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RESUMO

QUEIROZ, M.M. Efeito da dipirona, 4-MAA e 4-AA sobre a resposta febril induzida
pelo LPS e seus mediadores em ratos. 2016. 98 f. Dissertagao (Mestrado) — Faculdade de
Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de Sdo Paulo, Ribeirdo Preto, 2016.

A dipirona ¢ uma pré-droga com potente atividade antipirética e analgésica. Varios trabalhos
mostram que assim como a indometacina, a dipirona reduz a resposta febril induzida pela
endotoxina de E. coli, o LPS. Entretanto, a dipirona reduz respostas febris que sdo insensiveis
a indometacina como a resposta febril induzida pela ET-1 e pelo v7s. Também foi
demonstrado o efeito antipirético da dipirona sobre a resposta febril induzida por mediadores
envolvidos na febre induzida pelo LPS. O objetivo deste estudo foi comparar o efeito
antipirético da dipirona com o efeito de seus principais metabolitos ativos, 4-MAA e 4-AA,
sobre a resposta febril induzida por citocinas, prostaglandinas, CRF ¢ AEA. Nossos resultados
mostraram que nas doses utilizadas, tanto a dipirona (120 mg/kg, i.p.) quanto os metabolitos
4-MAA e 4-AA (90 mg/kg, i.p.) ndo alteraram a temperatura corporal basal dos animais. Na
febre induzida pelo LPS (50 pg/kg, i.p.), apenas o 4-MAA foi capaz de abolir a resposta
enquanto que a dipirona e o 4-AA reduziram apenas a fase inicial. O tratamento com dipirona,
4-MAA e 4-AA foi efetivo para reduzir a resposta febril induzida apos inje¢ao i.c.v. de IL-6
(300 ng/rato), TNF-a (250 ng/rato) e PGF,, (750 ng/rato). Na febre induzida pela IL-1p (3,12
ng/rato, i.c.v.), apenas a dipirona e o 4-MAA inibiram esta resposta, enquanto que o 4-AA
reduziu a febre apenas até a 2*h. Também demonstramos que a reducao da concentracao de
PGE; no hipotdlamo ndo esta diretamente relacionada com o efeito antipirético desses
farmacos, pois animais tratados com 4-AA apresentaram reduc¢do da concentra¢do de PGE;
sem significante redu¢do da resposta febril. Dipirona, 4-MAA e 4-AA ndo reduziram a
resposta febril induzida pela PGE, (250 ng/rato, i.c.v.) e CRF (5 pg/rato, i.c.v.). Entretanto
animais estimulados com CRF apresentaram hipotermia quando tratados com 4-MAA e 4-
AA. Nos animais estimulados com AEA (10pg/rato, i.c.v.), apenas o 4-MAA foi capaz de
abolir a resposta febril, enquanto que a dipirona e 4-AA reduziram apenas o inicio desta
resposta. Os resultados apresentados sugerem que, dependendo do estimulo, a dipirona, 4-
MAA e 4-AA podem, além de inibir a sintese de PGE,, inibir a sintese/liberagao de CRF e/ou
opidides endogenos.

Palavras-chave: Dipirona. Metabolitos da dipirona. Febre. LPS. Citocinas.
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ABSTRACT

QUEIROZ, M.M. Effect of dipyrone, 4-MAA and 4-AA on LPS fever-induced and its
mediators in rats. 2016. 98 f. Dissertagdo (Mestrado) — Faculdade de Medicina de Ribeirao
Preto, Universidade de Sdo Paulo, Ribeirdo Preto, 2016.

Dipyrone is a pro-drug with potent antipyretic and analgesic activity. Several studies show
that as indomethacin, dipyrone reduces fever induced by endotoxin of E. coli, LPS. However,
dipyrone reduces febrile responses that are insensitive to indomethacin as the fever induced
by ET-1 and vTs. It has also been demonstrated the antipyretic effect of dipyrone on fever
induced by pyrogenic mediators involved in LPS-induced febrile response. The aim of this
study was to compare the antipyretic effect of dipyrone with the effect of its major active
metabolites 4-MAA and 4-AA, on febrile response induced by cytokines, prostaglandins,
CRF and AEA. Ours results showed that at the doses used, both dipyrone (120 mg/kg, i.p.)
and 4-MAA e 4-AA (90 mg/kg, i.p.) did not alter basal body temperature of the animals. In
LPS-induced fever (50 pg/kg, i.p.) only 4-MAA abolished the fever while dipyrone and 4-AA
reduced only the initial phase. Pre-treatment with dipyrone, 4-MAA and 4-AA reduced the
febrile response induced after i.c.v. injection of IL-6 (300 ng/rat), TNF-a (250 ng/rat) and
PGF,, (750 ng/rat). The fever induced by IL-1B (3.12 ng/rat, i.c.v.) was reduced only by
dipyrone and 4-MAA while 4-AA reduced only until the second hour. We also demonstrated
that the reduction of PGE, concentration in hypothalamus is not directly related to the
antipyretic effects without significant reduction of fever response. Dipyrone, 4-MAA and 4-
AA did not reduced the febrile response induced by PGE, (250 ng/rat, i.c.v.) and CRF (5
pg/rat, i.c.v.). Though animals stimulated with CRF showed hypothermia when treated with
4-MAA and 4-AA.In animals injected with anandamide (10 pg/rat, i.c.v.), only 4-MAA
abolished the fever response, and dipyrone and 4-AA only reduced the beginning of this
response. These data suggest that, depending on stimulus, dipyrone, 4-MAA and 4-AA can,
besides inhibiting PGE, synthesis, inhibit synthesis/release of CRF and/or endogenous

opioids.

Keywords: Dipyrone. Dipyrone metabolites. Fever. LPS. Cytokines.
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1 INTRODUCAO

1.1 Termorregulacio

A regulacdo da temperatura corporal ocorre por meio de uma complexa integracdo de
conexdes neuronais que envolvem uma série de estruturas cerebrais ordenadas
hierarquicamente, tais como a area pré-optica hipotalamica, o hipotdlamo dorso-medial, a
regido medular rostral da rafe, o sistema limbico, a formagao reticular, a medula espinhal e os
ganglios simpaticos (BOULANT, 2000; NAKAMURA, 2011). Ao hipotdlamo, mais
precisamente a area pré-Optica do hipotalamo anterior (APO-HA), tem sido atribuido a fun¢ao
termorreguladora da temperatura interna do organismo (ZEISBERGER, 1999; NAKAMURA,
2011). Nesta regido estao localizados neurdnios termossensiveis, cuja frequéncia de disparo €
afetada tanto por influéncia de conexdes diretas com termorreceptores distribuidos na pele e
nos musculos, como por alteragdes da temperatura sanguinea da 4area adjacente
(DINARELLO et al., 1988) e por acao de pirdgenos e criogenos endogenos (ROTH et al.,
2006; NAKAMURA, 2011).

O hipotalamo possui trés tipos basicos de neurdnios termossensiveis. Neurdnios
sensiveis ao calor, que aumentam a sua frequéncia de disparo durante aumento da temperatura
na regido pré-Optica e que transmitem essa informacdo para neurdnicos termoefetores
sensiveis ao calor, os quais controlam respostas para perda de calor como vasodilatagao e
transpiracdo. Também héa os neurdnios sensiveis ao frio que sdao inibidos pelos neurdnios
sensiveis ao calor que estdo ao seu redor. Quando hé resfriamento da regido pré-optica, a
frequéncia de disparo dos neuronios sensiveis ao calor diminui, reduzindo a inibigdo sinaptica
e permitindo o aumento da frequéncia de disparo dos neuronios sensiveis ao frio que ativam
os neurdnios efetores sensiveis ao frio, os quais controlam respostas para produgdo de calor
(tremor ou shivering, sem tremor ou nonshivering, vasoconstricdo). Por ultimo, ha os
neurdnios insensiveis & mudanga de temperatura na regido pré-optica, cujas fungdes podem ou
nao estar relacionadas com a termorregulacao (BOULANT, 2000).

A termogénese através de tremor, shivering, € o ultimo mecanismo de defesa ativado
quando o organismo esta exposto a um estimulo frio, j4 que o seu limiar térmico ¢ menor que
o de vasoconstricdo, além disso, também ha alto consumo de energia para geracdo dos
tremores. A termogénese do tecido adiposo marrom (BAT) ¢ uma fungdo metabolica
especifica do tecido que ocorre através da liberagdo de protons pela membrana mitocondrial

dos adipdticos. Esta fungdo ¢ facilitada pela elevada expressdo da proteina de desacoplamento
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1 (UCP-1) nas membranas mitocondriais do BAT e pode ocorrer também por ativagdo
simpatica e liberacdo de noradrenalina e ativagdo de receptores [-adrenérgicos 3

(MORRISON; NAKAMURA, 2011).

1.2 Resposta de fase aguda e resposta febril

A resposta de fase aguda ¢ um arranjo complexo de reacdes sistémicas, iniciada e
mediada pela secrecdo de citocinas pro-inflamatdrias por diversos tipos celulares (leucocitos
polimorfonucleares, mondcitos, linfocitos, células endoteliais, células gliais, etc.). A febre
constitui parte dessa resposta complexa e ¢ caracterizada pela integracdo do sistema imune
com o sistema nervoso autonomo e central diante de agressdes de diferentes origens
(ZEISBERGER, 1999; ROTH; SOUZA, 2001; NAKAMURA, 2011). A febre ¢ definida
como uma elevacdo regulada da temperatura corporal para niveis acima dos normais em
virtude da alteragdo do ponto de regulagem hipotaldmico (DINARELLO et al., 1988; ROTH;
SOUZA, 2001; NAKAMURA, 2011).

Na vigéncia de infec¢do ou inflamagdo, principalmente com grande area de lesdo
tecidual, a febre constitui importante resposta de defesa do organismo. Assim, estudos relatam
que a reposta febril promove aumento da migragdo celular, fagocitose e pinocitose,
proliferacdo de células T helper, maior liberagdo de interferon, desenvolvendo um ambiente
desfavordvel para o crescimento e sobrevida de microrganismos (KLUGER, 1991;
LEGRAND; ALCOCK, 2012). Todavia, quando a resposta febril se estende por um periodo
prolongado, provoca efeitos nocivos ao organismo como desnaturacdo de proteinas e
potencializacdo do efeito de determinadas doengas pré-existentes como doengas autoimunes,
cardiorrespiratorias entre outras (BLATTEIS, 2006). Dessa forma, tornou-se necessario o

desenvolvimento de terapias antipiréticas para o controle da resposta febril.

1.3 Mediadores da resposta febril

Algumas substancias produzidas por fungos, bactérias, virus ou parasitas sao
denominadas pirogénios exogenos. Estas substincias sdo incapazes de induzir a resposta
febril diretamente, mas sdo capazes de estimular a producido e/ou liberagdo de pirogénios
endogenos de células imunes ativadas, que sdo os responsaveis pela elevacao da temperatura

corporal (ATKINS, 1960; ZEISBERGER, 1999; ROTH; SOUZA, 2001).
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A resposta febril é desencadeada através da interacdo dos pirogénios endogenos, dos
quais podem ser citadas as interleucinas (IL)-1a e B, IL-6, IL-8, fator de necrose tumoral
(TNF)-a, interferon (IFN)-a, -B e -y, proteina inflamatdria derivada de macrofagos (MIP)-1,
fator pirogénico pré-formado (PFPF), fator liberador de corticotropina (CRF), RANTES,
endotelina (ET)-1, bradicinina (BK), 6xido nitrico (NO) e prostaglandinas (PGs) (ROTH et
al., 2006; SOARES et al.,, 2006; ZAMPRONIO et al., 1994; MACHADO et al., 2007;
FABRICIO et al., 2005a; GOURINE, 1995; BLATTEIS, 2007).

Bennet e Beeson (1953a; 1953b) apresentaram a primeira evidéncia de que os
pirogénios exogenos atuam através da produgdo e/ou liberagao de pirogénios endogenos pelas
células do hospedeiro. Estes seriam os responsaveis pela ativagdo dos centros cerebrais que
controlam a temperatura promovendo elevacdo da temperatura corporal (ATKINS, 1960).
Entretanto, a ag@o direta de pirogénios exdgenos nao pode ser descartada, pois existem sitios
receptores especificos para componentes da parede celular e material liberado pelos diferentes

pirogénios exdgenos (DINARELLO, 2004; AKIRA 2006).

1.3.1 Interleucina-1, interleucina-6 e fator de necrose tumoral

A Interleucina-1 (IL-1) ¢ um mediador inflamatério de fase aguda que provoca
respostas locais e sistémicas. A IL-1 induz a expressao de moléculas de adesdo nas células do
endotélio, que facilitam a diapedese de células de defesa para o local da inflamacado, e
consequentemente, promove vasodilatagdo, febre, sensibilidade a dor e hipotensao (WEBB et
al., 1986). Esta citocina ¢ expressa em macrofagos, mondcitos, células dendriticas, linfocitos
B, células NK e células epiteliais (ZHANG et al., 1990; WEBB et al., 1986).

A IL-1 pode ser classificada em dois subtipos, IL-1a e IL-1B, ligam-se aos receptores
IL-1 tipo I (IL-1RI) e IL-1 tipo II (IL-1RII), e sao bloqueadas pelo antagonista endogeno IL-
Ira. Apenas a ligacdo com o receptor IL-1RI desencadeia uma resposta, ja que o receptor IL-
IRII ¢ desprovido da proteina acessoria AcP, necessaria para a transducdo dos sinais (UM et
al., 2003). A expressdo de IL-1a e IL-1p pode ser induzida através da ativagdo do fator de
transcricdo NF-kB apods exposi¢do a pirogénios exogenos (lipopolissacarideos - LPS) ou da
propria IL-1B (MEANS et al., 2000; DINARELLO, 1989).

Os niveis de IL-1p estdo elevados no hipotilamo apods administracdo central de
endotelina-1 (FABRICIO et al., 2006b) ¢ também no plasma ¢ fluido cerebroespinhal (CSF)
ap6s administragdo de LPS (VIRTA et al., 2002) e zymozan (LYTE et al., 1986).



Introdugdo | 25

A administracdo de IL-1p induz resposta febril em coelhos (PALMI et al., 1994), em
ratos (De SOUZA et al., 2002) e em humanos (NEMUNAITIS et al., 1994). Esta resposta
febril ¢ inibida ap6s administracdo de dipirona, indometacina (De SOUZA et al., 2002) e
antagonista de receptor canabindide CB1 (AM251) (FRAGA et al., 2016). A resposta febril
induzida por estimulos como ET-1, CRF, e PFPF ¢ reduzida apds administragdo do
antagonista IL-1ra, demonstrando que a IL-1B atua como mediador dessa resposta
(FABRICIO et al., 2006a).

Assim como a IL-1B, a IL-6 também ¢ considerada um dos principais pirogénios
enddgenos. Apds estimulo inflamatdrio, a transcricdo de IL-6 ¢ realizada por mondcitos,
células do endotélio vascular, células B, células T, queratinécitos, sinovidcitos e fibroblastos.
No encéfalo a IL-6 ¢ sintetizada por neurdnios e células da glia (KISHIMOTO et al., 1989;
MAIMONE et al., 1993; FREI et al., 1989; JUTTLER et al., 2002; NISHIMOTO et al.,
2006).

Apesar de ndo ser expressa constitutivamente, a expressdo de IL-6 ¢ rapidamente
induzida por varios estimulos inflamatorios como IL-1, TNF-a, INF-y e LPS em diversos
tipos celulares (SEHGAL et al., 1988; NORDAN, 1986; SHALABY, 1989; KOHASE, 1987).

Assim como a IL-6, o seu receptor, IL-6R também ¢ produzido e expresso em diversos
tipos celulares (YAMASAKI, 1988; KISHIMOTO 1989). A IL-6, cuja sintese ¢ regulada pelo
fator de transcrigdo NF-kB, liga-se ao seu receptor soluvel IL-6R e, em seguida, ligam-se a
proteina de membrana gp130, que ¢ a responsavel pela transdugdao do sinal (revisado por
NAUGLER et al., 2008).

Estudos com camundongos deficientes em IL-6, demonstraram que esta ¢ essencial
para a inducdo de resposta de fase aguda, assim como para a resposta de anticorpo antiviral
(KOPF et al., 1994) e que esse tipo de animal ndo desenvolveu febre apos estimulo com LPS
ou IL-1PB (CHAI et al., 1996).

A IL-6 ¢ uma citocina que possui multiplas fun¢des bioldgicas. Entretanto, a produgado
exacerbada de IL-6 pode levar ao desenvolvimento de doengas autoimunes como a artrite
reumatoide (KISHIMOTO et al., 1989; CROSTEIN et al., 2007). Também possui importante
papel na instalacdo do quadro de anemia da inflamag¢do cronica por inibir a secre¢ao de ferro
pelos macrofagos e a sua absor¢do pelo intestino (LEE, P et al., 2005, NEMETH, E. et al.,
2003, 2004, 2006).

A administragdo de IL-6 a pacientes portadores de doencas neoplasicas induz resposta
febril através da inducdo da sintese da enzima ciclooxigenase (COX) -2 e sintese de

prostaglandinas (NAKAHARA et al., 2003). Em infec¢cdes como a sepse, niveis elevados de
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IL-6 estdo relacionados a severidade e mortalidade por sepse (NASRAWAY et al., 2003).
Outro estudo mostra que ratos com sepse apresentaram niveis elevados de IL-6, IL-1 e TNF-
a no exsudato peritoneal, plasma e hipotdlamo (FIGUEIREDO et al., 2010). Estudo realizado
por Soares et al. (2012) mostrou que as citocinas IL-6, IL-1p e TNF-a também estao elevadas
no sangue e no exsudato peritoneal apds a administracdo sistémica de colonias de E. coli a
ratos, sendo que apenas a IL-6 e IL-1B aumentaram no CSF e no hipotdlamo. Ainda, a
resposta febril induzida pela administragdo central de IL-6 foi inibida apods pré-tratamento
com indometacina, dipirona, nimesulida e AM251 (De SOUZA et al., 2002; WERNER et al.,
2006; FRAGA et al., 2016).

O TNF-a ¢ sintetizado por macrofagos, mas também por outros tipos celulares como,
linfécitos, células de Kupffer, células NK e adipocitos (BEUTLER; CERAMI, 1989;
YOSHIKA et al., 1998; CAWTHORN; SETHI, 2008). A sintese de TNF pode ser induzida
por pirogénios exdgenos como o LPS, virus, parasitas, etc (De FORGE et al., 1990).

A producdo exacerbada de TNF ou a sua sinalizacdo prolongada estd presente em
diversas patologias, como doengas autoimunes, autoinflamatérias (McDERMOTT et al.,
1999; PALLADINO et al., 2003). Além de fungdes no sistema imune, o TNF também regula
funcdes fisiologicas como apetite, febre, metabolismo energético e atividade endocrina
(KLASING et al., 1988).

A sinalizacdo do TNF ocorre através de dois tipos de receptores, TNFR1 ou p55 e
TNFR2 ou p75, que podem ser encontrados ligados a membrana ou como homotrimeros
soluveis. TNFR1 ¢ expresso constitutivamente em diversos tipos celulares, enquanto TNFR2
¢ encontrado principalmente em células do sistema imune (revisado por STOJANOV et al.,
2005). Em relacao a resposta febril, o receptor p55 apresenta maior envolvimento do que o
receptor p75 (BENIGNI et al.,, 1996; SUNDGREN-ANDERSSON et al., 1998). Quando
administrado por via central ou periférica, o TNF-a induziu resposta febril em ratos
(KETTELHUT; GOLDBERG, 1988; De SOUZA et al., 2002), em humanos (MICHIE et al.,
1988) e em coelhos (DINARELLO et al., 1986).

1.3.2 Prostaglandinas e fator liberador de corticotropina

Em 1971 foi observado que a injecdo de prostaglandina E, (PGE;) no terceiro
ventriculo de gato induziu resposta febril (MILTON; WEDLANDT, 1971). Na mesma época,
estudos realizados por Feldberg e Saxena (1971) e Stitt (1973) mostraram que a administragao

intracerebroventricular (i.c.v.) de PGs induziu febre em ratos e coelhos.
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A sintese dos eicosanoides inflamatérios ocorre por acdo enzimatica da
endoperoxidase PGH-sintase (PGHS) que utiliza o 4cido araquidénico (AA) proveniente da
membrana fosfolipidica como substrato. A PGHS, também denominada como ciclooxigenase
(COX), possui duas atividades importantes: a de ciclooxigenacdo por adicionar molécula de
oxigénio ao acido araquidonico para formar a PGG,, e a de peroxidacdo ao converter a PGG,
em uma forma mais estavel, a PGH,. Por agdo de isomerases especificas, a PGH, ¢
transformada em seus respectivos eicosanodides, PGD,, PGE,, PGI,, PGF,,, tromboxano A,
(OHKI et al., 1979; SMITH et al., 2002; HECKER et al., 1995).

A COX-1 e COX-2 sdo produtos de dois genes distintos que sdo localizados nos
cromossomos 9 ¢ 1 em humanos (FUNK et al., 1991; YOKOYAMA et al., 1989). Estas
isoenzimas possuem estruturas homologas e ambas catalisam a sintese de PGH, a partir do
AA com analogas propriedades cinéticas (KUJUBU et al., 1991; OTTO; SMITH, 1995). A
principal diferenga entre COX-1 e COX-2 esta relacionada a sua regulacdo e distribuicdo no
tecido.

A COX-1 ¢ expressa constitutivamente no trato gastrointestinal, rins, musculo liso
vascular e plaquetas. Possui atividades citoprotetoras, de agregacao plaquetaria, € manutengao
da perfusdo renal. Por outro lado, a COX-2 ¢ expressa apenas apds contato com estimulo
inflamatorio, sendo comumente referida como a isoforma induzivel da COX. Por isso
acredita-se que a enzima induzivel COX-2 ¢ a isoforma envolvida na sintese de
prostaglandina durante respostas inflamatérias, enquanto a COX-1 estd envolvida na
manutengdo de funcdes fisiologicas desses eicosandides (Revisado por CLARIA, 2003).
Entretanto, ha estudos que mostram a expressdo constitutiva de COX-2 nos rins, pulmdes,
utero e cérebro de ratos (revisado por VANE; BOTTING, 1998).

Estudo realizado por Chandrasekharam et al. (2002) mostrou a existéncia de uma
terceira isoenzima da ciclooxigenase formada a partir do mesmo gene da COX-1, denominada
de COX-3, expressa principalmente no cortex cerebral de cdes e humano e no coracdo
humano.

A PGE; ¢ considerada o mediador essencial da febre por ser a isoforma mais
predominante no cérebro (BLATTEIS et al., 1997). Estudos em ratos que visavam investigar
os sitios de agdo onde a prostaglandina produz febre determinaram que o local com atividade
fibrogénica induzida pela PGE, estd na éarea antero ventral do terceiro ventriculo e
compreende o organum vasculosum da laminae terminalis (OVLT) e area pré-optica do
hipotalamo anterior (APO-HA) (WILLIAMS et al., 1977; STITT, 1991; SCAMMELL et al.,
1966; OKA et al., 1997).
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Na década de 90 foram identificados quatro subtipos de receptores para
prostaglandinas, EP;, EP,, EP3 e EP4. Os receptores EPs sdo acoplados a proteina G, mas cada
um possui diferentes vias de transducdo. O subtipo EP; aumenta os niveis intracelulares de
calcio, EP, e EP,4 estimulam a adenilato ciclase e EP; inibem a adenilato ciclase (USHIKUBI
et al., 1998; BOIE et al., 1997; KIRIYAMA et al., 1997).

Os niveis de PGE; no CSF e hipotdlamo estdo aumentados durante a resposta febril
induzida por LPS e o tratamento com o inibidor da COX, indometacina, reduz tanto a resposta
febril quanto os niveis de PGE, (MALVAR et al., 2011).

A PGE, também ¢ considerada o principal eicosandide envolvido na resposta febril
induzida por endotoxina, embora outros derivados do 4cido araquiddnico, particularmente a
PGF,,, também possam induzir febre em ratos (MORIMOTO et al., 1988; COELHO et al.,
1993; De SOUZA et al., 2002). Quando administrada por via i.c.v., a PGF;, induz aumento da
temperatura corporal em ratos e coelhos (MORIMOTO et al. 1988; FRAGA et al., 201) e ha
aumento dos niveis desse prostandide no CSF de ratos injetados perifericamente com
endotoxina (COELHO et al., 1995). A resposta febril induzida por PGF,, ¢ inibida quando
administrado um antagonista de CRF, o que ndo ocorre na febre causada pela PGE,
(ROTHWELL, 1990).

Nesse contexto, a injecdo i.c.v. de CRF 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 em ratos (DIAMANT; DE WIED, 1991). Rothwell (1991)
sugeriu que a PGF,, poderia mediar os efeitos de certas citocinas (IL-1p e IL-6) estimulando a
liberagdo de CRF, ao contrario da PGE,; que induz febre por estimulagdo direta da
termogeénese.

Fabricio e colaboradores (2006a) evidenciaram a participagdo da endotelina na
resposta febril induzida pelo CRF, uma vez que o antagonista ndo seletivo de receptores ET,
bosentana, € o antagonista seletivo de receptores ETb, BQ788, reduziram a resposta febril
induzida pela administra¢do central de CRF. Soares et al. (2009) demonstraram que o mesmo
ocorre com a resposta febril induzida pelo MIP-1a, sugerindo o envolvimento do CRF no
desenvolvimento dessa resposta.

Tem sido proposto que o CRF participa como mediador da resposta febril induzida por
IL-1B (ROTHWELL, 1989), IL-6 (ROTHWELL et al., 1991) e IL-8 (ROTHWELL et al.,
1990a), pois o tratamento com antagonista de receptores de CRF, a-helicoidal CRF9.41), ou de
anticorpos anti-CRF atenuam significativamente a resposta pirogénica induzida por essas

citocinas. Por outro lado, as respostas febris induzidas por IL-1a, TNF-a e ET-1 ndo sdo
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alteradas pelo tratamento com antagonista de CRF (ROTHWELL, 1989, FABRICIO et al.,
2006a).

O CRF induz febre via receptor CRF;, enquanto que a urocortina, UCNI1, induz
hipertermia via receptores CRF,, sendo que nenhuma dessas respostas parecem depender de
prostaglandina derivada de COX, ja que os anti-inflamatorios nao-esteroidais (AINEs),
celecoxibe e indometacina, ndo foram capazes de inibir a febre do CRF e a hipertermia do
UCN1 (FIGUEIREDO et al., 2010). Estes resultados confirmam estudos prévios onde o
tratamento com indometacina e dipirona foram ineficazes para reduzir a resposta febril
induzida pelo CRF (De SOUZA et al., 2002).

Trabalhos realizados por nosso grupo demonstraram que ha duas vias de mediacao da
resposta febril induzida pelo LPS (Figura 1). Uma via dependente de prostaglandinas,
resultante da producdo e/ou liberagdo de TNF-q, IL-1pB, IL-6, bradicinina ¢ PGF,,, onde a
PGE,, o CRF e os opidides enddgenos atuariam como mediadores finais (De SOUZA et al.,
2002; TALBOT et al.,, 2012; FRAGA et al.,, 2008). A segunda via independe de
prostaglandinas em resposta ao PFPF, CRF e ET-1, envolvendo a sintese de IL-1 e opidides
endogenos no sistema nervoso central (SNC) (ZAMPRONIO et al., 1994; FABRICIO et al.,
2005a; 2006b; FRAGA et al., 2008).

Figura 1: Representacdo esquematica das vias envolvidas na febre induzida por LPS em
ratos. O LPS estimula a liberacdo de pirogénios enddgenos por 2 vias pirogénicas. Uma
dependente de PGs (elipses abertas). A outra insensivel a indometacina e ao celecoxib e
dependente de ET-1, IL-1 e/ou OE (opidide endogeno) (elipses hachuradas). O CRF ¢
implicado em ambas as vias. (Modificado de FABRICIO et al., 2005a). BK: Bradicinina.
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1.3.3 Canabinoides

A planta Cannabis sativa (canabis) foi uma das primeiras plantas usadas pelo homem
para obter fibras téxteis, medicamentos e em rituais religiosos e sociais (SCHULTZ, 1969). O
primeiro registro do uso de canabis como medicamento foi na China, ha cerca de 5000 anos, e
era recomendada para tratamento de dores reumaticas, constipagdo, malaria, trabalho de parto
e quando misturada com vinho, era utilizada como analgésico cirurgico (MECHOULAM,
1986). De acordo com Robson (2001) hé registros do uso de canabis pela Asia, Oriente
Meédio, Africa do Sul e América do Sul.

Os canabinodides podem ser classificados em 3 tipos: endocanabindides quando sdo
produzidos pelo proprio corpo humano; fitocanabindides que estdo presentes naturalmente na
planta Cannabis sativa, e canabinodides sintéticos que sdo sintetizados em laboratorio
(revisado por KATCHAN et al, 2016). Mais de 60 compostos derivados da canabis foram
identificados. O principal principio psicoativo canabindide presente na candbis € o A’-tetra-
hidrocanabinol (A’-THC), que foi isolado na década de 60 (MECHOULAM et al., 1965). Os
efeitos predominantes do A’~THC no sistema nervoso central incluem analgesia, antiémese,
alteracdes na cogni¢cdo e memdria, sensagdo de euforia, diminui¢cdo da fun¢do motora, sedagao
entre outros (HOLLISTER, 1986; DEWEY, 1986).

Devane et al (1988) descobriram que os canabindides exercem seus efeitos através da
interacao com receptores endogenos especificos. O receptor canabindide CB; foi inicialmente
isolado e clonado do cérebro de ratos (MATSUDA et al., 1990) e do tronco cerebral humano
(GERARD et al., 1991). Além do cérebro de ratos, os receptores CB; também foram clonados
de tecidos de camundongos e humanos e apresentam uma semelhanca de 97 a 99% dos seus
aminoacidos entre as espécies (HOWLETT et al., 2002). Posteriormente, em 1993, um
segundo receptor canabindide (CB;) foi identificado em uma linhagem de células
promielociticas de leucemia humana HL60 e o RNA transcrito para CB, foi encontrado no
baco, mas ndo no cérebro de ratos (MUNRO et al., 1993). Os receptores CB, apresentam uma
homologia de 48% com os receptores CB; e a estrutura de ambos ¢ indicativa de receptores
com sete dominios transmembrana, acoplados a proteina G (HOWLETT; FLEMING, 1984).

Os receptores canabinoides sdo classificados como receptores acoplados a proteina
Gi/o e quando ativados inibem a enzima adenilato ciclase. Consequentemente, ha diminui¢ao
dos niveis intracelulares de AMPc e um aumento da ativacao das proteinas quinases ativadas
por mitogenos (MAPK) (PERTWEE, 2006; DI MARZO, 2008). Os receptores CB; e CB,

também estdo acoplados a canais i6nicos na membrana celular podendo aumentar a
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condutancia de canais de potassio (HENRY; CHAVKIN, 1995; MACKIE et al., 1995;
PAGOTTO et al., 2006) ou diminuir a condutancia de canais de calcio atuando indiretamente
pela ativagao de proteina G e producdo de segundos mensageiros (FELDER et al., 1993;
MACKIE et al., 1995; GEBREMEDHIN et al., 1999).

Os receptores CB; sdo expressos em neurdnios periféricos e centrais e em algumas
células ndo neuronais (PERTWEE, 1997 e¢ 2005; HOWLETT et al., 2002). No sistema
nervoso central, os receptores CB; sdao distribuidos de forma heterogénea e de acordo com a
sua fungdo no cortex cerebral, hipocampo, substancia nigra reticulata, globo palido, ntcleo
entopeduncular e cerebelo, bem como em outas 4reas do cérebro e da medula espinhal
(PERTWEE, 1997, 2000 e 2005; IVERSEN, 2003). Baseado em sua localizagdo, os
receptores CB; possuem um importante papel na modulagdo da analgesia, temperatura
corporal, humor e coordenagdo motora (LEDENT et al., 1999; HOWLETT et al., 2002).

O RNAm de receptor CB; ¢ encontrado principalmente no tecido neural, mas também
pode ser encontrado em tecidos periféricos incluindo células do sistema imune, glandula
adrenal, medula O6ssea, coragdo, pulmao, prostata, testiculos, timo, amigdalas e bago
(KAMINSKI et al., 1992; BOUABOULA et al., 1993; GALIEGUE et al., 1995; NOE et al.,
2000; PERTWEE, 2005).

Os receptores CB, sdo expressos principalmente em células do sistema imune e
apresentam um importante papel na imunomodulagdo (HOWLETT et al., 2002; PERTWEE,
1997). Estudos demonstraram a existéncia de RNAm para os receptores CB; no bacgo, timo,
amigdalas, medula 0ssea, pancreas, assim como em macrofagos, mondcitos € em uma ampla
variedade de células imunes em cultura (BOUABOULA et al., 1993; MUNRO et al., 1993;
FACCI et al., 1995; GALIEGUE et al., 1995; SCHATZ et al., 1997). O RNAm para os
receptores canabindides CB, também foi encontrado em tecido glial de cortex retirados de
ratos recém-nascidos, inclusive em concentragdes mais elevadas do que os niveis encontrados
para os receptores CB; na mesma prepara¢do, demonstrando uma possivel fungdo dos
receptores CB; no desenvolvimento cerebral (CARLISLE et al., 2002).

Apo6s a descoberta dos receptores, iniciou-se a procura pelos seus ligantes
canabinoiodes endogenos. Surpreendentemente, o primeiro ligante endogeno isolado foi um
lipideo e ndo um peptideo, como esperado. Tal substancia foi isolada de cérebros de porco e
identificada como araquidoniletanolamida e foi denominada anandamida (DEVANE et al.,
1992). A anandamida (AEA) liga-se em ambos receptores CB; e CB, (GLASS; NORTHUP,
1999), mas a afinidade para receptores CB; ¢ 4 vezes maior do que para os receptores CB,

(FELDER et al., 1995). Além dos receptores canabinodides, a AEA também ativa o receptor
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vanildide de potencial transiente (TRPV1), considerada como um agonista total, mas com
afinidade de ligacdo relativamente baixa (ZYGMUNT et al., 1999). Estudos mostraram que a
ativacdo de receptor TRPV1 pela anandamida induz a liberagdo de substiancia P e de
calcitonina gene-relacionada, que possuem efeitos pro-inflamatorio e vasodilatador local.
Acgdes benéficas como protecao cardiaca e efeitos anti-hipertensivos também foram relatados
(ZYGMUNT et al., 1999; TOGNETTO et al., 2001; SHIN et al., 2002; HWANG et al., 2000).

Em 1995, um segundo ligante enddégeno denominado 2-araquidonilglicerol (2-AG) foi
identificado. Este ¢ capaz de ativar os receptores CB; e CB, (MECHOULAM et al., 1995;
STELLA et al., 1997) e possui atividade intrinseca relativa maior que a anandamida para
ambos os receptores (PERTWEE, 1999; SAVINAINEN et al., 2001).

Tanto a AEA e 2-AG diferem dos neurotransmissores classicos por ndo serem
estocados e liberados por vesiculas (GAETANI et al., 2003). Eles sao sintetizados e liberados
rapidamente pelos neuronios em decorréncia da atividade elétrica induzida por despolarizagao
e consequente influxo de ions célcio (DI MARZO et al., 1994; STELLA et al., 1997). Existem
evidéncias de que a ativagdo de receptores metabotrdpicos possa induzir a sintese neuronal de
anandamida independente de influxo i6nico (GIUFFRIDA et al., 1999).

De modo geral, os endocanabindides sdo sintetizados a partir de fosfolipidios de
membrana que sdo hidrolisados por fofolipases as respectivas formas finais dos
neurotransmissores (BISOGNO et al., 2005).

A formacgao de AEA ocorre através da hidrélise de uma N-acil-fosfatidiletanolamina
por uma fosfolipase D especifica (DI MARZO et al., 1998), enquanto o 2-AG ¢ formado pela
hidrélise de um acilglicerol contendo o araquidonato na posicdo 2, e ¢ catalisado por uma
hidrolase de diacilglicer6is (BISOGNO et al, 2005).

Ainda ndo se tem certeza se a liberagao dos endocanabinodides a partir da membrana
neuronal ocorre por simples difusdo ou se existe algum mecanismo de difusdo passiva ou
carreamento por proteinas envolvido neste processo (DI MARZO et al., 1994; PIOMELLI,
2003). Contudo, acredita-se que uma vez sintetizados, os endocanabindides ajam como
mensageiros retrogrados sendo liberados pela membrana pos-sindptica, difundindo-se para a
membrana pré-sinapse e agindo nos receptores canabinodides, diminuindo a probabilidade de
liberagdo de outros neurotransmissores, por interferirem em uma etapa dependente de célcio
no processo de liberagdo de vesiculas sindpticas (HOFFMAN; LUPICA, 2000).

O processo de inativacdo dos endocanabindides ocorre por dois processos
cooperativos: recaptagdo e degradacao por hidrolise intracelular (CHICCA et al., 2012).

Embora os endocanabinodides possam se difundir livremente através da membrana plasmatica,
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a receptacdo ¢ facilitada por um sistema rapido e seletivo de carreamento presente em
neurdénios e em células gliais (DI MARZO et al.,, 1994; BELTRAMO et al., 1997a;
HILLARD; CAMPBELL, 1997). Depois de recaptados, os endocanabindides sdo
metabolizados por enzimas de degradacao especificas para cada ligante.

A AEA ¢ clivada pela enzima amido hidrolase de acidos graxos (FAAH) em
etanolamina e acido araquidénico (UEDA et al., 1999; KACZOCH, et al., 2010). O 2-AG
pode ser clivado em glicerol e acido araquidonico pela FAAH, embora a principal hidrolase
seja a monoacilglicerol lipase responsavel por aproximadamente 85% da hidrolise do 2-AG
no cérebro de camundongos (BLANKMAN et al., 2007).

O principal efeito relatado sobre a temperatura corporal ap6s a administragio do A’-
THC ¢ a reducdo da temperatura corporal. O A’-THC produz uma resposta hipotérmica
significativa quando administrado por via i.c.v. ou no quarto ventriculo de camundongos
(FITTON; PETERWEE, 1982), e quando administrado sistemicamente em ratos (TAFFE et
al., 2015). Este efeito pode ser revertido pelo antagonista de receptores CB; SR141716A
(COMPTON et al., 1996; TAFFE et al., 2015).

OVADIA et al. (1995) relataram que a administragdao direta do agonista canabinoide
sintético HU-210 na APO-HA de ratos induziu hipotermia. A administracdo do WIN 55212-2,
um agonista mais potente que o A’-THC, na APO-HA também induziu hipotermia de forma
dose dependente em ratos. Esta resposta parece ser mediada por receptores CBj, pois foi
abolida pela administragdo do antagonista de receptores CB; SRI141716A, por via
intramuscular (i.m.), ¢ ndo foi alterada pelo antagonista de receptores CB, SR144528
(RAWLS et al., 2002). Benamar et al. (2007) mostraram que apenas altas doses de WIN
55212-2, quando administrado por via intraperitoneal, induziram hipotermia em ratos e
quando administrados 30 min antes da administragao periférica de LPS atenuaram a resposta
febril induzida pelo LPS, sugerindo o envolvimento do sistema canabinoide na prevengao da
instalacdo desta resposta febril.

CRAWLEY et al., (1993) observaram que a administragdo periférica de altas doses do
endocanabinoide anandamida em ratos diminuiu a temperatura corporal. Por outro lado,
estudos recentes mostraram que a administracdo i.c.v. de anandamida em ratos induziu
resposta febril via receptores CB; (FRAGA et al., 2009), e tal aumento de temperatura ¢

reduzido perante o tratamento com indometacina e celecoxibe (FRAGA et al., 2016).
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1.4 Controle farmacologico da resposta febril

A origem da terapia antipirética ainda ¢ desconhecida. Em 323 a.C., o banho gelado
foi indicado para Alexandre O Grande como tratamento para uma febre misteriosa com a
finalidade de reduzir a temperatura. Este procedimento de resfriamento para aliviar a febre ¢
utilizado até hoje. Escritas do periodo Sumeriano descrevem o uso de folhas do salgueiro por
médicos assirios para o tratamento de doengas reumaticas. Os antigos egipcios também
tinham conhecimento das propriedades antipiréticas das folhas do salgueiro e as usavam como
tratamento para diversas doengas inflamatorias. Hipocrates, influenciado pela medicina
egipcia, indicava o uso do extrato da casca do salgueiro para aliviar as dores do parto e
reduzir a febre (revisado por MACKOWIAK, 2000).

A primeira aplicacdo clinica de extratos de plantas com atividade antipirética ¢
atribuida ao Reverendo Edward Stone que enviou uma carta, em 1763, para a Sociedade Real
de Londres descrevendo a eficdcia antipirética da casca do salgueiro para tratamento da
maléria (STONE, 1973). Em 1829, o farmacéutico francés Leroux isolou pela primeira vez a
salicilina das folhas do salgueiro e demonstrou sua atividade antipirética, desencadeando
diversos estudos que levaram a obtengdo do composto acido acetilsalicilico por Felix
Hoffman. Este composto foi registrado pelo chefe dos laboratorios de farmacologia da Bayer,
Heinrich Dreser, como aspirina em 1899 (VANE et al., 1990). Em seguida, novos compostos
com efeito antipirético foram descobertos e incorporados na farmacopéia clinica como a
antipirina (1884), antifebrina (1886), fenacetina (1887), acetominofeno (1888), piramidona
(1896), fenilbutazona (1949) e indometacina (1963) (revisado por MACKOWIAK, 2000).

Em 1971, Vane mostrou que o mecanismo de agdo da aspirina e outras drogas
similares como a indometacina estaria relacionado com a diminuicdo da produgdo de
prostaglandinas (VANE, 1971). Neste mesmo ano, Milton ¢ Wendlandt (1971) propuseram
que substancias pirogénicas poderiam induzir febre por meio da sintese de prostaglandinas
especificas e que as drogas antipiréticas reduziriam a febre por meio do bloqueio da sua
sintese. Estudos posteriores demonstraram que os AINEs exercem seus efeitos anti-
inflamatoérios, antipiréticos a analgésicos através da inibicao das enzimas COX responsaveis
pela sintese dos eicosanoides (VANE, 1971; De SOUZA et al., 2002; FABRICIO et al.,
2005a).

No entanto, estudos do nosso grupo e da literatura sugerem que os AINEs atuam
através de mecanismos adicionais a inibicdo das enzimas COXs. Foi demonstrado que a

aspirina, o salicilato de sdédio, a indometacina e o ibuprofeno inibem a expressdo génica da
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forma induzida da enzima 6xido sintase (iNOS) (AEBERHARD et al., 1995; AMIN et al.,
1995; DI GIROLAMO et al., 2003); que a aspirina ¢ o salicilato de so6dio inibem a ativagdo
do fator de transcricdo NF-kB (KOPP; GHOSH, 1994; TAKADA et al., 2004) ¢ de um fator
nuclear a regido promotora de TNF-oo (TAKASHIBA et al., 1995); que a indometacina e
etoricoxibe diminuem os niveis da subunidade p65 do NF-kB em ratos com cancer de pulmao
(SETIA; SANYAL, 2012). Ainda, existem evidéncias de que o efeito antipirético da
indometacina, salicilato e ibuprofeno seja inibido pelo antagonista de receptores V; da
arginina-vasopressina (AVP) (ALEXANDER et al., 1989; WILKINSON; KASTING, 1985;
De SOUZA et al., 2002; SOARES et al., 2011).

A dipirona ¢ uma pré-droga com potente efeito analgésico e antipirético, porém
desprovida de atividade anti-inflamatéria (LORENZETTI; FERREIRA, 1985). Como
mostrado na figura 2, apds sua administragdo, a dipirona ¢ convertida por hidrolise em 4-
metilaminoantipirina (4-MAA), que ¢é metabolizado em 4-formilaminoantipirina (4-FAA), 4-
aminoantipirina (4-AA) e 4-acetilaminoantipirina (4-AAA) (COHEN et al., 1998; WESSEL
et al., 20006).

Na o
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Dipirona 4-MAA
(o) /o l

4-AAA 4-AA 4-FAA

Figura 2: Sequéncia da formagdo dos quatro principais metabolitos da dipirona: 4-
metilaminoantipirina (4-MAA), 4-aminoantipirina (4-AA), 4-formilaminoantipirina (4-FAA)
e 4-acetilaminoantipirina (4-AAA) (modificado de WESSEL et al., 2006).
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Diversos estudos tém demonstrado que a dipirona inibe a enzima COX tanto in vitro
(ABBATE et al., 1990, CHANDRASEKHARAM et al., 2002) quanto in vivo (LEVY et al.,
1998; AYOUB et al., 2004). Baseado nesses resultados foi proposto que os efeitos
analgésicos e antipiréticos da dipirona sejam, em parte, devido a inibi¢do da enzima COX e da
consequente diminuicdo da sintese de prostaglandinas (GELGOR et al., 1992; WARNER;
MITCHELL, 2002).

De Souza et al. (2002) demonstraram que a dipirona inibiu a resposta febril induzida
por LPS e por mediadores que participam desta resposta como IL-1p, PFPF, TNF-a, IL-6,
PGF,,. Entretanto, a dipirona ndo alterou a resposta febril induzida pela injecdo i.c.v. de PGE;
e CRF. Posteriormente, nosso grupo demonstrou que a dipirona exerceu efeito antipirético
sobre a febre induzida por ET-1 e LPS, sem alterar a concentracdo hipotaldmica de PGE,;,
sugerindo que o seu mecanismo de acdo esta relacionado a uma via independente da inibigao
da sintese de prostaglandinas (MALVAR et al. 2011).

Também foi demonstrado que a resposta febril e 0 aumento da concentragdo de PGE,
induzidos pelo LPS, no fluido cerebrospinal e hipotalamo foram reduzidos pelo tratamento
com os metabodlitos 4-MAA e 4-AA demonstrando que a atividade antipirética destes
metabolitos esta diretamente relacionada com sua concentragdo no hipotdlamo. Entretanto,
neste mesmo estudo foi observado que o metabolito 4-MAA também inibe a resposta febril
induzida pelo veneno do escorpido Tityus serrulatus (vTs), que ndo induz sintese de PGE,; no
CSF e hipotalamo (MALVAR et al., 2014). Estes resultados demonstram haver outro
mecanismo de a¢ao independente da inibi¢do da sintese de prostaglandinas.

Em vista do exposto e objetivando abrir perspectivas para o tratamento seletivo de
respostas febris de diferentes origens e que utilizam diversos mediadores, investigamos neste
trabalho o efeito antipirético da dipirona e seus metabodlitos 4-MAA e 4-AA sobre a resposta
febril induzida pelo LPS e por mediadores envolvidos nesta resposta como as citocinas, as

prostaglandinas, o CRF e a anandamida.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Investigar os efeitos antipiréticos dos metabolitos 4-MAA e 4-AA da dipirona sobre a
resposta febril induzida pelos mediadores que sdo sintetizados e/ou liberados apds a

administracao sistémica de LPS.

2.2 Objetivos especificos

Comparar:

1. O efeito antipirético do tratamento com dipirona, 4-MAA e 4-AA sobre a resposta febril
dependente da sintese de PGE, induzida pelos mediadores IL-1, TNF-o, IL-6;

2. O efeito antipirético do tratamento com dipirona, 4-MAA e 4-AA sobre a resposta febril
independente da sintese de PGE, induzida pelos mediadores CRF e PGF;;

3. O efeito antipirético do tratamento com dipirona, 4-MAA e 4-AA sobre a resposta febril
induzida pela PGE;;

4. O efeito antipirético do tratamento com dipirona, 4-MAA e 4-AA sobre a resposta febril

induzida pela AEA.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais

Os experimentos foram conduzidos utilizando ratos Wistar machos pesando entre 180-
200g, mantidos na temperatura de 24 £+ 1°C sobre ciclo claro-escuro de 12:12 h, com livre
acesso a agua e comida. Protocolo Comité de Etica n° 14.1.676.53.0 — CEUA Campus de
Ribeirdo Preto-USP.

3.2 Esterilizacao

Os materiais utilizados nos experimentos foram autoclavados a 127°C por 30 min
(material pléstico e solugdes), esterilizados por calor seco a 180°C por 2 h (material de vidro e

metal) ou ainda por luz violeta.

3.3 Solugoes, drogas e reagentes

a. Solucio de corante de Azul de Evans
e Azul de Evans (Merck) 2,50 g
e Agua deionizada q.s.p. 100 ml

e A solucao foi filtrada em filtros Whatman n° 2

b. Drogas e reagentes

e Dipirona — Cayman Chemical Co., USA.

e 4-AA - Sigma, St Louis, MO, USA.

e 4-MAA - Sintetizado no Departamento de Fisica e Quimica da FCFRP pelo Prof.
Giuliano Cesar Clososki.

e Interleucina-1beta recombinante murina — R&D Systems, Inc., Minneapolis, MN, USA.

e Interleucina-6 recombinante murina — R&D Systems, Inc., Minneapolis, MN, USA.

e Fator de necrose tumoral alfa recombinante de rato — R&D Systems, Inc., Minneapolis,
MN, USA.

e Fator liberador de corticotropina recombinante de humano e de rato — Bachem,

Torrance, CA, USA.
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e Prostaglandina E, — Sigma, St Louis, MO, USA.

e Prostaglandina F,,— Sigma, St Louis, MO, USA.

e Anandamida — Tocris, UK.

e Kit de Elisa para dosagem de PGE, — Cayman Chemical Co., USA.

e LPS (endotoxina de E. coli 0111:B4) — Sigma, St Louis, MO, USA.

e Terramicina® - Zoetis, Girona, ESP.

e Dopaser (xilazina) — Hertape Calier, Barcelona, ESP.

e Ketamina Agener (cloridrato de cetamina) 10% - Agener Unido, Sao Paulo, BRA.

¢ Flunixina Meglumina — Shering-Plough, USA.

¢. Vias de administracao

e Intracerebroventricular (i.c.v.):

e As drogas foram administradas em um volume de 3ul no ventriculo lateral direito por
meio de uma agulha de microinje¢ao (30G) conectada a uma seringa Hamilton (25 pl)
por um tubo de polipropileno P20. A agulha excedeu a canula em 2,5 mm.

e Intraperitoneal (i.p.):

e As drogas foram administradas por via intraperitoneal em volume de 1 ml/kg, utilizando
agulhas 20 x 5,5 e seringas de 1 ml.

e Intramuscular (i.m.):

e As drogas foram administradas por via intramuscular em um volume de 1 ml/kg,

utilizando agulhas 13 x 4,5 e seringas de 1 ml.

3.4 Sintese do metabolito 4-metilaminoantipirina

O metabdlito 4-metilaminoantipirina (4-MAA) foi sintetizado a partir da dipirona no
Laboratério de Quimica Organica do Departamento de Fisica e Quimica da FCFRP-USP pelo
Professor Doutor Giuliano Cesar Clososki.

O 4-MAA foi sintetizado a partir da dipirona pela reagdo direta com hidroxido e sédio
em agua, tomando como base a metodologia por Sinning et al. (2008). Esta reacdo consiste na
hidrolise do sal dipirona e ¢ tido como o primeiro passo no metabolismo desta pro-droga, com
a diferenca que, no organismo, a molécula sofre hidrélise 4cida na luz do estdbmago, em
contraste com a hidrdlise alcalina aqui realizada. Apos a extracdo, o composto obtido foi

purificado em coluna flash utilizando AcOEt/MeOH 95:5 como fase movel sendo isolado em
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50% de rendimento. O composto foi caracterizado através de analises de cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas (CG-EM) e ressonancia magnética nuclear (RMN) de

hidrogénio e carbono.

3.5 Implantacio de canulas no ventriculo lateral

Os ratos foram anestesiados com cloridrato de cetamina 58 mg/kg e xilazina 10
mg/kg, via i.p. As implantagdes das canulas seguiram a metodologia ja padronizada em
nosso laboratério (FABRICIO et al., 2005a; MACHADO et al., 2007). Assumindo o
bregma como ponto de referéncia, as coordenadas utilizadas para a implantacdo da canula
1.c.v. foram: AP: -1,5 mm, L: -1,6 mm, com uma inclina¢do da barra incisal de -2,5 mm.
As canulas foram introduzidas no tecido cerebral com coordenada ventral 2,5 mm abaixo
da superficie craniana. As coordenadas utilizadas foram determinadas com base no Atlas
de Paxinos & Watson (1986). Apdés o término do experimento, os animais foram
anestesiados com cloridrato de xilazina 10 mg/kg e cetamina 58 mg/kg e 3 ul de corante
azul de Evans foram injetados no local correspondente a microinjegao. Em seguida os
animais foram eutanasiados por decapitacdo e os encéfalos foram extraidos para
localizagdo histologica da canula e do local da microinje¢c@o. Os animais cujos ventriculos
laterais ndo estavam corados tiveram suas medidas de temperatura desconsideradas

durante o calculo dos resultados.

3.6 Implante do transmissor de temperatura na cavidade abdominal

Anteriormente a cirurgia, os transmissores foram esterilizados em solugdo de
glutaraldeido 2% (v/v; imersdo por 24 h). Os animais foram anestesiados com cloridrato de
cetamina 58 mg/kg e xilazina 10 mg/kg, via i.p. Apos a tricotomia e antissepsia da pele, foi
executada uma incisdo de aproximadamente 2cm na pele e musculos abdominais. O
transmissor foi entdo lavado com solugdo salina estéril e inserido na cavidade peritoneal. Os
musculos e a pele foram suturados separadamente (fio de sutura Catgut simples) e os animais
receberam 0,2 ml de terramicina (400 mg/kg) para uso veterinario e inje¢do intramuscular de

flunixin megluine 2,5 mg/kg.
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3.7 Determinacio da variacio da temperatura retal por telemetria

A temperatura retal dos animais sera medida por insercdo de sonda, conectada a um
teletermometro, a 4,0 cm de profundidade no reto dos animais, seguindo metodologia ja
padronizada por nosso laboratdrio (Fabricio et al., 2005a). As medidas serdo feitas de 30 em
30 minutos por 6 horas.

Durante os experimentos, a temperatura ambiente serd controlada a 28 = 1°C. As
temperaturas basais dos animais serdo determinadas por trés ou mais medidas antes da
administragdo de qualquer estimulo pirogénico. Somente os animais com temperatura estavel
e na faixa de 36,8 a 37,4 °C serdo utilizados. As medidas serdo feitas a intervalos de 30 min a

partir da administragdo dos estimulos.

3.8 Determinacio da variacio da temperatura corporal por radiotelemetria

No processo de leitura da temperatura corporal por radiotelemetria, transmissores
operados por bateria (Data Science) foram implantados na cavidade abdominal conforme
descrito anteriormente e acionados no dia anterior ao experimento. A frequéncia de saida (Hz)
do transmissor ¢ monitorizada por uma antena montada em uma mesa receptora situada
abaixo da caixa de contencdo de cada animal e conectada a um processador periférico
(Dataquest Sistem LabPro versdao 3.1) conectado, por sua vez, a um computador pessoal. As
frequéncias foram amostradas a intervalos de 15 min e convertidas para graus Celsius (°C)
pelo processador por 6 horas ap6s a administragdo do estimulo. O procedimento que foi
utilizado para as injecdes e os pardmetros de temperatura ambiente foram os mesmos

descritos para a medida por telemetria (item 3.7).

3.9 Coleta do hipotalamo

Por ocasido da coleta do hipotdlamo, os animais foram submetidos as condi¢des
descritas acima, quanto a temperatura ambiente e leitura da temperatura corporal. O animal
foi anestesiado com cloridrato de cetamina 58 mg/kg e xilazina 10 mg/kg e eutanasiado por
decapitacdo. O hipotalamo foi dissecado do cérebro com os seguintes limites: a borda anterior
do quiasma optico, a borda anterior dos corpos mamilares e o sulco hipotalamico lateral, com
uma profundidade de 2 mm. O hipotdlamo foi congelado em metanol 50% e estocado a — 70

°C (FABRICIO et al., 2006b).
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3.10 Determinacio da concentragio de PGE; no hipotalamo.

O hipotalamo, aproximadamente 90 mg de tecido, foi homogeneizado em 1 ml de
RPMI contendo indometacina (2 mg/ml), utilizando um sonicador (Virsonic 100® - VirTis
Company/USA) e acidificado (pH = 3,5 — 4,0) com HCI IN. Os tubos contendo o
homogenato foram centrifugados a 20000 g (= 15000 rpm) por 10 min a 4°C e o sobrenadante
(800 pl) foi coletado. A PGE,; foi extraida do sobrenadante usando uma mini coluna de C18 e
eluida da coluna com 2 ml de etanol absoluto. As amostras foram secas em speed vacum
(Hetovac® modelo CT110) por 18 horas. No dia da dosagem, as amostras secas foram
ressuspendidas em 1 ml de Tampao EIA (tampao proprio do kit de ELISA para dosagem de
PGE;) e a concentragdo de PGE, foi determinada por ELISA, procedendo ao ensaio
enzimatico como determinado no manual do kit. A quantidade de PGE; foi normalizada de
acordo com o peso do hipotalamo.

Os coeficientes de variacao intra e inter-ensaio do kit ELISA de PGE,; utilizado neste
estudo foi de menos de 10%. O limite de detec¢do do kit foi de 15 pg/ml. Os dados de
reatividade cruzada foram os seguintes: 43% com PGE;; 18,7% de PGE;; 1% com 6-keto-

PGF4; 0,25% com 8-is0-PGF,, € menos de 0,01% com todos os outros prostandides.

3.11 Analise estatistica

Todas as variagdes da temperatura dos animais foram expressas como a média + erro
padrao da média (E.P.M.) a partir da temperatura corporal basal média (°C). Os dados
relativos a variagdo da temperatura corporal dos animais foram submetidos a andlise de
variancia Two-Way ANOVA seguido pelo pos-teste de Bonferroni ao passo que os dados
relativos a concentracdo de PGE, foram submetidos a analise de variancia One-way ANOVA

seguido pelo pos-teste de Tukey. O nivel de significancia considerado foi de 5%.
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4 RESULTADOS

4.1 Efeito do tratamento intraperitoneal com dipirona, 4-AA e 4-MAA sobre a variacao

da temperatura retal em ratos

A administracdo sistémica de DIP (120 mg/kg, i.p.), 4-AA e 4-MAA (90 mg/kg, i.p.)
ndo alterou a temperatura basal dos animais, demonstrando que as doses escolhidas nao

induzem hipotermia nos animais tratados.
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Figura 3. Efeito do tratamento intraperitoneal com dipirona, 4-AA e 4-MAA sobre a
variacdo da temperatura retal em ratos. Dipirona (120 mg/kg), 4-MAA e 4-AA (90 mg/kg)
ou veiculo (salina estéril, 0,5 ml) foram administrados i.p. 30 minutos antes da injecao i.p. de
salina estéril (0,5 ml). Os valores representam a média + E.P.M. das variagcdes da temperatura
de 5 animais por grupo. As temperaturas basais anteriores ao tratamento ficaram entre 36,8 e
37,4°C.
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4.2 Efeito antipirético da dipirona, 4-AA e 4-MAA sobre a resposta febril induzida pelo

LPS em ratos

A resposta febril induzida pelo LPS (50 pg/kg, i.p.) teve duracdo de aproximadamente
4h (p<0,05; 2,25h — 6h), sendo a fase inicial a partir da 2,25h (AT = 1,18 + 0,14°C) e a fase
tardia a partir da 4,25h (AT = 1,60 £+ 0,09°C).

O pré-tratamento com dipirona (120 mg/kg, i.p.) (Figura 4A) reduziu apenas a fase
inicial da resposta (VEI/LPS AT = 1,18 = 0,14°C vs DIP/LPS AT = 0,06 + 0,10°C, p< 0,05), o
que também ocorreu com o 4-AA (90 mg/kg, i.p.) (VEI/LPS AT = 1,18 £ 0,14°C vs 4-
AA/LPS AT =0,18 £ 0,17°C, p< 0,05) (Figura 4B).

Por outro lado, o metabdlito 4-MAA (90 mg/kg, i.p.) reduziu tanto a fase inicial
(VEI/LPS AT = 1,18 + 0,14°C vs 4-MAA/LPS AT = 0,06 + 0,14°C, p< 0,05) quanto a fase
tardia (VEI/LPS AT = 1,60 + 0,09°C vs 4-MAA/LPS AT = 0,90 + 0,27°C, p< 0,05) da resposta
febril induzida pelo LPS (Figura 4C).
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Figura 4. Efeito antipirético da dipirona, 4-AA e 4-MAA sobre a resposta febril induzida
pelo LPS em ratos. Dipirona (120 mg/kg), 4-MAA e 4-AA (90 mg/kg) ou veiculo (salina
estéril, 0,5 ml) foram administrados i.p. 30 minutos antes da inje¢do i.p. de LPS (50 pg/kg) ou
salina estéril (0,5 ml). Os valores representam a média + E.P.M. das variagcdes da temperatura
de 5 animais por grupo. As temperaturas basais anteriores ao tratamento ficaram entre 36,8 e
37,4°C. *p<0,05 quando comparado ao valor correspondente do grupo VEI/ LPS.
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4.3 Efeito antipirético da dipirona, 4-MAA e 4-AA sobre a resposta febril induzida pela
IL-1P em ratos

A resposta febril induzida pela IL-1p (3,12 ng/rato, i.c.v.) teve duracdo de
aproximadamente 4,5h (p<0,05, 1,25h — 5,75h) com pico na 2,5h (AT = 1,38 + 0,19°C). O
pré-tratamento com dipirona (120 mg/kg, i.p) (Figura 5A) aboliu esta resposta (3h; VEIVIL-18
AT =1,38 £ 0,19°C vs DIP/IL-1B AT = 0,2 + 0,17°C, p< 0,05).

Assim como a dipirona, o 4-MAA (90 mg/kg, 1.p.) (Figura 5C) também aboliu a
resposta febril induzida pela IL-1B (3h; VEI/IL-1B AT = 1,38 + 0,19°C vs 4-MAA/IL-1B AT =
0,15 £ 0,13°C, p< 0,05).

Entretanto, o metabolito 4-AA (90 mg/kg, i.p.) (Figura 5B) reduziu apenas a fase
inicial da resposta (2h; VEI/IL-18 AT = 1,30 + 0,18°C vs 4-AA/ IL-1B AT = 0,42 + 0,09°C, p<
0,05), a qual se reestabeleceu na 2,5h (VEI/IL-1B AT = 1,38 + 0,19°C vs 4-AA/IL-1B AT =
1,10 £ 0,20°C, p< 0,05).
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Figura 5. Efeito antipirético da dipirona, 4-MAA e 4-AA sobre a resposta febril induzida
pela IL-1B em ratos. Dipirona (120 mg/kg), 4-MAA e 4-AA (90 mg/kg) ou veiculo (salina
estéril, 0,5 ml) foram administrados i.p. 30 minutos antes da injecao i.c.v. de IL-1p (3,12
ng/rato) ou salina estéril (3ul). Os valores representam a média = E.P.M. das varia¢des da
temperatura de 4 — 6 animais por grupo. As temperaturas basais anteriores ao tratamento

ficaram entre 36,8 e 37,4°C. *p<0,05 quando comparado ao valor correspondente do grupo
VEI/ IL-1B.
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4.4 Efeito da administracio sistémica de dipirona, 4-MAA e 4-AA sobre o aumento da

sintese de PGE; no hipotalamo induzido pela IL-1p em ratos

Como observado nos resultados do item 4.3, apenas o pré-tratamento com DIP e 4-
MAA aboliram a resposta febril induzida pela IL-1B, enquanto o metabdlito 4-AA reduziu
apenas a fase inicial da resposta. Em vista destes resultados investigamos se a redugdo da
resposta febril induzida pela IL-1B ocorreria devido a redugdo da sintese de PGE, no
hipotalamo.

A Figura 6A mostra que o pré-tratamento com dipirona (120 mg/kg, i.p.) aboliu a
resposta febril (3h; VEIIL-1p AT = 1,24 + 0,11°C vs DIP/IL-1B AT = 0,72 + 0,23°C, p< 0,05)
enquanto o 4-MAA (90 mg/kg, 1.p.) reduziu esta resposta (3h; VEIVIL-1B AT = 1,24 + 0,11°C
vs 4-MAA/IL-1B AT = 0,64 £+ 0,14°C, p< 0,05). Ja o metabolito 4-AA (90 mg/kg, i.p.) reduziu
apenas a fase inicial desta resposta (3h; VEI/IL-1B AT = 1,24 + 0,11°C vs 4-AA/ IL-1B AT =
1,41 £ 0,20°C, p> 0,05).

Em relagdo ao aumento dos niveis de PGE, no hipotalamo, ¢ possivel observar que
tanto a DIP, 4-MAA quanto o 4-AA foram capazes de reduzir esse aumento induzido pela IL-

1B (Figura 6B).
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Figura 6. Efeito da administracio sistémica de dipirona, 4-MAA e 4-AA sobre o
aumento da sintese de PGE, no hipotilamo induzido IL-1f em ratos. Dipirona (120
mg/kg), 4-MAA e 4-AA (90 mg/kg) ou veiculo (salina estéril, 0,5 ml) foram administrados
1.p. 30 minutos antes da injecdo i.c.v. de IL-1B (3,12 ng/rato) ou salina estéril (3ul). O
hipotdlamo foi coletado 3 h apods a inje¢do de LPS ou salina. A concentragdo de PGE, foi
determinada pelo método ELISA. Os valores representam a média = E.P.M. das variacdes da
temperatura corporal e da concentragdo de PGE; no hipotdlamo (pg/g de tecido) de 4 - 9
animais por grupo. As temperaturas basais anteriores ao tratamento ficaram entre 36,8 e
37,4°C. *p<0,05 quando comparado ao valor correspondente do grupo VEI/IL-1.
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4.5 Efeito antipirético da dipirona, 4-MAA e 4-AA sobre a resposta febril induzida pela

IL-6 em ratos

A resposta febril induzida pela IL-6 (300 ng/rato, i.c.v.) iniciou-se uma hora apos sua
administracdo i.c.v e perdurou até a quinta hora.

O pré-tratamento com dipirona (120 mg/kg, i.p.; Figura 7A) reduziu a resposta febril
induzida pela IL-6 (1,75h; VEI/IL-6 AT = 1,00 + 0,19°C vs DIP/IL-6 AT = 0,04 + 0,12°C, p<
0,05). O metabolito 4-AA (90 mg/kg, i.p.; Figura 7B) também reduziu esta resposta (VEI/IL-6
AT = 1,00 = 0,19°C vs 4-AA/IL-6 AT = 0,07 £ 0,08°C, p< 0,05). Assim como o 4-AA, o
metabolito 4-MAA (90 mg/kg, i.p.; Figura 7C) reduziu significantemente a resposta febril
induzida pela IL-6 (VEI/IL-6 AT = 1,00 £ 0,19°C vs 4-MAA/IL-6 AT = 0,14 £+ 0,09°C, p<
0,05).
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Figura 7. Efeito antipirético da dipirona, 4-MAA e 4-AA sobre a resposta febril induzida
pela IL-6 em ratos. Dipirona (120 mg/kg), 4-MAA e 4-AA (90 mg/kg) ou veiculo (salina
estéril, 0,5 ml) foram administrados i.p. 30 minutos antes da inje¢do i.c.v. de IL-6 (300
ng/rato) ou salina estéril (3ul). Os valores representam a média = E.P.M. das variagdes da
temperatura de 7 — 9 animais por grupo. As temperaturas basais anteriores ao tratamento

ficaram entre 36,8 e 37,4°C. *p<0,05 quando comparado ao valor correspondente do grupo
VEV/IL-6.
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4.6 Efeito antipirético da dipirona, 4-MAA e 4-AA sobre a resposta febril induzida pelo

TNF-a em ratos

A resposta febril induzida pelo TNF-a (250 ng/rato, i.c.v.) teve duragao de 4h (p<0,05;
1,5h — 3,25h) com pico na 2,25h (AT = 1,18 = 0,03°C).

O pré-tratamento com dipirona (120 mg/kg, i.p.; Figura 8A) reduziu a resposta febril
induzida por esta citocina (2,25h; VEI/TNF-a AT = 1,18 £ 0,03°C vs DIP/TNF-a AT = 0,24 +
0,09°C, p< 0,05). O metabolito 4-AA (90 mg/kg, i.p.; Figura 8B) e 0 4-MAA (90 mg/kg, i.p.;
Figura 8C), também reduziram essa resposta (VEI/TNF-a AT = 1,18 + 0,03°C vs 4-AA/TNF-
a AT = 0,22 £ 0,12°C; 4-MAA/TNF-a AT = -0,02 + 0,07°C, p< 0,05).
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Figura 8. Efeito antipirético da dipirona, 4-MAA e 4-AA sobre a resposta febril induzida
pelo TNF-a em ratos. Dipirona (120 mg/kg), 4-MAA e 4-AA (90 mg/kg) ou veiculo (salina
estéril, 0,5 ml) foram administrados i.p. 30 minutos antes da injecdo i.c.v. de TNF-a (250
ng/rato) ou salina estéril (3ul). Os valores representam a média + E.P.M. das varia¢des da
temperatura de 4 — 6 animais por grupo. As temperaturas basais anteriores ao tratamento

ficaram entre 36,8 e 37,4°C. *p<0,05 quando comparado ao valor correspondente do grupo
VEI/TNF-a.
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4.7 Efeito antipirético da dipirona, 4-MAA e 4-AA sobre a resposta febril induzida pela
PGE, em ratos

A resposta febril induzida pela PGE, (250 ng/rato, i.c.v.) tém caracteristica intensa e
de curta duracdo apresentando um pico aos 30 minutos (AT = 1,62 + 0,20°C) que em seguida
declina até 2,25h (AT = 0,38 £ 0,10°C) ap6s a administragdo. O pré-tratamento com dipirona
(120 mg/kg, i.p.; Figura 9A) nao alterou a resposta febril induzida pela PGE, (0,5h;
VEI/PGE, AT = 1,62 + 0,20°C vs DIP/PGE, AT = 1,34 + 0,19°C, p> 0,05). Os metabdlitos 4-
AA ou 4-MAA (90 mg/kg, i.p.; Figura 9B e 9C) também ndo modificaram esta resposta
(VEI/PGE; AT = 1,62 £ 0,20°C vs 4-AA/PGE; AT = 1,86 + 0,24°C; 4-MAA/PGE; AT = 1,70
+ 0,13°C, p> 0,05).
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Figura 9. Efeito antipirético da dipirona, 4-MAA e 4-AA sobre a resposta febril induzida
pela PGE; em ratos. Dipirona (120 mg/kg), 4-MAA e 4-AA (90 mg/kg) ou veiculo (salina
estéril, 0,5 ml) foram administrados i.p. 30 minutos antes da injecao i.c.v. de PGE; (250
ng/rato) ou salina estéril (3ul). Os valores representam a média + E.P.M. das varia¢des da
temperatura de 5 animais por grupo. As temperaturas basais anteriores ao tratamento ficaram
entre 36,8 e 37,4°C. *p>0,05 quando comparado ao valor correspondente do grupo VEI/
PGE..
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4.8 Efeito antipirético da dipirona, 4-MAA e 4-AA sobre a resposta febril induzida pela

PGF,, em ratos

A resposta febril induzida pela PGF;, (750 ng/rato, i.c.v.) teve duragdo de 1h (p<0,05,
0,5h — 1,5h) com pico em 1h apo6s a injecdo (AT = 0,76 + 0,06°C).

O pré-tratamento com dipirona (120 mg/kg, i.p.; Figura 10A) reduziu a resposta febril
(1h; VEI/PGF,, AT = 0,76 £ 0,06°C vs DIP/PGF,, AT = 0,22 + 0,10°C, p< 0,05). O 4-AA (90
mg/kg, 1.p.; Figura 10B) aboliu esta resposta (1h, VEI/PGF,, AT = 0,76 = 0,06°C vs 4-
AA/PGF,, AT = 0,06 £ 0,13°C, p< 0,05) enquanto o metabolito 4-MAA (90 mg/kg, i.p.;
Figura 10C), reduziu por curto periodo esta resposta (dos 30 aos 45 minutos), VEI/PGF,, AT
=0,76 £ 0,06°C vs 4-MAA/PGF,, AT = 0,35 + 0,07°C, p< 0,05).
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Figura 10. Efeito antipirético da dipirona, 4-MAA e 4-AA sobre a resposta febril
induzida pela PGF,, em ratos. Dipirona (120 mg/kg), 4-MAA e 4-AA (90 mg/kg) ou
veiculo (salina estéril, 0,5 ml) foram administrados i.p. 30 minutos antes da injecdo i.c.v. de
PGF,, (750 ng/rato) ou salina estéril (3 pl). Os valores representam a média + E.P.M. das
variacoes da temperatura de 8-10 animais por grupo. As temperaturas basais anteriores ao
tratamento ficaram entre 36,8 ¢ 37,4°C. *p<0,05 quando comparado ao valor correspondente
do grupo VEI/ PGF»,.
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4.9 Efeito antipirético da dipirona, 4-MAA e 4-AA sobre a resposta febril induzida pelo
CRF em ratos

A resposta febril induzida pela CRF (5 pg/rato, i.c.v.) teve duragao de 2h (p<0,05, 4h
— 6h), iniciando-se na 4h e pico na 4,75h (AT = 0,94 + 0,14°C).

O pré-tratamento com dipirona (120 mg/kg, i.p.; Figura 11A) ndo alterou a resposta
febril (4,75h; VEI/CRF AT = 0,94 + 0,14°C vs DIP/CRF AT = 0,53 + 0,12°C, p> 0,05). O 4-
AA (90 mg/kg, i.p.; Figura 11B) também nao reduziu essa resposta (VEI/CRF AT = 0,94 +
0,14°C vs 4-AA/CRF AT = 0,65 + 0,08°C, p> 0,05). O metabdlito 4-MAA (90 mg/kg, i.p.;
Figura 11C), bem como a DIP e 0 4-AA, também ndo reduziu esta resposta (VEI/CRF AT =
0,94 + 0,14°C vs 4-MAA/CRF AT = 0,48 = 0,11°C, p> 0,05).

Em contrapartida, observou-se uma resposta hipotérmica nas primeiras horas do
experimento em todos os grupos tratados como segue: DIP (1h; VEI/CRF AT = 0,22 + 0,11°C
vs DIP/CRF AT = -0,38 + 0,14°C, p< 0,05), 4-AA (VEICRF AT = 0,22 £+ 0,11°C vs 4-
AA/CRF AT = -1,00 £ 0,20°C, p< 0,05) e 4-MAA (VEI/CRF AT = 0,22 + 0,11°C vs 4-
MAA/CRF AT =-0,80 + 0,20°C, p> 0,05).
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Figura 11. Efeito antipirético da dipirona, 4-MAA e 4-AA sobre a resposta febril
induzida pelo CRF em ratos. Dipirona (120 mg/kg), 4-MAA e 4-AA (90 mg/kg) ou veiculo
(salina estéril, 0,5 ml) foram administrados i.p. 30 minutos antes da injecdo i.c.v. de CRF (5
ng/rato) ou salina estéril (3 pl). Os valores representam a média = E.P.M. das variagdes da
temperatura de 6 — 9 animais por grupo. As temperaturas basais anteriores ao tratamento

ficaram entre 36,8 ¢ 37,4°C. # p<0,05 quando comparado ao valor correspondente do grupo
VEI/SAL.
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4.10 Efeito antipirético da dipirona, 4-MAA e 4-AA sobre a resposta febril induzida pela
AEA em ratos

A resposta febril induzida pela AEA (10 pg/rato, i.c.v.) foi observada durante todo o
experimento com pico na 3,75h (AT = 0,71 + 0,09°C).

O pré-tratamento com dipirona (120 mg/kg, i.p.) (Figura 12A) reduziu apenas o inicio
da resposta (VEI/AEA AT = 0,71 + 0,14°C vs DIP/AEA AT = 0,50 + 0,07°C, p>0,05;), o que
também ocorreu com o 4-AA (90 mg/kg, i.p.) (1h, VEI/AEA AT = 0,71 £ 0,14°C vs 4-
AA/AEA AT =0,42 £ 0,11°C, p> 0,05) (Figura 12B).

Por outro lado, o metabolito 4-MAA (90 mg/kg, i.p.) reduziu a resposta febril induzida
pela AEA até a quinta hora (VEVAEA AT = 0,71 £ 0,14°C vs 4-MAA/AEA AT = 0,09 +
0,06°C, p> 0,05; Figura 12C)
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Figura 12. Efeito antipirético da dipirona, 4-MAA e 4-AA sobre a resposta febril
induzida pela AEA em ratos. Dipirona (120 mg/kg), 4-MAA ¢ 4-AA (90 mg/kg) ou veiculo
(salina estéril, 0,5 ml) foram administrados i.p. 30 minutos antes da inje¢do i.c.v. de AEA (10
pg/rato) ou salina estéril (3ul). Os valores representam a média + E.P.M. das variagdes da
temperatura de 5 — 8 animais por grupo. As temperaturas basais anteriores ao tratamento
ficaram entre 36,8 ¢ 37,4°C. *p<0,05 quando comparado ao valor correspondente do grupo
VEI/AEA.
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5 DISCUSSAO

A dipirona ¢ uma pro-droga com potente efeito analgésico e antipirético, porém
desprovida de atividade anti-inflamatéria (LORENZETTI; FERREIRA, 1985). Apos sua
administracdo, a dipirona ¢ rapidamente convertida em seu principal metabdlito, 4-
metilaminoantipirina (4-MAA) por hidroélise no suco géstrico e absorvido nesta forma. O 4-
MAA pode ser oxidado em 4-formilaminoantipirina (4-FAA), ou demetilado em 4-
aminoantipirina (4-AA). Este ultimo pode ser acetilado pela enzima polimoérfica N-
acetiltransferase em 4-acetilaminoantipirina (4-AAA) (COHEN et al., 1998; WESSEL et al.,
2006). Nenhum dos 4 metabdlitos ligam-se as proteinas plasmaticas (ZYLBER-KATZ et al.,
1985) e cerca de 65% a 70% dos metabolitos sdo excretados pelos rins apos administracdo de
dipirona (VOLZ; KELLNER, 1980).

Estudo realizado por Cohen et al. (1998) mostrou que 1 hora ap6s a administragdo oral
de dipirona em humanos ja ¢ possivel detectar 4-MAA no CSF e os demais metabolitos sao
detectados de acordo com a sua formagdao hepatica. Cohen também sugere que ha a
possibilidade da formacdo de 4-AA no CSF, ja que a enzima CYP3A4, responsavel pela
metabolizagdo do 4-MAA, esté presente em tecidos do SNC em humanos (GHERSI-EGLA et
al., 1993; GEISSLINGER et al., 1996).

Malvar et al. (2014) avaliaram a quantidade de metabolitos que ¢ detectada apds a
administracao intraperitoneal da dipirona, 4-MAA e 4-AA no plasma, CSF e hipotalamo de
ratos. Foi possivel observar que apds 30 min da administragao de dipirona (120 mg/kg) ¢
detectado uma maior concentracdo de 4-MAA em relagdo aos demais metabolitos no plasma,
CSF e hipotalamo, seguido do metabolito 4-AA, 4-AAA e 4-FAA. Apds administragao i.p. de
4-MAA (90 mg/kg), a concentragao deste metabolito e de 4-AA no plasma, CSF e hipotalamo
¢ superior quando comparado a inje¢do de dipirona, o que sugere que hd maior
biodisponibilidade central dos metabolitos quando eles mesmos sdo administrados.

Malvar e colaboradores (2014) demonstraram também que a administragdo de 120
mg/kg de dipirona ndo alterou a temperatura basal de ratos, e que doses superiores (240-360
mg/kg) induziram hipotermia. Além disso, o metabolito da dipirona responsavel por essa
resposta hipotérmica ¢ o 4-MAA (nas doses 240-360 mg/kg) (MALVAR et al., 2014).
Confirmamos esses resultados quando a administracao de dipirona (120 mg/kg), 4-MAA e 4-
AA (90 mg/kg) também nao alterou a temperatura basal dos animais (Figura 3).

Os AINEs tradicionais inibem as enzimas COXs por competir pelo sitio de ligacao

ativo da enzima com o 4cido araquidonico (SMITH; DEWITT, 1996; MARNETT et al.,
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1999). Diversos estudos tém demonstrado que a dipirona inibe a enzima COX tanto in vitro
(ABBATE et al., 1990, CHANDRASEKHARAM et al., 2002) quanto in vivo (LEVY et al.,
1998; AYOUB et al., 2004).

Pierre et al. (2007) mostrou que o 4-MAA nao compete pelo sitio catalitico das COXs.
De acordo com os achados de Pierre et al. (2007) € possivel que o 4-MAA oxide doadores de
radicais bloqueando o inicio da reacdo catalitica e/ou o progresso de um novo ciclo catalitico
pela reducdao do elevado estado oxidativo da enzima, mecanismo similar proposto para o
paracetamol (ARONOFF et al., 2003; LUCAS et al., 2005).

De Souza et al. (2002) demonstraram que a dipirona inibiu a resposta febril induzida
por LPS, IL-1B, PFPF, PGF,,, TNF-a, IL-6, entretanto ndo alterou a resposta febril induzida
pela injegdo i.c.v. de PGE; e CRF. Ainda, resultados obtidos em nosso grupo por Malvar et al.
(2011) mostraram que a dipirona apresentou efeito antipirético sobre a febre induzida por ET-
1 e LPS, sem alterar a concentragdo hipotaldmica de prostaglandina E, sugerindo que o seu
mecanismo de agdo antipirético esteja relacionado a uma via independente da inibi¢do da
sintese de prostaglandinas. Tal sugestao ¢ reforcada pelo fato de que a dipirona e o 4-MAA
sdo capazes de reduzir a resposta febril induzida pelo vTs, que ¢ caracterizada pela auséncia
de produgdo de PGE; no CSF e hipotdlamo (MALVAR et al., 2014), regides encefalicas
altamente relacionada com a termorregulacdo e resposta febril (MORRISON; NAKAMURA,
2011).

Experimentalmente, a resposta febril é, em geral, induzida pela inje¢do de toxinas
bacterianas, por exemplo, o LPS, um constituinte da parede celular de bactérias Gram-
negativas, entre elas a E. coli (BLATTEIS, 2006, 2010).

A administragdo sistémica de LPS induz febre em diversas espécies animais tais como
ratos (MALVAR et al., 2011), bode (MPHAHLELE et al., 2004), ovelha (BLATTEIS et al.,
1987), coelhos (NAKAMORI et al., 1994), entretanto, doses elevadas de LPS também podem
causar hipotermia (KAPLANSKI et al., 2014).

Estudo realizado por De Souza et al. (2002) mostrou que a dipirona e indometacina
apresentaram efeito antipirético sobre a resposta febril induzida pelo LPS em ratos. Estes
dados foram confirmados por Malvar e colaboradores (2011) que demonstraram que a
indometacina possuiu efeito prolongado (6h), enquanto a dipirona teve efeito mais curto (até
3,5h). Neste mesmo estudo foi observado que apenas a dipirona reduz a resposta febril
induzida pela ET-1, que ndo foi alterada pela indometacina, sugerindo que o efeito
antipirético da dipirona ocorre de maneira independente da inibicao de COX. Soares (2004)

que a dipirona reduz a resposta febril do MIP-1a sem alterar significativamente o aumento do
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nivel de PGE; no CSF apds a administragdo i.c.v. desta quimiocina, o que também sugere um
mecanismo antipirético independente da inibicao da sintese de PGE,. Malvar et al. (2014)
demonstraram que o metabolito 4-MAA possui efeito antipirético mais duradouro que o da
dipirona. Nossos resultados (Figura 4) mostraram que a dipirona e o 4-AA reduziram apenas a
fase inicial da resposta febril induzida por LPS, enquanto que o pré-tratamento com 4-MAA
reduz as duas fases desta resposta, o que sugere que o 4-MAA seja um antipirético mais
efetivo que a dipirona e 0 4-AA.

A IL-1B ¢ uma das citocinas envolvidas na resposta febril induzida pelo LPS (ROTH;
DE SOUZA, 2001). Estda bem descrito na literatura que a IL-1f ¢ uma citocina pro-
inflamatoria (CONTI et al., 2004) e quando administrada a ratos (De SOUZA et al., 2002),
coelhos (PALMI et al., 1994) e humanos (NEMUNAITIS et al., 1994) ¢ capaz de induzir
resposta febril. A resposta febril induzida pela administragdo i.c.v. de IL-1B em ratos ¢
reduzida pelo tratamento com dipirona e indometacina (De SOUZA et al., 2002) e pelo
antagonista IL-1ra (FABRICIO et al., 2006a). A IL-1p também pode ser considerada como
mediador da febre induzida pelo PFPF, CRF e ET-1 (FABRICIO et al., 2006a).

Nossos resultados demonstraram que a administracao i.c.v. de IL-1p induziu uma
resposta febril duradoura, e o pré-tratamento com dipirona e 4-MAA aboliu essa resposta
(Figura 5A e 5B). Entretanto, o efeito antipirético do 4-AA foi apenas parcial, sendo que a
febre se reestabeleceu 2,5h ap6s o estimulo com IL-1p (Figura 5C).

Na resposta febril que acompanha a artrite induzida pelo zymozan em ratos, foi
observado aumento da concentragao de PGE; no CSF. A concentra¢ao de PGE; foi diminuida
apos tratamento com dipirona, indometacina e paracetamol (KANASHIRO et al., 2009). A
administracdo intravenosa de LPS e i.c.v. de ET-1 promovem aumento de PGE, no CSF e
hipotalamo, e o tratamento com dipirona e indometacina foi capaz de reduzir este aumento no
CSF, mas nao no hipotdlamo (MALVAR et al., 2011). Entretanto, quando os animais foram
tratados com os metabolitos 4-MAA e 4-AA, a concentracdo de PGE,; foi reduzida tanto no
CSF quanto no hipotadlamo, o que pode ser explicado pelo aumento da concentra¢do destes
metabolitos quando comparado ao tratamento com dipirona (MALVAR et al., 2014).

Como a IL-1pB estd envolvida tanto na via dependente e independente da sintese de
PGE; da cascata de mediadores envolvidos na resposta febril induzida pelo LPS (FABRICIO
et al., 2006), investigamos se a dipirona, o 4-AA e o 4-MAA reduzem a concentragdo de
PGE; no hipotalamo apds este estimulo.

Observamos que 3 horas apds a administracdo de IL-1p ocorreu reducao da resposta

febril apenas nos animais tratados com dipirona e 4-MAA (Figura 6A). Apesar de reduzir
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somente a fase inicial da resposta febril induzida pela IL-1p, o metabolito 4-AA a semelhanga
da dipirona e do 4-MAA, reduziu a concentracdo de PGE, no hipotadlamo (Figura 6B), o que
sugere que a reducdo da febre induzida pela IL-1B ndo esteja relacionada somente com a
reducdo deste prostandide no SNC.

A IL-6 ¢ uma citocina sintetizada ap6s administracao periférica de LPS (ROTH et al.,
1993; COELHO et al., 1995). A IL-6 ¢ considerada uma citocina pro-inflamatoria e a sua
administracdo central induz resposta febril em ratos, que pode ser reduzida apos
administracdo sistémica de indometacina e dipirona (De SOUZA, 2002), flurbiprofeno,
antagonista CRF (ROTHWELL et al., 1991a) e anticorpo anti-IL-6 (SOARES et al., 2012).

Soares e colaboradores (2012) demonstraram que os niveis de IL-6 e IL-1B, mas nao
de TNF-a, estdo elevados no CSF e hipotalamo de ratos, 3 horas apds administragdo sistémica
de colonias de E. coli e que a resposta febril observada foi reduzida apods tratamento com soro
anti-IL-6, sugerindo um importante papel da IL-6 na resposta febril induzida por
administracao de coldnias de E. coli.

Estudos demonstraram que camundongos deficientes de IL-6 ndo desenvolveram febre
apods administragdo periférica de baixas doses (50 pg/kg) de LPS (CHAI et al., 1996; KOZAK
et al.,, 1998), enquanto que apoOs administracdo de altas doses (2,5 mg/kg) levam ao
desenvolvimento de febre em camundongos controle (KOZAK et al., 1998). Esses dados
sugerem que o papel da IL-6 como mediador da febre induzida pelo LPS seja dependente da
dose (LEON, 2002). Mediante tais evidéncias, a IL-6 parece ser uma citocina produzida no
SNC ap6s injecao periférica de LPS e seu efeito pirogénico parece depender da liberacao de
prostaglandinas ¢ CRF. Nossos resultados mostraram que a dipirona e os metabolitos 4-AA e
4-MAA inibiram a febre induzida pela IL-6 (Figura 7).

O TNF também esta presente entre as citocinas sintetizadas apds a administracao
periférica de LPS (BLATTEIS; SEHIC, 1997). O TNF nao ¢ comumente detectado em
individuos saudaveis, mas sdao observados niveis elevados no plasma e nos tecidos em
condigdes inflamatorias ou infecciosas (ROBAK et al., 1998; NUMBERGER et al., 1995). Os
efeitos pro-inflamatdrios do TNF pode ser explicado baseado nos seus efeitos no endotélio
vascular e interagdo com leucocitos endoteliais (BRADLEY, 2008) e também na capacidade
de induzir apoptose celular (WAJANT et al.,2003).

O TNF compartilha muitas propriedades bioldgicas com a IL-1. Ambas IL-1 e TNF
sdo capazes de estimular células sinoviais a produzir prostaglandina e colagenase e liberar

fator de ativagcdo plaquetdrio. Sdao citotoxicas para certas c€lulas tumorais ¢ induzem a
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producdo de proteinas de fase aguda. Entretanto, os receptores para TNF sdo distintos dos
receptores para IL-1 (revisado por DINARELLO, 1999).

Experimentos com camundongos deficientes de IL-1B desenvolveram resposta febril
ap6s administragao de TNF-a, enquanto que camundongos deficientes de IL-6 falharam em
desenvolver esta resposta, sugerindo que a IL-6 ¢ essencial para desenvolvimento da resposta
febril induzida pelo TNF-o (SUNDGREN-ANDERSSON et al., 1998).

O tratamento com dipirona e indometacina reduz a resposta febril induzida pela
injecdo i.c.v. de TNF-o (DE SOUZA et al, 2002). Em nosso estudo, mostramos que os
metabolitos 4-AA e 4-MAA também sdo capazes de inibir a resposta febril induzida pelo
TNF-a (Figura 8).

As prostaglandinas, principalmente a PGE,, sdo consideradas os mediadores finais da
resposta febril (ROTH et al., 2009). Li et al. (1999) demonstraram que camundongos
deficientes de COX-2, mas ndo COX-1, ndo apresentam resposta febril apoés administracao de
LPS. A injecdo de PGE; na APO-HA induziu resposta febril, e a injecdo de inibidor de COX
nesta mesma regido reduz a resposta febril induzida pela administragdo periférica de LPS
(SCAMELL et al., 1998).

Alguns estudos mostram que cada receptor EP possui distribui¢do distinta nas regides
OVLT e APO-HA (NAKAMURA, et al., 2000; EK et al., 2000; OKA et al., 2000) e que cada
receptor possui um papel diferente na resposta de fase aguda, incluindo a febre (OKA et al.,
1997; ENGBLOM et al., 2003).

Estudos realizados com animais deficientes de receptores EP; e EP3; mostraram a
importancia desses receptores no desenvolvimento da resposta febril, pois animais
desprovidos de receptores EP; ndo desenvolveram febre. Entretanto, esta resposta foi apenas
atenuada em animais deficientes para EP; (OKA et al., 2003, 2004).

Estudo realizado por Malvar (2008) demonstrou que o receptor EP; ndo possui papel
na instalacdo da resposta febril induzida pelo LPS, mas que estd envolvido na manutengao
desta resposta.

A resposta febril induzida apds administragdo i.c.v. de PGE; ¢ caracterizada por uma
resposta monofasica meia hora apds a administracdo. Estudo realizado por De Souza et al.
(2002) mostrou que a reposta febril induzida pela PGE, ¢ insensivel a a¢do de anti-
inflamatorios ndo-esteroidais e da dipirona. No presente estudo, também demonstramos que
assim como a dipirona, os metabolitos 4-AA e 4-MAA nado reduziram essa resposta,

sugerindo que estes metabolitos ndo agem diretamente nos receptores para PGE,; (Figura 9).
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A PGE; ¢ considerada o principal eicosandide envolvido na resposta febril induzida
por endotoxina (E. coli), embora outros derivados do &cido araquiddnico, particularmente a
PGF,,, também participem da resposta febril em ratos (MORIMOTO et al., 1988; COELHO
etal., 1993; DE SOUZA et al., 2002; FABRICIO et al., 2005b).

Quando administrada pela via i.c.v., a PGF,, induz aumento da temperatura corporal
em ratos ¢ coelhos (MORIMOTO et al. 1988; FRAGA et al., 2016) ¢ houve aumento dos
niveis desse prostandide no CSF de ratos injetados perifericamente com endotoxina ¢ ET-1
(COELHO et al., 1995; FABRICIO et al., 2005b). Entretanto, a resposta febril induzida por
PGF,, foi inibida quando os animais foram tratados com um antagonista de CRF, o que nao
ocorreu na febre causada pela PGE, (ROTHWELL, 1990b).

Estudo realizado por De Souza e colaboradores (2002) demonstrou que somente o
tratamento com dipirona foi capaz de reduzir a resposta febril induzida pela PGF;,, e que esta
foi insensivel ao tratamento com indometacina. Werner et al. (2006) mostrou que a
nimesulida foi capaz de reduzir apenas a segunda fase da febre induzida pela PGF2a,
sugerindo que a nimesulida possui um mecanismo de acao adicional a inibi¢ao de COX.

No presente estudo, confirmamos o resultado anterior demonstrando que a dipirona
reduz a febre induzida pela PGF,, (Figura 10A) e que apenas o 4-AA apresentou uma
resposta semelhante a da dipirona (Figura 10B), pois 0 4-MAA reduziu apenas o inicio desta
resposta (Figura 10C), com a febre sendo reestabelecida 1 hora apds a administragdo da
PGF,,. Estes resultados demonstraram que a atividade antipirética da dipirona sobre a
resposta febril induzida pela PGF,,, ocorreu a custa da formacao do metabolito 4-AA.

Viarios estudos sugerem a participagdo do CRF na inducdo da termogénese em ratos,
pois a inje¢do i.c.v. de CRF 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).

Trabalho realizado por Fabricio et al. (2006a) mostrou que a endotelina, via receptor
ETsg, participa da resposta febril induzida por PFPF e CRF, mas ndo por IL-6, PGE; e PGF,.
A resposta febril induzida por endotelina ndo foi alterada apds administragdo de antagonista
de receptor CRF, mostrando que ET-1 ndo induz a sintese/liberacdo do CRF. Por outro lado, o
tratamento com IL-1ra foi capaz de reduzir a resposta febril induzida por ET-1, PFPF e CRF,
mostrando que a IL-1 ¢ um mediador envolvido nessa resposta.

O CREF induz febre via receptor CRF;, enquanto que a UCN1 induz hipertermia via
receptores CRF;, sendo que nenhuma destas respostas parecem depender de prostaglandina

derivada de COX, ja que os AINEs, celecoxibe e indometacina, ndo foram capazes de inibir a
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febre causada pelo CRF e a hipertermia induzida pelo UCN1 (FIGUEIREDO et al., 2010).
Estes resultados confirmam estudo prévio, no qual o tratamento com indometacina e dipirona
foram ineficazes em reduzir a resposta febril induzida pelo CRF (De SOUZA et al., 2002).

No presente estudo, a resposta febril induzida por CRF nao foi reduzida apoés o pré-
tratamento com dipirona, 4-AA e 4-MAA. Entretanto, foi observado hipotermia nas primeiras
horas, com intensidade maior nos grupos tratados com 4-AA e 4-MAA (Figura 11).

Outro agente indutor de febre estudado ¢ a anandamida (AEA). Porém, seu papel
como indutor de resposta febril € contraditorio. Benamar et al. (2007) descreveram o efeito da
anandamida como antipirético quando administrada sistemicamente, tanto por via
intraperitoneal quanto subcutinea. Por outro lado, Fraga et al. (2009) demonstraram que a
anandamida possui efeito pirogénico quando administrada centralmente (FRAGA et al.,
2009).

Estudo realizado por Benamar e colaboradores (2007) mostrou que doses altas do
agonista canabindide WIN 55,212-2 provocou hipotermia em ratos. O pré-tratamento com
dose nao-hipotérmica de WIN 55,212-2 atenuou a resposta febril induzida pelo LPS. Este
efeito foi bloqueado na presenga do antagonista seletivo CB1, SR141716, mas nao do
antagonista seletivo CB2, SR144528, sugerindo que o efeito antipirético observado pelo WIN
55,212-2 ocorre via receptor CBI.

Estudo do nosso grupo mostrou que a AEA, quando administrada i.c.v., apresentou um
efeito pirogénico via receptor CB1, pois os antagonistas de receptor CB2 ¢ TRPV1 nao foram
capazes de reduzir a resposta febril induzida pela AEA. Também foi observado o
envolvimento da AEA como mediador da resposta febril induzida pelo LPS através do uso do
antagonista de receptor CB1, AM251 (FRAGA et al., 2009).

Em outro estudo de Fraga et al. (2016), foi investigado o envolvimento da AEA na via
de sinalizagdo que participa da resposta febril induzida pelo LPS. O tratamento com o
antagonista AM251 reduziu a resposta febril induzida pela IL-1f, IL-6, TNF-a, CRF e ET-1,
entretanto, foi ineficaz na reducdo da febre induzida pela PGE, e PGF,,. Estes autores
demonstraram também que a resposta febril induzida pela AEA ¢ sensivel aos inibidores das
COXs, indometacina e celecoxibe, ¢ que esta resposta ¢ acompanhada de aumento da
concentracdo de PGE,; no CSF, que foi reduzido na presenca de AM251. Além disso, a
naloxona, antagonista de receptores opidides, foi capaz de reduzir a resposta febril induzida
pela AEA. Esta resposta foi acompanhada pelo aumento dos niveis de B-endorfina no CSF,

que foram reduzidos ap6s administracao de AM251, sugerindo que, além das prostaglandinas,
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a sintese/liberacdo de opiodides endogenos € necessaria para a promocao do efeito pirogénico
da anandamida (FRAGA et al., 2016).

Em nosso estudo, mostramos que a administracao i.c.v. de AEA induziu resposta febril
e que a dipirona e o 4-AA reduziram apenas o inicio da resposta enquanto que o 4-MAA se
mostrou mais efetivo por bloquear a resposta febril até a quinta hora de experimento (Figura
12). Estes dados sugerem que apenas o 4-MAA seja capaz de inibir a sintese/liberacdo dos
opidides endogenos, uma via que deve ser investigada como possivel alvo farmacolégico do
4-MAA.

Em resumo, nossos resultados sugerem que, dependendo do estimulo, a dipirona, 4-
MAA e 4-AA podem, além de inibir a sintese de PGE,, inibir a sintese/liberagao de CRF e/ou

de opioides endogenos.
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6 SUMARIO DE RESULTADOS

Y

Os resultados do presente estudo demonstraram que:

A dipirona ¢ 4-MAA inibiram até a 6® hora a resposta febril induzida pela IL-1p,
enquanto o 4-AA reduziu somente até a segunda hora de experimento. Além disso, a
reducdo da concentracdo de PGE; no hipotdlamo ndo estd diretamente relacionada
com o efeito antipirético desses farmacos.

Assim como a dipirona, os metabodlitos 4-MAA e 4-AA inibiram a resposta febril
induzida pela IL-6 e TNF-q.

A dipirona, 4-MAA e 4-AA apresentaram efeito antipirético através de um mecanismo
adicional a inibigdo da sintese de prostaglandinas, pois inibiram a resposta febril
induzida pela PGF,,.

A dipirona, 4-MAA e 4-AA ndo alteraram a resposta febril induzida pelo CRF e PGE,.
O 4-MAA e 4-AA induziram hipotermia nos animais tratados com CRF.

Apenas o 4-MAA aboliu a resposta febril induzida pela anandamida, enquanto a

dipirona e 4-AA reduziram apenas o inicio da resposta.

Tabela 1. Resultados dos tratamentos com dipirona, 4-MAA e 4-AA sobre a resposta
febril induzida pelo LPS e seus mediadores.

Estimulo/Tratamento Dipirona 4-MAA 4-AA
LPS + ++ +
IL-1B i 4+ +
IL-6 +++ +++ +++
TNF-a “EHE “EHE +++
PGE, — — —
PGF;, S + +++
CRF — — —
AEA + i +

+ indica que o tratamento reduziu apenas o inicio da resposta febril; ++ indica que o
tratamento reduziu a resposta febril; +++ indica que o tratamento aboliu a resposta febril; —

indica que o tratamento nao alterou a resposta febril.



Conclusao




Conclusdo | 77

7 CONCLUSAO

O 4-MAA reduziu as respostas febris induzidas pela IL-6, TNF-o, IL-13, PGF,,, mas
ndo aquelas induzidas pela PGE, e CRF sugerindo que, como a dipirona, o 4-MAA pode
inibir a sintese/liberacdo de CRF. Ainda, o0 4-MAA reduziu a febre induzida pela AEA, que
também participa da resposta febril induzida pelo LPS e promove a sintese de PGE, e
opioides. Este conjunto de dados sugere que o 4-MAA reduz a resposta febril induzida pelo
LPS por culminar na inibi¢ao da sintese de PGE, e opidides.

De forma semelhante a dipirona, o 4-AA reduziu as febres induzidas pela AEA, IL-6,
TNFa, PGF,,. Assim como a dipirona ¢ o 4-MAA, também ndo modificou as febres
induzidas por PGE, e CRF, além de ser menos efetivo na reducao da febre induzida pela IL-
1B, sugerindo que seu efeito antipirético ocorre pela inibigdo da sintese de prostaglandinas e

da sintese/liberacao de CRF.
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