da reducéo . .
o formacéo de anion
do Oxigénio molecular por 3 . .
. : : 5 ~ a5 superoxido/peroxido de
Radical hidroxil elétrons na reagbes de 10~ seg : .
: hidrogénio na presenca de
Fenton e  Haber-Weis,

_ _ metais, principalmente
catalisada por metais.
Ferro
] . Intermediario da
) . Radical organico centrado A o
Radical alcoxil o 107" seg peroxidagdo de lipidios de
no Oxigénio.
membrana.
Intermediario da

. . Formados a partir de _ -
Radical peroxil . . : 7 seg peroxidacdo de lipidios de
hidroperéxidos organicos

membrana.
Primeiro estado excitado do
Oxigénio molecular com
Oxigenio molecular nivel de energia de 10° seq Sem sitios metabdlicos
simpleto 22kcal/mol, acima do estado definidos.

fundamental ou do oxigénio

tripleto

1.6 Oxigénio singleto (*O,)

O 'O, pode interagir com outras moléculas de duas maneiras: por meio de
reacdes quimicas ou transferindo sua energia de excitacdo para estas moléculas e
retornando ao estado fundamental. O Ultimo processo € conhecido como supressao
fisica do 'O, e pode ser realizados por carotendides, bilirrubina, tocoferéis, fendis
dentre outros (RONSEIN et al. 2006.).
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O 'O, é produzido por meio de diferentes reacbes desencadeadas no
processo inflamatério.

Logo apoés a chegada dos neutrdéfilos nos sitios inflamatorios e subsequente
ativacdo da NADPH oxidase, ocorre a formacéo dos radicais superoxidos que séo
convertidos em H,O, espontaneamente ou por meio de catdlise por meio da
superoxido dismutase (SOD) (COSTA et al. 2005).

Metais de transicdo podem levar a formacdo de radical hidroxila, podendo
reagir com acido hipocloroso, oxido nitrico ou peréxido nitrito para produzir *O,.

A producdo de 'O, também tem sido evidenciada em meios bioldgicos por
reagbes que envolvem enzimas como as peroxidases, tais como, lactoperoxidase,
mieloperoxidase, cloroperoxidase e peroxidase de raiz forte. Também foram
relatadas evidéncias da geracdo de 'O, na fagocitose, na reacéo de ozdnio (O3) com
biomoléculas e no processo de lipoperoxidacdo (RONSEIN et al. 2006).

A mieloperoxidade é uma oxiredutase de H,O, encontrada especificamente
nos leucocitos da linhagem dos granuldcitos de mamiferos incluindo neutréfilos,
monaocitos, basofilos e eosinofilos e produz HOCI, hidroperdxidos de lipideos e ions
cloreto para a obtencado de 'O, (COSTA et al 2006)

Estudos demonstram que ERO’s e Espécies Reativas de Nitrogénio (ERN)
possuem um importante papel no processo inflamatério. COSTA e colaboradores
(2008) demonstraram em seus experimentos in vitro que diversas classes de AINE’s

s&o potentes sequestradores de 10,.

1.7 Espécies reativas de oxigénio e febre

Estudos recentes mostram que a interacdo do LPS com o sistema imune
pode ser detectada pelos grupamentos tiol contidos nas estruturas neuronais do
cérebro. (RIEDEL et al, 2002). Grupos de tiol vicinal juntamente com o sitio
modulador redox, n-metil d-aspartato (NMDA) possuem um ato receptor como um
sensor redox no cérebro. Esta estrutura da membrana pds-sinaptica responde ao
oxido nitrico (NO) liberado pelo glutamato durante a excitacdo neuronal (RIEDEL et
al, 2002).

Estudos sugerem um crescimento rapido de hidroperoxidos no plasma apds a
injecdo de LPS em uma laténcia similar ao da febre. De acordo com RIEDEL (2002)

a elevacédo de temperatura do corpo por pirégenos € induzida por uma alteracéo no
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equilibrio entre a producdo de espécies derivadas de Oxigénio e defesas
antioxidantes celulares. O estresse oxidativo pode ser detectado pelo cérebro como
uma diminuicdo de grupos tiol, oxidados no local do sitio modulador redox de NMDA
nos subtipos de receptores de glutamato. Isto implica que a constante de
temperatura do corpo depende em grande parte de uma relagdo homeostasicamente
regulada entre a quantidade de glutationa reduzida e a glutatinona oxidase no
cérebro (RIEDEL et al 2002).
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2 JUSTIFICATIVA

A resposta febril € um processo multifatorial e seus mecanismos moleculares
ainda ndo estdo completamente elucidados. Varios mecanismos tém sido sugeridos
para explicar a forma como 0s pirogénios exercem seus efeitos sobre o sistema
nervoso central (SNC) (BANKS et al, 1991).

A investigacdo da producdo de ERO’s durante a febre induzida pela
administracdo de LPS pode revelar vias de sinalizacdo importantes para este
processo e que poderdo ser Uteis para o melhor entendimento dos mecanismos
envolvidos. Como algumas febres sdo resistentes aos tratamentos com antitérmicos
convencionais, este estudo pode contribuir para o desenvolvimento de terapias
farmacoldgicas mais especificas baseadas em mecanismos de acdo distintos dos
existentes atualmente e que sejam capazes de controlar a resposta febril com menor

incidéncia de efeitos indesejaveis.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivos gerais

- Avaliar a producdo temporal de Oxigénio singleto 'O, durante a febre em
ratos.

3.2 Objetivos especificos

- Analisar a producdo temporal de 'O, no hipotdlamo de ratos controles e
febris;

- Analisar a producdo temporal de 'O, no tecido adiposo marrom de ratos
controles e febris.



21

4 MATERIAS E METODOS

4.1 Animais

Os experimentos foram conduzidos utilizando ratos (Rattus novergicus),
variedade Wistar, fémeas, pesando entre 180 e 200g. Os animais foram
provenientes e alojados no Biotério do Instituto de Biologia (IB) da Universidade de
Brasilia (UnB) em ambiente de temperatura de 24°+1°C, sob um ciclo claro-escuro
de 12 horas, com agua e alimentos fornecidos ad libitum. Os procedimentos
cirirgicos e os experimentos farmacolégicos foram realizados no Laboratério de
Bioquimica e Quimica de Proteinas do IB/UnB, sempre no periodo das 08 as 18 h. O
projeto foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso Animal (CEUA) do Instituto de
Biologia da Universidade de Brasilia (UnBDoc n.33998/2015) (Anexo 1).

4.2 Cirurgia para implante de transmissores de temperatura na cavidade

peritoneal

Para a mensuracdo da temperatura dos animais foram implantados
transmissores de temperatura (Data LoggersSubcue, Calgary Canada) na cavidade
peritoneal dos ratos. Antes das cirurgias, os transmissores foram desinfectados em
solucéo de alcool 70% (v/v; imersdo por 30 min). Os animais foram anestesiados
com uso de uma mistura de ketamina e xilazina (60 mg/kg e 10 mg/kg,
respectivamente, i.p.). Apoés tricotomia e antissepsia da pele, foi feita uma inciséo de
aproximadamente 2 cm na pele e musculos peritoniais. O transmissor foi lavado com
solucédo salina estéril e entdo inserido na cavidade peritoneal e, em seguida, o
musculo e a pele foram suturados separadamente. Esse procedimento foi realizado

uma semana antes dos experimentos.

4.3 Mensuracéao da temperatura corporal dos ratos

A mensuracao da temperatura corporal dos ratos durante os experimentos foi
realizada por transmissores implantados na cavidade abdominal, descritos
anteriormente. Os animais permaneceram na sala de experimentagdo por pelo

menos 24 horas antes do inicio dos experimentos, para a ambientacdo dos mesmos.
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Para o processo de leitura da temperatura corporal por telemetria, os transmissores
implantados na cavidade peritoneal foram programados para serem acionados no
dia anterior ao experimento. Para o calculo da temperatura basal a temperatura
corporal abdominal foi determinada pela média das 4 medi¢cdes anteriores a
qualquer tratamento. O procedimento experimental foi realizado dentro da zona
termoneutra para ratos, ou seja, com a sala experimental tendo sua temperatura
controlada a 27 = 1°C (GORDON, 1990).

4.4 Procedimentos experimentais

A cada experimento foi utilizado um grupo diferente de animais, ou seja, cada
animal foi utilizado apenas uma vez. Apos o transporte dos animais para a sala de
experimentacdo, 0sS mesmos permaneceram em repouso por uma hora e s6 entdo
suas temperaturas basais foram determinadas por 4 medidas, a intervalos de 10
minutos.

Os animais receberam injecdo endovenosa de LPS (5 pg/kg) ou seu veiculo
(salina 0,9%, 2 mL/Kg). A dose de LPS usada foi padronizada para os experimentos
em nosso laboratério (DA SILVA, 2013). A partir de entdo, cada animal teve sua
temperatura corporal aferida a cada 10 minutos, durante a duragdo do experimento.
Apds 1 h, 2,5 h ou 6 h os animais foram eutanasiados e entdo decapitados para a
dissecacdo do hipotalamo e tecido adiposo marrom para andlise de *O,.

Foram utilizados 3 animais por grupo experimental para a anélise de 1O,.
4.5 Ressonancia paramagnética eletrénica

A ressonancia paramagnética eletronica (EPR) €& uma técnica
espectroscopica baseada na inversdo de spin eletrénico. Assim, para que um
material tenha sinal de EPR é necessario que, conforme a regra de Hund para
preenchimento de orbitais eletrénicos, tenha um ou mais elétrons desemparelhados.
A RPE diferente de outras técnicas de espectroscopia mantém os fétons de
excitacdo da amostra com frequéncia fixa e varia o nivel de energia entre os estados
up-down de spin eletrénico por meio da aplicacdo de um campo magnético continuo
com magnitude variavel. Quando, por efeito Zeeman induzido pelo campo

magnético, a diferenca de energia entre o estado down e up dos elétrons
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bY

desemparelhados do material, se igualam a energia das micro-ondas a amostra
passa a absorvé-las e entdo o detector do espectrometro acusa a ressonancia
paramagnética eletrdnica. Mas, por uma questdo da eletrénica utilizada, o que se
registra nos equipamentos comerciais € a derivada da absorcdo das micro-ondas e
ndo a absorcdo em si. Assim, um gréfico de EPR, no eixo das abscissas registra o
valor do campo magnético aplicado e no eixo das ordenadas o valor da derivada da
absorcédo das micro-ondas.

Por apresentarem elétrons desemparelhados, a deteccdo de radicais livres
por EPR a principio se apresenta como muito atraente. Porém na prética, por dois
fatores, os mesmos sao dificeis de serem detectados, o primeiro fator diz respeito a
sua meia-vida extremamente curta em meio biolégico e o segundo fator se deve ao
tempo muito curto para decaimento dos spins excitados no estado up para o estado
down implicando em uma largura de transicdo extremamente longa, impossibilitando
0 Seu registro pelos equipamentos convencionais.

Os problemas citados séo superados pela utilizacdo de marcadores de spin
gue se ligam aos radicais livres eliminando a sua reatividade e excrecdo pelos
sistemas biologicos. Por sua vez os marcadores de spin somente apresentam sinal
de EPR quando ligados a um radical livre. Desse modo a intensidade do sinal de
EPR de uma amostra com marcadores de spin € uma medida direta da quantidade
de radicais livres que havia na amostra quando da aplicacdo dos marcadores.

Neste estudo foi utilizado o marcador TEMP (Sigma), seletivo para a deteccao
de '0,. Os hipotadlamos e tecido adiposo marrom foram imersos em microtubos
contendo 20 puL de TEMP em tampao PBS, na concentracdo de 20 mM em seguida
foram pesados e foi adicionado mais uma quantidade de solucdo TEMP de acordo
com a massa dos tecidos, para que assim ambos possuissem a mesma relacao
entre quantidade de massa de tecido e de marcador. Os microtubos foram
incubados a temperatura ambiente durante 30 min e, em seguida foram
centrifugadas e retiradas aliquotas de 20 yL das amostras e foram aplicadas em
capilares de vidro de para a determinac&o da producéo de 'O, em EPR.

As medidas de EPR foram realizadas em um espectrometro Bruker EMX500,
utilizando a banda X (9,35 GHz), poténcia 20mW e campo de modulacdo de 1
Gauss. Os parametros e a analise dos dados foram baseados em metodologia

padronizada e adaptados de acordo com as necessidades do nosso estudo.
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4.6 Drogas

As seguintes drogas foram usadas nos experimentos:

Cloridrato de oxitetraciclina (Terramicina®, Pfizer, S&do Paulo, Brasil);

Dexametasona (Azium®, Mantecorp Ind. Quim. e Farm. Ltda., Rio de Janeiro,
Brasil);

Cloridrato de S (+) cetamina (Ketamin®, Cristalia, Sdo Paulo, Brasil);

Xilazina 2% (Calmiun®,Agener Unido, Sao Paulo, Brasil);

LPS (endotoxina de E. coli0111:B4, Sigma ChemCao., St. Louis, EUA).
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5 RESULTADOS

Foi realizado um estudo piloto para otimizacdo das condi¢cbes do experimento
em hipotalamos, utilizando diversas concentracdes e tempos em solucdo TEMP afim
de se padronizar os melhores parametros e melhor leitura do espectro em aparelho
de EPR para realizacdo deste estudo. Hipotdlamos foram imersos em solucdo TEMP

durante 15 ou 30 min, na concentracdo de 10 ou 20 mM e macerando ou ndo o0s

tecidos.

Tempo 15 min 30 min
Concentracao 10mM 20mM
Maceracéo N&o Sim

Estudo piloto para otimizacéo das condicdes do experimento em hipotalamos.

Nesta padronizacdo foi observado que amostras ndo maceradas imersas
durante 30 min em solugdo TEMP na concentragdo de 20mM obtiveram uma melhor

leitura em EPR.

5.1 Efeito da administragdo intravenosa de LPS sobre a temperatura

corporal e producao de oxigénio singleto em ratos

Os animais receberam LPS ou solucéo salina 0,9% e ap6s 1 h, 25h ou 6 h
da administracdo foram eutanasiados e tiveram seus hipotalamos e tecido adiposo
marrom dissecados para anélise da concentracéo de 'O,.

A elevacgédo da temperatura iniciou-se logo apoés a injecdo de LPS (Figura 4A).
Entretanto este aumento inicial deve-se provavelmente ao manuseio dos animais
para a injecao intravenosa visto que foi observado tanto no grupo tratado com LPS
qgquanto no grupo controle. Nao foram observadas diferencas significativas na
concentracdo de 'O, no hipotalamo (Figura 4B) e no tecido adiposo marrom (Figura
4C) 1 h ap06s a administracdo de LPS.
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Duas horas e meia ap0s a injecdo verificou-se elevacao significativa da
temperatura corporal nos animais tratados com LPS (Figura 5A). Este resultado
segue o padrao de resposta febril induzida por esse estimulo em ratos. Neste tempo,
também houve aumento significativo na concentracdo de *O, em cerca de 69% no

hipotalamo (Figura 5B) e de 116% no tecido adiposo marrom (Figura 5C).
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Figura 4: Efeito da administracdo de LPS sobre a temperatura corporal e

producao de '0, ap6s 1 h. Os animais receberam LPS (simbolos cheios) por via intravenosa
na dose de 5 pg/Kg/mL, ou 0 mesmo volume de solugéo salina 0,9% (simbolos vazios). No painel A
0s pontos representam a média + EPM da temperatura corporal (em °C) dos animais, medida por
telemetria. Nos painéis B e C as colunas representam a derivada de absorcao de '0, nos grupos
tratados com solugéo salina (SAL) ou LPS no hipotadlamo e tecido adiposo marrom, respectivamente,

1 h apds a injecado. (n= 3).
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Figura 5: Efeito da administracdo de LPS sobre a temperatura corporal e

producdo de 'O, ap6s 2,5h. Os animais receberam LPS (simbolos cheios) por via intravenosa
na dose de 5 ug/Kg/mL, ou o mesmo volume de solucédo salina 0,9% (simbolos vazios). No painel A
0s pontos representam a média + EPM da temperatura corporal (em °C) dos animais, medida por
telemetria. Nos painéis B e C as colunas representam a derivada de absorcdo de 'O, nos grupos
tratados com solucéo salina (SAL) ou LPS no hipotalamo e tecido adiposo marrom, respectivamente,

2,5 h apés a injegdo. (n= 4). *p<0,05 quando comparado ao valor correspondente do grupo salina.
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Figura 6: Efeito da administracdo de LPS sobre a temperatura corporal e

producéo de '0,ap6s 6h. Os animais receberam LPS (simbolos cheios) por via intravenosa na
dose de 5 ug/Kg, ou o mesmo volume de solugéo salina 0,9% (simbolos vazios). No painel A os
pontos representam a média + EPM da temperatura corporal (em °C) dos animais, medida por
telemetria. Nos painéis B e C as colunas representam a derivada de absorcdo de 'O, nos grupos
tratados com solucéo salina (SAL) ou LPS no hipotadlamo e tecido adiposo marrom, respectivamente,

6 h apos a inje¢do. (n= 3). *p<0,05 quando comparado ao valor correspondente do grupo salina.
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No tempo de 6 h apds a injecdo de LPS verifica-se que a temperatura
corporal dos animais jA se encontra na fase de defervescéncia (Figura 6A). A
concentracéo de 'O, no hipotalamo (Figura 6B) e tecido adiposo marrom (Figura 6C)
também se encontram reduzidas em relagédo ao tempo de 2.5 h e, embora o grupo
LPS apresente elevagdo de 'O, em ambos os tecidos, ndo foram verificadas
diferencas significativas quando comparadas ao grupo controle.

A Figura 7 apresenta o espectro tipico do radical TEMPO no hipotalamo de

animais 3 h apos a administracdo de LPS ou Salina.
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Figura 7: Espectro tipico do radical TEMPO no hipotalamo de animais 3 h ap06s

a administracdo de LPS ou Salina.
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6 DISCUSSAO

Com o avanco das técnicas de biologia molecular nos udltimos anos, a
investigacdo dos mecanismos moleculares e bioquimicos associados a patogénese
de diversas doencas tem aumentado consideravelmente. Este estudo teve como
objetivo investigar a producdo de EROS, especialmente 'O, durante a febre em
ratos.

O LPS desencadeia uma reacéao inflamatoria liberando grandes quantidades
de mediadores que possibilitam que o hospedeiro responda ao patdgeno invasor
(IANARO; TERSIGNI; D’ACQUISITO, 2009). O LPS é um pirégeno exdégeno usado
rotineiramente nos estudos experimentais de febre, visto que sua administracéo
provoca respostas que mimetizam as reacfes que acontecem durante a infeccdo do
organismo por bactérias Gram-negativas (MICHIE et al.,1988; REIS et al., 2011).

A dose de LPS utilizada nesse estudo (5 pg/Kg, iv) induziu resposta febril
moderada e continua. Logo apds a injecdo verificou-se elevacdo da temperatura
corporal, porém nao foi significativa e ocorreu provavelmente devido ao estresse que
0s animais sofreram durante a administragdo do LPS ou salina. O pico de aumento
de temperatura ocorreu de 2.5 a 3 h apds a administracdo de LPS. Cerca de 6 h
apos a injecdo, a temperatura corporal dos animais jA estava na etapa de
defervescéncia. Desta forma, os tempos de coleta dos hipotalamos de 1, 2.5 e 6 h
ap6s a injecdo de LPS foram selecionados buscando-se avaliar a producéo de 'O,
na fase inicial, no pico e no término da febre.

A curva temporal de elevacao da temperatura verificada em nosso estudo é
semelhante ao descrito na literatura para a resposta tipica a doses moderadas de
LPS (SOARES et al.,, 2011). Sabe-se que administracdo sistémica de LPS pode
induzir febre monofasica, multifasica ou hipertermia, dependendo da dose, via de
administracao e temperatura ambiente (ROMANOVSKY et al., 1998).

Os resultados obtidos neste estudo revelaram um aumento da producédo de
0, no hipotalamo e tecido adiposo marrom 2.5 h ap6s a administracéo de LPS em
ratos. Nos demais tempos avaliados, apesar de haver um aumento, ndo se observou
diferenca significativa em comparacéo ao grupo controle.

O aumento na producgdo de EROS no cérebro apés o tratamento com LPS ja

foi documentado em roedores. Verificou-se elevacdo na produgdo de anions
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superoxidos 2 h (CLEMENT et al., 2010) e 3 h ap6s a administracdo periférica de
LPS em camundongos (MULLER; SCHARZ., 2008).

SHABALINA e colaboradores (2014) analisaram os mecanismos moleculares
associados a producdo de ERO’s induzida por diferentes substratos no tecido
adiposo marrom de camundongos e destacaram a participacdo de proteinas do tipo
UCPs. SANCHES-AVALEZ sugeriram que a produgdo de EROS induzida por
metanfetamina seja um componente importante para o desenvolvimento de
hipertermia durante o abuso de metanfetamina.

As ERO’s possuem importante papel na inflamag¢ao, como por exemplo, o NO
na regulagdo de tdnus vascular, O, na proliferacdo dos fibroblastos, H,O, na
ativacao de fatores de transcricdo de NFkB. As ERQO’s, também estao relacionadas
com a modificacdo oxidativa de lipoproteinas de baixa densidade, danos no DNA,
dentre outros (WINROW et al, 1993).

O aumento na producdo de EROS tem sido verificado em modelos de choque
séptico, inflamacao, dor e doencas neurodegenerativas e associado a patogénese
dessas condicbes (PAWATE et al., 2004; VIGGIANO et al., 2005; MIRSHAFIEY;
MOHSENZADEGAN, 2008; CLEMENT et al.,, 2010; TREVISAN et al., 2014,
JAZVINSCAK et al., 2015)

A OH é considerada a mais toxica dos radicais a base de oxigénio e causa
grandes problemas no interior das células, particularmente em macromoléculas.

Sabe-se que o LPS promove a secrecdo de TNF-a em diversos tipos
celulares e, consequentemente, a ativacdo de NF-kB, que pode ter um papel
importante no desenvolvimento da resposta febril (COMSTOCK et al. 1998). O fator
de transcricdo NF-kB € relatado como sendo o sensor de oxigénio na endotoxemia
induzida por LPS (BHATTACHARYYA et al, 2004).

No estudo de BHATTACHARYYA e colaboradores (2004) detectou-se que a
sequéncia de reacdes patogénicas mediadas pelo LPS, que conduz a producao de
sepse, envolve as ERO’s. Entre as ERO'’s, o radical OH seja isoladamente ou em
combinagdo com o0 peroxinitrito, produz danos nos tecidos frequentemente
observados durante uma lesdo séptica. A inativacdo destes radicais por
antioxidantes pode ser util para a protecdo contra sepse, mas a aplicacdo desses
agentes como farmacos em seres humanos ainda nao foi totalmente bem sucedido.
Tendo em vista que cada ERO pode contribuir de diferentes maneiras no organismo

é importante que se estude cada espécie reativa individualmente. O *O, é uma
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forma molecular de oxigénio que €& capaz de reagir biologicamente com uma
variedade importante de substratos. O 'O, pode estar envolvido em uma série de
efeitos ambientais e de saude, bem como nos efeitos terapéuticos de alguns
medicamentos e na fotoquimioterapia.

Foi descrito um sistema que permite a avaliacdo dos efeitos de 'O, em
amostras bioldgicas, na auséncia de outras espécies reativas. O sistema faz uso de
fotossensibilizacdo, um meio muito eficiente de gerar *O,. Os resultados vistos com
este sistema podem ser atribuidos ao 'O, e confirmada por medicéo do tempo de
vida do intermediario reativo. Neste mesmo estudo foram analisados o fator protetor
de oxigénio singleto tanto para bactérias gram-positivas quanto gram-negativas visto
gue o LPS funciona como uma barreira para protecdo da bactéria contra invasores
do meio externo. Varias espécies de bactérias gram-negativas e gram positivas
foram depositadas em filtros de membranas e em sequéncia expostas ao 'O, e
como resultado, tanto bactérias gram-positivas quanto gram-negativas morreram
rapidamente quando em contato com o 'O,, neste estudo foi sugerido que o 'O, é
um dos meios de protecdo produzidos pelo sistema imunoldgico, porém este estudo
por ser in vitro necessita de mais experimentos (DAHL et al; 1988). Nosso estudo
teve como foco a andlise da producdo de 'O, durante a febre em ratos e os dados
demonstraram aumento na concentracdo dessa ERO juntamente com o pico de
resposta febril. Estudo realizado por COSTA e colaboradores (2008) demonstrou
que farmacos como a dipirona sdo potentes sequestradores de 'O, in vitro e sugere
que este efeito contribua para a antipirese exercida por este farmaco. Até o presente
momento ndo encontramos relatos na literatura sobre a producéo de 'O, durante a
febre. Nossos resultados sdo preliminares, mas indicam que ocorre aumento da
producdo de 'O, durante a febre e que essa ERO possa desempenhar papel
importante para a elevagdo da temperatura, tendo em vista seu aumento tanto no
hipotalamo quanto no tecido adiposo marrom. Mais estudos precisam ser realizados

para melhor caracterizagao da participacao das EROS durante a febre.
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7 CONCLUSAO

A febre € uma condicédo clinica muito comum, mas 0s mecanismos envolvidos
em sua génese ainda nao estdo completamente esclarecidos. A analise da producao
de EROS durante a febre pode auxiliar no entendimento dos mecanismos
envolvidos. Nossos dados revelaram aumento na concentracdo de 'O, no
hipotalamo e tecido adiposo marrom de ratos durante a febre induzida por LPS e
indicam que essa ERO possa desempenhar papel importante para que ocorra a
elevacdo da temperatura corporal. Mais estudos precisam ser realizados para

confirmar essa hipétese.
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