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RESUMO

MACHADO, R.R. Mediadores envolvidos na resposta febril induzida pela
RANTES. 2008. Tese (Doutorado). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de
Ribeirdo Preto - Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo Preto, 2008.

Em estudo anterior, observamos que o Met-RANTES, antagonista de receptores
CCR1 e CCRS para quimiocinas, injetado pela via endovenosa (i.v.) reduziu a
resposta febril induzida pelo lipopolissacarideo (LPS) de E. coli, demonstrando o
envolvimento da quimiocina RANTES (Regulada sob ativagéo, expressa e secretada
por células T normais) nesta resposta. Além disso, a injegao intrahipotalamica (i.h.)
da RANTES dose-dependentemente aumentou a temperatura corporal de ratos, o
qual foi caracterizado como febre, pois foi acompanhada de redugao da temperatura
da cauda, uma resposta termorregulatoria para retencdo de calor. Observamos
também, que a RANTES aumenta a concentragdo de prostaglandinas no fluido
cerebroespinhal (CSF) e que a febre por ela induzida é sensivel aos inibidores nao-
seletivos para as ciclooxigenases e seletivo para COX-2 (Machado et al., 2007). No
presente estudo, aprofundamos a investigacdo sobre os mediadores, incluindo as
prostaglandinas, envolvidos na resposta febril induzida pela RANTES. Verificamos
que o paracetamol reduziu, enquanto o diclofenaco de sddio aboliu a resposta febril
induzida pela RANTES. Ainda, a injegao i.h. da RANTES promoveu significativa
expressao do RNAm para COX-2 no hipotalamo, confirmando ser a COX-2 a enzima
responsavel pela sintese de prostaglandinas envolvidas no efeito pirogénico desta
quimiocina. Através da administracdo de corante in situ e de cortes histologicos,
pode-se averiguar o trajeto da cénula bem como a profundidade alcangada pela
agulha durante a injegcdo na area pré-Optica hipotalamica anterior (AH/POA).
Padronizamos a dose do Met-RANTES (i.h.) que nao seria capaz de alterar a
temperatura retal dos animais. Posteriormente, avaliou-se o efeito de diferentes
doses do Met-RANTES, administrado via intrahipotaléamica, na resposta febril
induzida pelo LPS ou pela RANTES. Entretanto, nas doses administradas o pré-
tratamento com o antagonista nao foi capaz de reduzir a febre induzida por ambos
os estimulos. Contudo, o Met-RANTES (i.v.) reduziu a febre induzida pelo TNF-a
(i.h.), reproduzindo resultados anteriores. O pré-tratamento com Met-RANTES (i.v.)
nao modificou a febre induzida pela injegdo central de interleucina (IL)-6, fator

liberador de corticotropina (CRF) e bradicinina (BK). Adicionalmente, a inje¢do de LPS



(i.v.) ou TNF-a (i.h.) elevou a concentracdo da RANTES no tecido hipotalamico.
Antalarmina (antagonista de receptores CRF) e a-helical CRFg41 (antagonista de
receptores CRF4 e CRF;) que reduziram a febre induzida pelo CRF, ndo alteraram a
febre induzida pela administracao i.h. da RANTES. O antagonista de receptores B
(DALBK) que reduziu a segunda fase da resposta febril induzida pela BK, nao foi
capaz de modificar a febre induzida pela RANTES. Da mesma forma, o antagonista
de receptores B, (Hoe-140) que reduziu a resposta febril induzida pela BK durante
todo o periodo de experimentagao, ndo modificou a febre promovida pela RANTES.
Por outro lado, verificamos que o anticorpo anti-IL-6 administrado i.h. reduziu a febre
induzida pela IL-6 e pela RANTES. Ainda, a inje¢cdo de LPS (i.v.) ou RANTES (i.h.)
elevou a concentracédo de IL-6 no CSF, mas néo de IL-1B e TNF-a. A RANTES
promoveu ativacdo do fator nuclear-xB (NF-kB) e aumentou a expressdao do RNAm
para as citocinas IL-1p, TNF-a e IL-6 no hipotdlamo dos animais. O pré-tratamento
com Met-RANTES reduziu, na 2,5 e 6 h, a neutrofilia induzida pelo LPS. Em sintese,
nossos resultados demonstram que durante a resposta febril induzida pelo LPS, este
induz a sintese de TNF-a o qual promove a sintese da quimiocina RANTES que,
ativando os receptores CCR1 e CCR5 promove a transmigragdo do NF-xB do
citoplasma para o nucleo e a subsequente sintese de IL-6 e de COX-2, esta ultima, a
responsavel pela sintese de prostaglandina E, (PGE;), um dos mediadores finais da
resposta febril induzida pelo LPS. Além disso, a RANTES parece ser um mediador
da resposta de fase aguda, uma vez que, promove dois sinais importantes desta

resposta, febre e neutrofilia.
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ABSTRACT

MACHADO, R.R. Mediators involved in the febrile response induced by
RANTES. 2008. Thesis (Doctoral). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de
Ribeirdo Preto - Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo Preto, 2008.

We showed before that Met-RANTES, CCR1 and CCRS5 receptor antagonist,
intravenously injected (i.v.) reduced fever induced by lipopolysaccharide (LPS, E.
coli), demonstrating the involvement of RANTES (Regulated on activation, normal T
cells expressed and secreted) in this response. Also, intrahypothalamic (i.h.) injection
of RANTES dose-dependently increased body temperature of rats, this increase was
characterized as fever, because it was accompanied of a reduction in the tail skin
temperature, a thermoregulatory response for heat retention. We also verified that
RANTES increased the concentration of prostaglandin (PG)E; in the cerebrospinal
fluid (CSF), which was sensible to non-selective and selective blockers to
cyclooxygenase (COX)-2 (Machado et al., 2007). In the present study, it was
investigated which others mediators, including prostaglandins, are involved in the
RANTES-induced fever. The effect of paracetamol and sodium diclofenac on fever
induced by RANTES was also investigated. Paracetamol reduced, while sodium
diclofenac abolished the RANTES-induced fever. The intrahypothalamic (i.h.)
RANTES injection promoted a significant COX-2 mRNA expression in the
hypothalamus, confirming the role of the COX-2 enzyme in the synthesis of
prostaglandin involved in the pyrogenic effect of this chemokine. Through
administration of dye in situ and histological analyses, we confirmed that the injection
in the preoptic area of the anterior hypothalamus (AH/POA) was correct.
Subsequently, we evaluated the effect of different doses of Met-RANTES (i.h.) in the
fever induced by both LPS and RANTES. Centrally injected, Met-RANTES did not
modify the fever induced by LPS or RANTES. On the other hand, Met-RANTES (i.v.)
reduced TNF-o-induced fever, but did not modify the fever induced by interleukin
(IL)-6, corticotrophin releasing factor (CRF) and bradykinin (BK). Additionally, the
injection of LPS (i.v.) or TNF-a (i.h.) increased RANTES concentration in the
hypothalamus. Antalarmin (a CRF receptor 1 antagonist) and a-helical CRFg41 (CRF 1
and 2 receptor antagonist) that reduced CRF-induced fever did not modify the fever
induced by RANTES (i.h.). DALBK (bradykinin B¢ receptor antagonist) that reduced



the second phase of BK-induced fever did not modify RANTES-induced fever. In the
same way, Hoe-140 (bradykinin B, receptor antagonist) that reduced the fever
induced by BK during the whole period of observation, did not modify RANTES-
induced fever. On the other hand, we verified that anti-rat IL-6 antibody (i.h.) reduced
the fever induced by both IL-6 and RANTES. In addition, the administration of LPS
(i.v.) or RANTES (i.h.) increased the CSF IL-6 concentration, but not of IL-13 and
TNF-a. RANTES promoted nuclear factor-«B (NF-kB) activation and increased IL-1p,
TNF-a and IL-6 mRNA expression in the hypothalamus. Pretreatment of the animals
with Met-RANTES reduced the LPS-induced neutrophilia. In synthesis, our results
suggest that in the fever induced by LPS, RANTES induces TNF-a synthesis, which
promotes the synthesis of RANTES that, activating CCR1/CCRS5 receptors, promotes
NF-xB transmigration of cytoplasm to the nucleus and subsequent synthesis of IL-6
and COX-2. The latter, in turn, is responsible by (PGE;) synthesis, one of the final
mediators of the febrile response induced by LPS. Moreover, RANTES seem to be a
mediator of the acute phase response since it promoted two important signs of this

response, fever and neutrophilia.
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1 - INTRODUGAO

1.1 - Febre.

A resposta de fase aguda € uma resposta altamente complexa do organismo
animal a uma variedade de agressdes, tais como, infecgbes de origem bacteriana,
virais ou parasitarias, traumas, necrose isquémica ou tumores. Nesta resposta,
varios eventos ocorrem simultaneamente, entre eles estao: alteragdes neuroldgicas,
enddcrinas e metabdlicas que se manifestam como febre, leucocitose, aumento da
liberacdo de varios horménios, diminuicdo dos niveis plasmaticos de ferro e zinco,
ativagdo dos sistemas de coagulagdo, complemento, ativagdo do eixo hipotalamo-
pituitaria-adrenal (HPA) com consequente aumento da produgao de glicocorticoides,
formagao de cininas, aumento da producao das proteinas de fase aguda e anorexia
(ZEISBERGER, 1999; BLATTEIS, 2006).

O hipotalamo, mais precisamente a regidao pré-optica do hipotadlamo rostral
(AH/POA), controla a temperatura corporal em torno de um ponto de regulagem (“set
point”) relativamente constante. Nesta regido sdo encontrados neurdnios
termossensiveis cuja frequéncia de disparo é afetada tanto por variagbes na
temperatura sanguinea da area adjacente, como por influéncia de conexdes diretas
com termoreceptores distribuidos na pele e nos musculos (DINARELLO et al., 1988;
BouLANT, 2000).

Em resposta a variagbes de temperatura, os neurbnios hipotalamicos iniciam
respostas termorregulatérias apropriadas no sentido de manter uma temperatura
interna constante (GORDON, 1990). Em estudos de estimulacdo térmica, o
resfriamento localizado da area pré-optica do hipotalamo inicia mecanismos de

retengcdo de calor por vasoconstricgdo cutanea, piloerecao (em algumas espécies



animais) e varias respostas comportamentais. De maneira oposta, o aquecimento
provoca vasodilatacdo cutanea, sudorese e varias respostas comportamentais de
perda de calor. Assim, a integridade dos diversos sistemas € fundamental para que,
0s mecanismos de produgao e retencao de calor sejam contrabalangados pelos de
perda de calor para o ambiente (BOULANT, 2000).

Atkins (1960) sugeriu que as substancias produzidas por fungos, bactérias e
virus, constituem os pirogénios exdgenos, incapazes de ativarem diretamente os
centros cerebrais responsaveis pela febre, porém, capazes de estimularem a
producao de pirogénios endogenos (PE) pelas células fagociticas, sendo esses os
responsaveis pela alteracdo do termostato (set-point) hipotalamico.

Por uma agao direta ou indireta sobre o sistema nervoso central (SNC), os PEs
sao capazes de afetar o controle da temperatura corporal, pois promovem alteracoes
na atividade neuronial da regido pré-éptica, isto €, inibem a atividade dos neurdnios
sensiveis ao calor e aumentam a atividade daqueles sensiveis ao frio, havendo
assim, a alteragao do ponto de regulagem hipotaldmico (KLUGER, 1991; ROTH et al.,
2006). Esta alteragdo ocorre principalmente porque no hipotalamo e 6rgaos
circunventriculares as citocinas induzem a sintese do fator liberador de corticotropina
(CRF), endotelinas (ETs) e de prostaglandinas (PGs), respectivamente (MORIMOTO et
al., 1992; ZAMPRONIO et al., 2000; FABRIcCIO et al., 2005).

Assim, a febre, um dos primeiros componentes da resposta de fase aguda a ser
reconhecido, € definida como uma elevagao controlada da temperatura interna de
um organismo para niveis acima dos normais em decorréncia da elevagéo do ponto
de regulagem hipotalamico (DINARELLO et al., 1988; BLATTEIS, 2006).

E importante ressaltar que febre é um processo distinto de hipertermia. Nesta, o

ponto de regulagem hipotaldamico ndo € alterado e o aumento da temperatura



corporal observado €& decorrente do comprometimento dos mecanismos de
dissipacado de calor ou de situacdes em que a dissipacao nao € suficiente para a
manutencdo da temperatura em niveis normais, devido a uma produgao excessiva
de calor ou a temperaturas externas muito elevadas (DINARELLO et al., 1988;
BLATTEIS, 2006).

Desde os primérdios, a febre é conhecida como sinal de irregularidade no
organismo e por isso, varios tipos de tratamento vém surgindo ao longo do tempo.
Entre esses tratamentos destacamos as drogas antipiréticas como a aspirina, que
vem sendo usada desde o século XIX. Porém, os mecanismos pelos quais essas
drogas aliviam a febre vém sendo estudados e conhecidos apenas nas ultimas
décadas. Entretanto, algumas destas drogas promovem desconforto ao paciente
(lesbes gastricas), interferéncia no tratamento com antibiéticos e ainda pré-
disposicao a efeitos adversos a outros medicamentos (ARONOFF & NEILSON, 2001).

Desse modo, fica evidente a importancia de estudos que buscam conhecer
mais sobre a mediagao desse complexo evento da resposta de fase aguda, a febre,
0 que permitiria em futuro ndo muito distante a introducdo de novos medicamentos

antipiréticos ou a utilizagao mais racional dos ja existentes.

1.2 - Citocinas.

Segundo Mdller et al. (1993), a transmigragao do fator nuclear-«B (NF-xB) para
0 nucleo, estimulada pelo lipopolissacarideo (LPS), é essencial para que os genes
das citocinas sejam expressos. Este fator de transcricdo esta constitutivamente
expresso no citoplasma e esta ligado ao seu inibidor kB (IxB) o qual impede a sua
migragado para o nucleo e assim, 0 mantém no citoplasma (GHOsSH et al., 1998). A

atividade do NF-xB esta atribuida a familia de proteinas Rel/NF-xB, formando



homodimeros e heterodimeros através da combinagdo das subunidades p65 (ou
RelA), p50, p52, c-Rel, e RelB. LPS, citocinas e espécies reativas de oxigénio ativam
o NF-xB por induzirem a fosforilagcdo do IkB por quinases especificas. O kB
fosforilado é poliubiquitinado e degradado (GHOSH & KARIN, 2002), permitindo, entéo,
a migracao do NF-kB para o nucleo, onde ativa a transcricao/sintese/liberagao de
varios mediadores pirogénicos ou de enzimas que levam a sua sintese.

Dentre estes mediadores podem ser citadas a interleucina (IL)-1a e B
(DINARELLO, 1984; DINARELLO, 1994), interferon (IFN) -a, -B e -y (DINARELLO et al.,
1984), o fator de necrose tumoral (TNF)-o (DINARELLO, et al., 1986), a IL-6 (HARRE et
al., 2002; HoPkINs, 2007), a proteina inflamatodria de macrofago (MIP)-1 (DAVATELIS
et al., 1989; MELO SOARES et al., 2006), IL-8 (ZAMPRONIO et al., 1994a), o fator
pirogénico pré-formado (PFPF) (ZAMPRONIO et al., 1994; FABRIcIO et al., 2006), fator
liberador de corticotropina (CRF) (ZAMPRONIO et al., 2000; SouzA et al., 2002),
endotelina (ET) (YANAGISAWA et al., 1988; FABRICIO et al., 2005; FABRICIO et al., 2006)
e bradicinina (BK) (COELHO et al., 1997).

A IL-1 € um exemplo de citocina com atividade pirogénica (DINARELLO, 1994).
Tanto a IL-1a como a IL-1p induzem febre quando administradas por via intravenosa
(i.v.) ou intracerebroventricular (i.c.v.) em coelhos e ratos (DASCOMBE et al., 1989;
MoRIMOTO et al., 1989; DAVIDSON et al., 1990; ZAMPRONIO et al., 2000; SouzA et al.,
2002).

Além disso, a administragéo i.v. de soro anti-IL-1, assim como a administragcéo
intraperitoneal (i.p.) ou i.c.v. do antagonista natural do receptor da IL-1, o IL-1ra, inibe a
febre induzida por endotoxina em ratos (LONG et al., 1990; SMITH & KLUGER, 1992;
LUHESHI & ROTHWELL, 1996). No entanto, ndo existe correlagdo direta entre a indugao

da sintese de IL-1 e o desenvolvimento da resposta febril, uma vez que alguns autores



nao observaram aumento dos niveis plasmaticos ou intra-hipotalamicos desta citocina
em animais experimentais (KLIR et al., 1993; LUHESHI et al., 1997; MILLER et al., 1997;
CARTMELL et al., 2000) e humanos (DAMAS et al., 1992; ENGEL et al., 1994) apés a
injecao de lipopolissacarideo (LPS), sugerindo que esta citocina promove seus efeitos
pirogénicos por meio da liberagcao de outros mediadores.

O tratamento de animais com IL-1ra, além de promover significante inibicao da
resposta febril induzida pelo LPS, também ¢é capaz de reduzir os niveis de IL-6 no
plasma e no fluido cerebroespinhal (CSF) induzidos pela administragcéo i.p. de LPS
(LUHESHI & ROTHWELL, 1996), sugerindo que o efeito pirogénico da IL-1 pode ser
mediado pela IL-6 (LEMAY et al., 1990). Neste sentido, a injecdo central de antisoro
anti-IL-6 inibe a resposta febril induzida por endotoxina e IL-13 (ROTHWELL et al.,
1991). Fabricio et al. (2006) demonstraram que o tratamento de ratos com IL-1ra
reduziu a resposta febril induzida por PFPF, CRF e ET-1. Entretanto, a ET-1 ndo
alterou a expressao génica de IL-1 no tecido hipotalamico, sugerindo um efeito pos-
transcricional da ET-1 sobre um pool constitutivo de IL-13 responsavel pela resposta
febril (FABRICIO et al., 2006a).

Outro importante pirogénio enddégeno € o fator de necrose tumoral (TNF).
Foram identificadas duas moléculas dessa familia de citocinas, o TNF-a. e o TNF-§,
que sé&o biologicamente semelhantes (Dinarello et al., 1986).

O TNF-a, quando administrado por via periférica ou central, em coelhos
(Dinarello et al., 1986; Morimoto et al., 1989) e em ratos (Kettelhut & Goldberg, 1988)
induziu febre de curta laténcia e duragdo. O TNF- também apresenta atividade
pirogénica, pois induziu febre em coelhos apds injecdo periférica ou central, como
demonstrado por Watanabe (1992) e Kapas & Krueger (1992), e, nesta espécie

animal, a pirogenicidade do TNF-3 parece ser superior aquela do TNF-a.



O pré-tratamento dos animais com o receptor soluvel (rs) do TNF (i.c.v., 15 min
antes) reduziu significativamente a febre induzida pelo TNF-a (Takahashi et al.,
1996). Ainda, o TNF-bp (dimero sintético PEG-rsTNF) reduziu a temperatura
corporal de cobaias estimuladas com LPS e os niveis de TNF no plasma (Ross et
al., 2003).

A interleucina-6 (IL-6) é outro exemplo de citocina com atividade pirogénica
(LeMay et al., 1990; Dinarello et al., 1991). Durante a febre induzida por endotoxina,
em ratos e cobaias, foram detectadas concentragdes elevadas de IL-6 no plasma,
fluido cerebroespinhal e perfusatos hipotalamicos (LeMay et al., 1990a; Roth et al.,
1993; Coelho et al., 1995; Jansky et al., 1995; Zampronio et al., 2000) e a infusédo
central de IL-6, em uma dose correspondente as concentragdes detectadas no
hipotalamo de ratos, induz febre nesses animais (Klir et al., 1993, Souza et al.,
2002). O RNAm para IL-6 é encontrado no hipotalamo de ratos apds administragéo
central ou periférica de endotoxina (Muramami et al., 1993; Schobitz et al., 1994).

Conforme demonstrado por LeMay et al. (1990a), a IL-1B, similarmente a
endotoxina, induz aumento da concentracdo de IL-6 no plasma e no fluido
cerebroespinhal de ratos e, como dito anteriormente, o pré-tratamento desses
animais com antisoro anti-IL-1B, além de inibir a febre induzida por LPS, atenua
significativamente a elevagdo das referidas concentragbes de IL-6. Em estudos
posteriores (Rothwell et al., 1991), foi observado que, em ratos, a IL-6 induz febre
somente apos injegao central, 0 que n&do ocorre apods injecéo periférica, e a injecéo
central de antisoro anti-IL-6 inibe a resposta febril induzida pelo LPS e pela IL-1,
sugerindo que, em ratos, o efeito pirogénico da IL-1p seja mediado pela liberagdo de
IL-6. Em conjunto, estes dados permitem sugerir que a IL-6 possa ser um mediador,

no sistema nervoso central, da resposta febril promovida pela endotoxina.



1.3 - Prostaglandinas (PGs)

Postula-se que a capacidade dos PEs causarem febre & dependente da
producao intracerebral do fator liberador de corticotropina (CRF), endotelina (ET) e
de prostaglandinas (PGs) (Morimoto et al., 1992; Rothwell; 1989; Fabricio et al.,
2005a; Rummel et al., 2005).

Varios estudos indicam as PGs como sendo provaveis mediadores

responsaveis pela ativacdo dos neurdnios termossensiveis da POA, uma vez que, foi
observada rapida elevacdo da concentragdo de PGE2 no CSF de animais
experimentais apos administragcao sistémica de LPS (Milton, 1989, Fabricio et al.,
2005a). Ainda, estudos mais antigos (Feldberg & Saxena, 1971; Stitt, 1973) e mais
recentes (Souza et al., 2002; Fabricio et al., 2006) mostraram que a PGE2 injetada
i.c.v. induz febre em ratos e coelhos. Além disso, a microinjegao de inibidores de
ciclooxigenase na POA reduziu a febre induzida por LPS (Scammell et al., 1998).
A ciclooxigenase (COX) é a enzima responsavel pela sintese de PGs a partir do
acido araquiddénico. A COX pode existir em duas isoformas, codificadas por genes
distintos, referidas como COX-1 e COX-2. Ao contrario da COX-1, que é expressa
constitutivamente nas células dos diferentes tecidos de um organismo, a expressao
de COX-2 pode ser induzida em varios tipos celulares por estimulos inflamatoérios
como LPS, IL-1 e TNF (Cao et al., 1997; Vane & Botting, 1998).

Corroborando esses achados demonstrou-se que febres produzidas pela
injecao de LPS, IL-1 e IL-6 sdo bloqueadas em animais deficientes para COX-2,
porém nao para a COX-1 (Li et al., 2001; 2003).

Ranels e Griffin (2003) demonstraram que a PGE2 promove aumento e
reducdo na frequéncia de disparos de neurbnios hipotalamicos insensiveis a

temperatura e sensiveis ao calor, respectivamente. Em estudo posterior, estes



autores sugeriram que isso ocorre por meio da acao direta da PGE2 sobre a
atividade de correntes idbnicas voltagem-dependente, as quais sao responsaveis por
regular a excitabilidade e ritmicidade da frequéncia de disparo dos neurdnios

hipotalamicos (Ranels & Griffin, 2005).

1.4 - Fator liberador de corticotropina (CRF)

Além das PGs, o CRF (fator liberador de corticotropina), também parece estar
envolvido na mediagdo da resposta febril (Rothwell, 1989). O CRF é um peptideo
composto de 41 aminoacidos, sintetizado nas células parvocelulares do nucleo
paraventricular hipotaldamico (NPV). Ele exerce seus efeitos por meio da ativagao de
dois subtipos de receptores, CRF1 e CRF2 (Gallagher et al., 2008). A administragéao
i.c.v. de CRF, em ratos, aumenta a atividade simpatica (Brown et al., 1982), estimula
a atividade termogénica do tecido adiposo marrom (LeFeuvre et al., 1987) e eleva a
temperatura corporal (Diamant & De Wied, 1991), sugerindo a participagdo deste
fator na indugéo da termogénese nesta espécie.

O CRF também medeia agdes centrais de citocinas (Rothwell, 1989; 1990).
Tem sido proposto que o CRF atue no sistema nervoso central como um dos
mediadores da febre induzida pela injegdo central da IL-1pB, IL-6, IL-8 e PGF2a
(Rothwell, 1989; Rothwell et al., 1991; Strijpos et al., 1992), pois injegbes de
anticorpos anti-CRF ou do antagonista néo seletivo de receptores de CRF, a-helical
CRF9-41, atenuaram significativamente essas respostas. Por outro lado, as
respostas febris induzidas por IL-1a. € TNF-a ndo séo alteradas pelo tratamento dos
animais com este antagonista (Rothwell, 1989). Além disso, Zampronio e
colaboradores (2000a) demonstraram que o antagonista ndo seletivo para

receptores de CRF abole o aumento de temperatura induzido pela injecdo central de



PFPF (fator pirogénico pré-formado) e que, semelhantemente a IL-1, induz in vitro a
liberacdo de CRF a partir de explantes hipotalamicos de ratos.

Fabricio e colaboradores (2006) evidenciaram a participagdo da ET-1 na febre
induzida pelo CRF, uma vez que o tratamento com antagonista ndo seletivo para
receptores ETA e ETB para endotelina, bosentan; bem como com antagonista
seletivo de receptor ETB, BQ-788 reduzem a febre induzida pela injecéo i.c.v. de
CRF.

A atividade pirogénica do CRF né&o é inibida por farmacos bloqueadores de
COX (Strijbos et al., 1992; Zampronio et al., 2000a), sugerindo que possam existir
mecanismos de inducao de febre independentes da participacdo de PGs, porém

dependentes da liberagdo de CRF e de endotelinas (Fabricio et al., 2006).

1.5 - Bradicinina (BK)

A bradicinina, um mediador de origem tecidual ou plasmatica, também tem sido
descrita como um mediador da resposta febril. A BK € um nonapeptideo formado a
partir de moléculas precursoras, cininogénios de alto e baixo peso molecular apds a
ativacdo das enzimas denominadas calicreinas, teciduais e plasmaticas, por
estimulos fisiopatolégicos como trauma tecidual, processo inflamatério, anoxia e
queda do pH (revisado por Bhoola et al., 1992). Tem sido demonstrado que a
injecao i.c.v. de BK promove aumento da temperatura corporal em coelhos (Almeida
e Silva & Pela, 1978) e em ratos (Mohan Rao & Bhattacharya, 1988; Coelho et al.,
1997) e que a fase inicial da febre induzida pela administragao i.v. de LPS parece
depender da ativagcao dos receptores B2 da BK enquanto os receptores B1, de
natureza induzivel, estariam envolvidos na fase tardia desta resposta (Coelho et al.,

1997). Além disso, como demonstrado por Santos (2002), o efeito pirogénico da BK,



em ratos, depende das prostaglandinas, do CRF e das citocinas pirogénicas IL-1,
TNF e IL-6, o que permite sugerir que a BK esteja situada em um passo anterior
aquele da liberagao das citocinas na cascata de mediadores envolvidos na resposta

febril.

1.6 - Quimiocinas

Uma outra classe de moléculas sintetizadas pelas células de defesa e que tem
participacdo na resposta febril sdo as quimiocinas (Oppenheim et al., 1991; Horuk,
1994; Davatelis et al., 1989; Zampronio et al., 1994a, Melo Soares et al., 2006,
Machado et al., 2007; Soares et al., 2008). As quimiocinas sdo uma familia de
proteinas quimioatraentes de peso molecular entre 8 e 10 kDa (Luster, 1998) e que
apresentam quatro residuos de cisteina conservados formando duas pontes
dissulfeto essenciais, possuem um curto dominio amino-terminal antecedendo a
primeira cisteina, formando o grupo denominado CC ou a-quimiocinas; separadas
por um aminoacido, denominado de CXC ou B-quimiocinas ou separadas por trés
aminoacidos, formando as CX3C quimiocinas. Além disso, também ja foi descrita
uma proteina que possui apenas dois residuos de cisteina em sua estrutura,
denominada de C quimiocina (Clark-Lewis, 1995; Ubogu et al., 2006).

As quimiocinas da classe CXC como € o caso da IL-8, do peptideo ativador de
neutréfilos (NAP)-2, do oncogene relacionado com crescimento (GRO)-a, -B, -y, do
peptideo ativador de neutréfilos derivado de células epiteliais (ENA)-78, e a citocina
quimioatraente para neutréfilos (CINC-1), ativam predominantemente células
polimorfonucleares como os neutréfilos (Ahuja et al.,, 1996). Por outro lado, as
quimiocinas da classe CC como a eotaxina, a RANTES (Regulada sob ativagao,

expressa e secretada por células T normais) e a proteina quimiotatica para



mondcitos (MCP)-4 ativam eosindfilos, basdfilos e linfocitos T (Kapp et al., 1994;
Jose et al., 1994; Elsner et al., 1999; Petering et al., 1998).

As quimiocinas pertencentes a classe C (linfotactina) e CX3C (fractalquina),
nao sao seletivas e podem ser quimioatraentes para mondécitos, células T e células
NK (“Natural Killer”) (Kelner et al., 1994; Bazan et al., 1997).

Para exercer suas fungdes as quimiocinas se ligam aos seus receptores,
presentes na superficie da célula alvo. Os receptores para quimiocinas pertencem a
superfamilia da rodopsina, proteinas que se ligam a proteina G (Clark-Lewis, 1995).
Estes receptores possuem sete dominios transmembrana ricos em aminoacidos
hidrofébicos, conservados na maioria dos receptores desta classe, entretanto, néo
existe aminoacido especifico ou um padrao comum entre os receptores de
quimiocinas (Onuffer & Horuk, 2002; Callewaere et al., 2007).

As quimiocinas do grupo CXC ligam-se aos receptores da classe CXCR
(CXCR1 a CXCRG6) e as quimiocinas CC ligam-se a receptores da classe CCR
(CCR1 a CCR11) (Murphy, 2002). Estes receptores podem estabelecer ligagdes com
mais de uma quimiocina e, esta pode acoplar-se a mais de um tipo de receptor,
indicando que ha redundancia e versatilidade no sistema das quimiocinas. No grupo
CX3C, somente um tipo de receptor foi identificado em humanos, o CX3CR1
(Murphy, 2002).

A participagcdo de quimiocinas na resposta febril foi evidenciada pela
capacidade da interleucina-8 (IL-8) (Rothwell et al., 1990; Zampronio et al., 1994a),
da familia CXC, e proteina inflamatdria derivada de macréfagos-1 (MIP-1a)
(Davatelis et al., 1989; Mifano et al., 1990; Melo Soares et al., 2006), da familia CC,

induzirem resposta febril em coelhos e ratos.



A quimiocina RANTES é membro da subfamilia das CC quimiocinas, e atua em
receptores CCR1, CCR3 e CCR5 (Murphy, 2002). RANTES e MIP-13 podem
compartilhar receptores em comum (CCRS), no entanto, MIP-1p liga-se também em
CCR9/10 (revisado por Bajetto et al., 2001; Boddeke et al., 1999). A maioria destes
receptores € expressa em niveis baixos e podem ser detectados em alguns tipos de
células do sistema nervoso central, incluindo células neuroniais, astrocitos e
microglia situados no hipotalamo durante doengas ou na presenga de endotoxinas
ou citocinas (Boddeke et al., 1999; Dorf et al., 2000; Simpson et al., 2000).

Estudos in vitro demonstraram que o LPS induziu a expressdo da RANTES em
células microgliais mediado pela ativagdo do fator de transcricdo NF-xB (fator
nuclear xB) (Jang et al., 2002) e que astrécitos estimulados com TNF-a ou LPS
induziram a expressdo de RNAm para RANTES, MCP-1 e MIP-18 (Guo et al., 1998).

Segundo Tavares & Mifano (2000), a RANTES induziu aumento de
temperatura em ratos quando administrada na area pré-oOptica hipotalamica anterior
(AH/POA), resposta esta neutralizada por anticorpo anti-RANTES. Nosso grupo
demonstrou recentemente (Machado et al., 2007) que o aumento de temperatura
promovido pela RANTES foi associado a uma resposta termorregulatoria efetora, ou
seja, vasoconstricdo periférica, verificada pela reducdo da temperatura da pele,
indicativa da retencdo de calor que ocorre apdés a elevagcdo do “set point”
hipotalamico (Gordon, 2002) e que caracteriza a verdadeira resposta febril.

Verificamos ainda, que a febre induzida pela RANTES foi acompanhada por
aumento na concentragcdo de PGE2 no CSF dos ratos e que esta febre foi reduzida
ou abolida pelo pré-tratamento dos animais com inibidores nao-seletivos e seletivos
de COX-2, respectivamente, sugerindo assim, o envolvimento de prostaglandinas

(PGs) nos mecanismos de agao pirogénica desta quimiocina (Machado et al., 2007).



Tavares & Mifano (2004) demonstraram que o pré-tratamento com anticorpo
especifico contra CCR5 (anti-CCRS5) na area pré-Optica hipotalamica, suprimiu a
resposta febril induzida pela RANTES, mas n&o a resposta febril induzida pelo MIP-
1B. Entretanto, apesar de compartiiharem o mesmo receptor, induzem febres
dependente e independente de PG, respectivamente (Tavares & Mifiano, 2002; Li et
al., 2003) sugerindo que, RANTES e MIP-13 apresentam distintos mecanismos de
sinalizacao intracelular.

Um instrumento util no estudo das atividades bioldgicas das quimiocinas é a
obtencdo de antagonistas de receptores para quimiocinas (Wells et al., 2006). A
modificacdo no aminoacido terminal da proteina RANTES pela adicdo de um simples
residuo de metionina, resulta na formagdo de um antagonista de receptores da
RANTES, denominado Met-RANTES (Proudfoot et al., 1996; 2002). O Met-RANTES
por sua vez, liga-se aos receptores CCR1 e CCR5 e pode inibir tanto os efeitos da
RANTES como do MIP-1a no recrutamento de células T e mondécitos (Proudfoot et
al., 1996; Johnson et al., 2005). Neste contexto, demonstramos que este antagonista
administrado via endovenosa foi capaz de reduzir a febre induzida pelo LPS e pela
RANTES em ratos, indicando o envolvimento da RANTES e de receptores CCR1 e
CCRS5 na cascata de mediadores induzidos pelo LPS (Machado et al., 2007).

Demonstramos também, que o tratamento dos animais com dexametasona (um
glicocorticoide) promoveu significativa reducdo da febre induzida pela RANTES,
indicando que esta quimiocina parece depender da sintese de novas proteinas para
promover resposta febril (Machado, 2005).

A dexametasona inibe a sintese de citocinas, da fosfolipase A2 (PLA2) e da
COX-2 por inibir a migragcao do NF-kB para o nucleo das células alvo (Nakano et al.,

1990; Masferrer et al, 1994, revisado por Newton, 2000). Também inibe a produgéo



de prostaglandinas por induzir a sintese de lipocortina (familia das anexinas), a qual
inibe a atividade da PLA2 (Flower & Rothwell, 1994; Lim & Pervaiz, 2007), bem
como, a febre induzida por pirogénios exdgenos (LPS) e enddgenos (Coelho et al.,
1992; Coelho et al, 1995). Entretanto, a dexametasona nao altera a resposta febril
induzida pelo MIP-13 ou pelo MIP-1a, nem a elevacdo de PGE2 no fluido
cerebroespinal de ratos induzida pelo MIP-1a (Tavares & Mifiano, 2002; Li et al.,
2003; Melo Soares et al., 2006). Em conjunto, estes achados reforcam a sugestéao
de que RANTES e MIP-1a/p apresentam distintos mecanismos de sinalizagéo
intracelular (Tavares & Mifiano, 2002; Li et al., 2003).

Considerando que astrécitos estimulados com IL-1p e TNF-a podem aumentar
a expressao da RANTES (Guo et al., 1998) examinamos, ainda em nosso estudo, a
participacao dessas citocinas na febre da RANTES. Entretanto, como nem o IL-1ra,
nem o rsTNF, modificaram a febre induzida pela RANTES, parece improvavel que a
RANTES cause febre, em ratos, via a formacdo dessas citocinas no cérebro
(Machado, 2005).

Por outro lado, o Met-RANTES, que nao alterou a febre da IL-1pB, reduziu a
febre induzida pelo TNF-a. Assim, pode ser sugerido que o TNF-o estimule a
liberacdo da RANTES e esta, por sua vez, induza febre dependente da acao de
prostaglandinas.

No entanto, muitos questionamentos ainda nao foram esclarecidos no sentido
de elucidar o envolvimento da RANTES na cascata de mediadores e vias que
orquestram a resposta febril causada pelo LPS, bem como, o seu envolvimento nos

outros eventos da resposta de fase aguda.



6 - CONCLUSOES

Os resultados obtidos mostram que:

e a quimiocina RANTES esta envolvida na febre induzida pelo LPS e pelo TNF-q;

e 0s receptores CCR1 e CCRS5 participam da resposta febril induzida pelo LPS e
pela RANTES;

e afebre induzida pela IL-1, IL-6, CRF e BK nao depende da quimiocina RANTES;

e a RANTES nao depende do CRF e da BK para induzir febre;

e a RANTES medeia a febre induzida pelo TNF-a, mas ndo aquela induzida pela
IL-1p;

e allL-6 e PGE;(formada via COX-2) estdo envolvidas na febre da RANTES;

e a ativacdo do NF-kB no tecido hipotalamico pela RANTES pode representar uma
importante via de sinalizacado para indugao de IL-6 e a sintese de COX-2,;

e RANTES é uma quimiciona envolvida na resposta de fase aguda nao sé pela

capacidade de induzir febre, mas também pela capacidade de induzir neutrofilia.

Em resumo, na cascata de mediadores envolvidos na resposta febril induzida pelo
LPS, a RANTES ocupa lugar de destaque, principalmente por induzir a sintese de IL-
6, a principal citocina da resposta de fase aguda (HEINRICH et al., 1990; GABAY,

2006):

LPS —» TNF-a — RANTES — , |L-6
NF-xB COX-2

PGE,
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