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“EFEITO DO PRE-TRATAMENTO COM AMITRAZ SOBRE A FEBRE INDUZIDA POR
LIPOPOLISSACARIDEO (LPS) DE E. coli OU INTERLEUCINAIR (IL-1R), EM
COELHOS”

RESUMO - A endotoxemia é uma afeccdo importante nas diversas especies
animais decorrente da acdo de lipopolissacarideos liberados na circulagdo durante o
chogue séptico, 0os quais ativam a cascata inflamatoria induzindo a sintese e liberagdo
de citocinas (TNF, IL-1, IL-6), capazes de produzir febre. E bastante comum, em
eqlinos, quadros de cdlica gastrintestinal devido a intoxicagdo por amitraz (AMZ), um
acaricida formamidinico. A compactacdo de célon é uma das conseqiéncias dessa
intoxicacdo principalmente, pela acdo desta substancia sobre receptores adrenérgicos
a-2. Sabendo-se que as substancias agonistas de receptores a-2 produzem um
aumento do tobnus vagal e que a estimulacdo das fibras vagais, aferentes e eferentes
reduz a liberacdo de TNF-a, o objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos do AMZ sobre
a febre, quando administrado antes da inducdo experimental de endotoxemia com LPS
ou da administracdo de IL-13. Foram utilizados, em duas fases experimentais, 40
coelhos machos, raca Branco da Nova Zelandia, com peso entre 25 e 3,5 kg. Na
primeira fase, para determinacdo da dose hipndtica 50% do AMZ (DHA50%), o0s
animais foram separados em 4 grupos iguais de cinco animais (G1, G2, G3, G4). Na
segunda fase experimental os animais foram divididos em 8 grupos iguais (Gl, GllI, GllI,
GIvV, GV, GVI, GVII, GVII), compostos de cinco animais cada, os quais foram pré-
tratados com salina (NaCl 0,9%), AMZ (0,3 mg.kg™) ou DMSO e desafiados com salina,
LPS(15 pgkg™?) ou IL-1R (100 ngkg?l). A DHA50% e DSHA, para coelhos, foi 0,55
mgkg! e 0,3 mgkg!, respectvamente. A febre observada no grupo AMZ-LPS foi
inferior aquela demonstrada pelo grupo salLPS e superior aquela anotada no grupo
DMSO-LPS. Concluiuse que o AMZ, na dose de 0,3 mgkg?, diminui a intensidade da
resposta febri ao LPS, mas o DMSO demonstra maior efetividade sobre a febre

induzida por LPS. O AMZ né&o blogueia a febre causada pela IL-1/3.

Palavras chave: endotoxemia, citocinas, febre, IL-13, TNF-a, amitraz.



“EFFECT OF PRE-TREATMENT WITH AMITRAZ OVER THE FEVER
INDUCED BY E coli LIPOPOLYSACCHARIDE (LPS) OR INTELEUKIN-18 (IL-1 R),
ONRABBITS”

ABSTRACT - Endotoxemia is an important condition in several species being
induced by lipopolysaccharides. Released into the bloodstream during the septic shock,
they activate the inflammatory cascade leading to syntheses and release of cytokines
(TNF, IL-1, IL-6) which are able to produce fever. Colic in horses is frequently observed
after treatment with amitraz, a formamidine pesticide. Large colon impactation is one of
the consequences of intoxication, mainly by acting on a-2-adrenergic receptors. As a-2
agonists has been proven to produce an increase of the vagus tone, ant that the
stimulation of afferent and efferent vagus has been shown to reduced TNF release, the
main goal of this study was to evaluate the effects of amitraz over fever when
administered before induction of experimental endotoxemia with LPS or IL-13
administration. Forty male rabbits of the New Zealand white breed weighing 2.53.5 kg
were used. The present study consisted of two experimental phases. In the first phase,
to determine the 50% hypnotic dose of amitraz (DHA50%), the rabbits were divided into
four groups (n=5). In the second phase, the rabbits were divided into eight groups (n=5).
They were submited to treatment with saline (NaCl 0,9%), AMZ (0.3 mgkgl) or DMSO
10 minutes before intravenous injection of saline, LPS (1.5 mgkg?l) or IL-1R (100
ng.mg.kg?l). The DHA50% and DSHA for rabbits was 0.55 mgkg® and 0.3 mgkg?,
respectively. The results demonstrated that the fever observed in AMZ-LPS group was
comparatively lower than the fever induced in the group satLPS and higher than the
fever induced in the group DMSO-LPS. Therefore, It was concluded that amitraz, at the
dose of 0,3 mg/kg, decreases the intensity of febrile response to LPS, despite the fact
that DMSO is more effective over fever induced by LPS. On the other hand, amitraz
does not interfere with the febrile response induced by intravenous administration of IL-
1R.

Keywords: endotoxemia, cytokines, fever, IL-113, TNF-a, amitraz.
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INTRODUCAO E REVISAO DE LITERATURA

A endotoxemia € um estado mérbido importante nas diversas espécies animais.
A ocorréncia freqliente desta afeccdo estd associada a acdo de complexos
lipopolissacaridicos (LPS) presentes na membrana externa das bactérias Gram-
negativas, denominados endotoxinas. As endotoxinas s&o compostas por uma cadeia
lateral de polissacarideos, comum a esse grupo de bactérias; por um
oligopolissacarideo central (antigeno O) que confere antigenicidade especifica e pelo
lipidio A, que possui capacidade ligante a membrana celular (BURROWS, 1981;
MOORE et al., 1981; SEARLE, 1989; HENRY e MOORE, 1990; MacKAY et al., 1991;
ASTIZ et al, 1995; OLSON et al, 1995 COLATTOS, 1995; MOORE et al.,1995;
BARTON, 1998, MOORE e BARTON, 1998). As endotoxinas s&o liberadas durante
rapida proliferacdo bacteriana, lise ou morte de microrganismos (MOORE et al., 1981;
HENRY e MOORE, 1990; OLSON et al, 1995), e tém sido implicadas como o
componente principal do choque séptico/endotoxico (OCHALSKI et al, 1993; ASTIZ et
al., 1994; STEVERINK et al., 1994; ASTIZ et al., 1995) ou do choque circulatério (ASTIZ
et al., 1995; MOORE, 1995).

As lesbes isquémicas e inflamatorias, principalmente no trato gastrintestinal,
comprometem a integridade da parede intestinal, permitindo a permeacdo de bactérias
e endotoxinas através da mucosa. Estas alcancam a circulagdo e medeiam inUmeros
processos tdxicos através da interacdo com proteinas plasmaticas, formando
complexos com o0s receptores de membrana das células inflamatérias -
macréfagos/mondcitos, células endoteliais e leucdcitos polimorfonucleados (BLATTEIS,
1998), desencadeando uma sequéncia de eventos fisiopatolégicos mediados pelo
sistema imune e responsaveis por varias manifestacdes clinicas observadas na
endotoxemia, entre elas, inflamacéo tecidual excessiva, colapso vascular, faléncia renal
e ileus adinamico, podendo culminar em faléncia multipla de érgaos.

As acbes do complexo sistema de defesa desencadeado pela endotoxina que,
normalmente, deveriam ser consideradas benéficas, s@ separadas por uma linha
ttnue entre a imunomodulacdo efetiva e as propriedades endotdxicas prejudiciais
(Brandtzaeg et al, 1989 citado por GREEN e ADAMS, 1992). A acdo excessiva da



endotoxina sobre a cascata imuno-inflamatoria pode causar mudancas irreversiveis
pela acdo de fatores fisiolégicos imunomodulatérios, tais como as citocinas enddgenas,
principalmente o fator de necrose tumoral-a (TNF-a) e as interleucinas (IL), que
tornam-se mediadores da patogénese do processo endotoxico (GREEN e ADAMS,
1992; MOORE & BARTON, 1998). As citocinas pro-inflamatérias possuem um papel
fundamental nas respostas inflamatérias (HACK et al., 1997) e algumas quimiocinas
estdo relacionadas com o desenvolvimento da lesdo tecidual induzida pelo LPS.
Estudos realizados com mediadores lipidicos como o fator agregador de plaquetas
(PAF), prostaglandinas, tromboxanos e leucotrienos, demonstraram que eles exercem
efeitos importantes durante a endotoxemia e assim como o 6xido nitrico (NO), parecem
ser responsaveis por muitas outras respostas além de hipotensdo (MOORE, 2001;
MORRESEY, 2001).

O TNF-a tem sido considerado um mediador importante das respostas biologicas
as endotoxinas (MORRIS et al, 1991; TRACEY et al, 1992; MOORE et al., 1995).
Muitos resultados experimentais sustentam esta hipétese, uma vez que niveis altos de
TNF-a foram detectados no plasma de animais e humanos apdés a administragdo de
LPS (BEUTLER et al., 1985; MATHISON et al., 1988; MICHIE et al., 1988). A infusdo de
TNF em ratos, camundongos e cdes causou mudangas fisiopatologicas similares
aquelas produzidas apoés a infusdo de LPS (TRACEY et al., 1986; REMICK et al., 1987;
TRACEY et al., 1987), enquanto a imunizacdo passiva de camundongos e chimpanzés
com anti-TNF-a conferiu protecdo contra os efeitos letais da injecdo de endotoxina e E.
coli (TRACEY et al., 1987; BEUTLER et al., 1985).

Os mondcitos/macrofagos e células T e B sdo as principais fontes secretoras de
TNF-a, no entanto, outras células sdo capazes de sintetiza-lo, incluindo células de
Kupffer, neutréfilos, mastocitos, células endoteliais, queratindcitos, astrocitos, células da
musculatura lisa e células da glia (VAN der POLL e LOWRY, 1995). Uma vez liberado
para os tecidos ou para a circulagdo, o TNF-a medeia varios efeitos inflamatorios e
metabdlicos, incluindo a ativacdo, aderéncia ao endotélio e degranulacdo de neutrofilos;
inducdo de febre; aumento da sintese de catecolaminas; expressdo de antigenos da
superficie das células endoteliais e aumento da atividade pré-coagulante, resultando
em microtrombose, extravasamento capilar e necrose hemorragica em Orgaos vitais



(HARDIE e KRUSE-ELLIOT, 1990; MOORE, 1995; BARTON et al., 1996; PEIRO, 1997,
BARTON, 1998; BARTON e COLLATOS, 1999; MABIKA e LABURN, 1999;
MORRESEY, 2001). Em concentracbes baixas, o TNF-a exerce seus efeitos primarios
locais como um regulador paracrino, autdcrino de leucocitos e células endoteliais.
Essas acdes do TNF-a sdo criticas para a contencdo da infeccdo, porém sinaliza um
guadro de septicemia letal quando alcanca a circulacdo sistémica, em concentracoes
altas. (GREEN e ADAMS, 1992).

As concentracBes séricas de TNF-a comecam a aumentar 15 minutos apés a
inducdo da endotoxemia, alcangando um pico ao redor de 1-2 horas, decrescendo
progressivamente apés 4 horas (HARDIE e KRUSE-ELLIOT, 1990; BAXTER, 1995;
PEIRO, 1997; BARTON, 1998).

Adicionalmente a variedade de atividades bioldgicas creditadas ao TNF-a, a
inducdo de outras citocinas e eicosandides tem um papel importante uma vez que,
na cascata inflamatéria, a liberacdo de TNF-a ocorre primeiramente, seguida da
liberacdo de IL-1R e finalmente IL-6 (BLATTEIS, 1998). Essa seqiiéncia, bastante
caracteristica do aparecimento das diferentes citocinas inflamatérias no sangue
circulante, denominada cascata citocinica, € determinada pela capacidade de uma
citocina induzir a producdo de outra. Tanto o TNF-a quanto a IL-1R sdo capazes de
induzir o liberacdo de IL-6. Entretanto, a IL.-6 ndo induz TNF-a ou IL-1R mas, ao
contrario, suprime sua expressao (ZETTERSTROM et al., 1998).

A denominacdo IL-1 compreende dois tipos de proteinas distintas (IL-1a e IL-
1R) que fazem parte da familia das citocinas inflamatérias e regulatérias. Juntamente
com o IL-lIra (antagonista de receptor de IL-1) e IL-8, essas moléculas
desempenham um papel importante na regulacdo da inflamacdo aguda (AREND et
al., 1998; KOHNO e KURIMOTO, 1998). Acredita-se que a IL-1B seja o protdtipo da
citocina pro-inflamatéria implicada diretamente na modulacdo enddgena da febre e
da resposta imune (DINARELLO, 1991; BLATTEIS, 1992; DINARELLO, 1994,
DINARELLO, 1996; SPORRI et al, 1996; DAYER, 1997; HU e COTGREAVE, 1997).
As IL-1 sdo produzidas por uma ampla variedade de células, principalmente fagocitos
mononucleares, incluindo mondcitos/macréfagos, linfocitos T e B, queratinécitos,

células endoteliais, astrocitos e outras células (DINARELLO, 1988), ligando-se aos



receptores de diferentes tipos de células-alvo (Rothwell e Luheshi, 1994 citado por
MAIER et al., 1998).

Apesar de serem distintas estruturaimente, as IL-1 possuem varias atividades
bioloégicas semelhantes as do TNF-a (DINARELLO, 1985), sendo a sua principal
funcdo a mediacdo da resposta imune do hospedeiro. A IL-1 interage com antigenos
estimuladores de células T, induzindo a liberacdo de IL-2 e a sintese de receptores
de IL-2. Por acédo direta sobre as células B, a IL-1 determina a ativacdo, proliferacdo
e sintese de anticorpos. A atividade de células “natural killer” é aumentada através
da acdo sinérgica da IL-1 com outras citocinas. O metabolismo do acido aracdénico,
a secrecdo de proteinas inflamatorias, a quimiotaxia de neutrdfilos e a proliferacdo de
fibroblastos também séo estimulados pela IL-1 que, juntamente com o TNF-a e IL-6,
participa da resposta de fase aguda, caracterizada por febre, producdo de proteinas
de fase aguda, neutrofilia, atividade pro-coagulante e hipoferremia. A IL-1 estimula
ainda, a expressdo intracelular de moléculas de adesdo no endotélio vascular
resultando em aumento da atividade pro-coagulante e aumento da adesdo de células
brancas (HARDIE e KRUSE-ELLIOTT, 1990; GREEN e ADAMS, 1992).

A IL-6 é produzida e secretada por mondcitos/macréfagos, fibroblastos,
células do endotélio vascular, linfécitos T e mastocitos (KISHIMOTO, 1989), que séo
estimuladas pela IL-1, TNF-a, fator de crescimento derivado de plaguetas. O
principal efeito pré-inflamatério desta citocina € a inducdo da producdo de proteinas
de fase aguda, tais como o fibrinogénio, a proteina C reativa, a ferroxidase, o
complemento, entre outras. A IL-6 estimula o crescimento e diferenciacdo de células
B e age como co-estimuladora de células T. Concentracbes altas de IL-6 tém sido
mensuradas em soro e liguidos corpéreos de humanos e animais apds a
administracdo de endotoxina, IL-1 e TNF-a e por infeccdo bacteriana aguda e sepse
(JABLONS et al, 1985, HEFGOIT et al, 1989). Enquanto os efeitos da IL-1 e do
TNF-a podem ser prejudiciais ao hospedeiro, as agbes da IL-6 parecem ser
benéficas, pois os fatores da fase aguda protegem o hospedeiro contra
microrganismos e, além disso, a L-6 "per si" ndo causa injuria tecidual e trombose
vascular caracteristicas da acdo da endotoxina e do TNF-a (GREEN e ADAMS,
1992).



A febre ¢é definida como uma resposta biologica complexa, altamente
integrada, caracterizada pela elevacao controlada da temperatura retal, resultante da
atividade neuronial hipotaldamica (KLUGER, 1991). E amplamente aceito que
estimulos patogénicos, tais como a endotoxina, causam febre através da ativacdo de
células imunes periféricas que sintetizam e liberam mediadores inflamatdrios
(pirogénios enddgenos), os quais agem direta e indiretamente no cérebro (KLUGER,
1991). Varios pirogénios endogenos foram identificados nos Ultimos 10 anos,
incluindo as citocinas pré-inflamatérias IL-1R (DINARELLO, 1996), IL-6 (Rothwell et
al., 1991 citado por ZETTERSTROM, 1998) e TNF-a (DINARELLO et al., 1986).
Existem muitas evidéncias da acédo sinérgica do TNF-a e IL-6 com a IL-1 durante
febre (HOPKINS E ROTHWELL, 1995).

Varios sdo 0s supostos mecanismos pelos quais 0 SNC regula a resposta
inflamatoria. Inmeras evidéncias indicam que essa regulacdo ocorre atraves de
mecanismos humorais (BESEDOVISKY et al., 1986; HU et al., 1991; LIPTON &
CATANIA, 1997; WOICIECHOWSKY et al., 1998). Diversos pesquisadores tém
proposto que citocinas circulantes sdo os mediadores enddgenos da febre em
resposta a administracdo de pirogénios exogenos (LONG, 1990; KUGLER, 1991;
BLATTEIS e SEHIC, 1997; KOZAK et al., 1998, LUHESHI, 1998; CARTMELL, 1999;
CARTMELL et al., 2000; CARTMELL et al., 2001).

A IL-1 tem sido referida como a citocina de maior atividade pirogénica por
induzir a sintese de prostaglandina E (PGE), que age diretamente no sistema
nervoso central produzindo febre (ATKINS, 1960; AURON et al., 1984; DINARELLO,
1984; KLUGER, 1991) por meio do aumento do "set point* hipotalamico
termorregulatério (JAMPEL et al, 1983). A inibicho das agdes da IL-1,
perifericamente ou no cérebro de roedores, por meio da administracdo de anti-IL-1,
atenua acentuadamente a resposta febril induzida pelo LPS (LONG et al., 1990;
SMITH e KUGLER, 1992; KLIR et al., 1994; LUHESHI et al., 1996;CARMELL et al.,
1999).

Muitos estudos experimentais destacam a importancia das IL-1 e IL-6 como
mediadores enddgenos da resposta febril. Essas citocinas estdo envolvidas na
estimulagdo da sintese de proteinas da fase aguda, na ativacdo do eixo hipotalamo



hipofisario-adrenal, no inicio da cascata do acido aracdonico, assim como na inducéo
da sintese de outras citocinas. (KLUGER et al., 1995; SPANGELO e GAROSPE,
1995; BLATTEIS e SEHIC, 1997). Além disso, as atividades biolégicas da IL-1 e IL-6
parecem estar interrelacionadas, sendo a IL-1 um potente indutor da IL-6 (AKIRA et
al., 1993; KOZAK et al., 1998; Tritarell et al., 1994 citado por CARTMELL et al,
2000).

A IL-6 parece agir ®mo um sinal circulante aferente para o cérebro, evocando
a febre na resposta inflamatéria apds injecdo localizada de LPS em rato. No entanto,
sozinha ndo € capaz de induzir febre quando injetada sistemicamente, agindo
somente em conjunto com IL-1. Consequentemente, € possivel que a agado
pirogénica de IL-1R seja mediada pela IL-6 (KOZAK et al., 1998).

Esse conceito sobre a patogénese da febre estd baseado principalmente em
trés observacbes experimentais: a primeira observacdo demostrou 0 aparecimento
de citocinas na corrente sanglinea quase simultaneamente ao desenvolvimento da
febre ap6s a injecdo de LPS. Dependendo da via de administracdo e da dose
injetada, uma cascata citocinica € disparada, sendo o TNF-a a primeira citocina a
aparecer na circulacdo (KLUGER, 1991; ROTH et al, 1993; JANSKY et al., 1995),
seguida de tracos de IL-1R (JANSKY et al, 1995) e grande quantidade de IL-6
(ROTH et al., 1993), assim como outras citocinas. Entre as citocinas mensuradas no
plasma sanglineo durante a febre induzida por LPS, a IL-6 mostrou ter a melhor
correlacdo com as mudangas na temperatura corporal (LeMAY et al., 1990; ROTH et
al.,1993; CARTMELL et al., 2000); a segunda observacdo relacionase ao fato de um
modelo similar ao da febre causada pelo LPS, tanto no que diz respeito a extensao
quanto a duracdo, poder ser induzido com a administracdo de algumas citocinas que
sdo liberadas em resposta a injecdo de LPS (DAVATELIS et al., 1989; BLATTEIS et
al., 1990; KLUGER, 1991; ZAMPRONIO et al, 1995; GOLDBACH et al., 1996,
ANFORTH et al, 1998) e a terceira observacdo deriva de experimentos que
resultaram na atenuacdo da formacdo de citocinas na circulagcdo sanglinea
induzidas pelo LPS ou, na neutralizacdo das atividades biologicas de uma
determinada citocina concomitantemente a reducdo da febre. O TNF-a e a IL-1R s&o
considerados 0s mediadores iniciais dentro da cascata inflamatéria e, por essa



razdo, a maioria das estratégias experimentais anti-citocinicas séao direcionadas
contra eles (GIVALOIS et al., 1994; ZAMPRONIO et al., 1994; ROTH et al., 1998;
DINARELLO et al., 1999).

Nos Ultimos anos, muitos estudos tém sido realizados na tentatva de se
desvendar o mecanismo putativo pelo qual as citocinas circulantes podem influenciar
as estruturas cerebrais envolvidas na patogénese da febre. Um mecanismo de
comunicacao, alternativo e rapido, entre o sistema imune ativado e aquelas partes da
cérebro relacionadas com a indugdo da febre poderia ser a estimulacdo do nervo
vago aferente (BLUTHE et al., 1996; MILLIGAN et al, 1997; ROMANOVSKY et al.,
1997; BLATTEIS e SEHIC, 1997; BLATTEIS, 1998; GREEN et al, 1998; MAIER et
al., 1998; SIMONS et al, 1998, GOEHLER, et al., 1999; Romanovsky et al., 1998
citado por ZEISBERGER, 1999; HANSEN et al., 2000).

A evidéncia da funcdo do nervo vago como veiculo de transferéncia entre os
sinais imunes periféricos e o cérebro é sustentada pelo fato da transeccdo de ramos
do nervo vago, como por exemplo a vagotomia subdiafragmatica, atenuar ou mesmo
abolir um grande numero de respostas a injecdo intraperitoneal ou intravenosa de
doses baixas de LPS ou citocinas pré-inflamatérias (LUHESHI et al., 1994; WAN et
al., 1994; WATKINS et al., 1994; LAYE et al., 1995; GAYKEMA et al., 1995; BLUTHE
et al., 1996; HANSEN e KRUEGER, 1997). A supressdo da febre induzida pelo LPS
apos a vagotomia tem sido demonstrada em ratos (ROMANOVSKY et al, 1997) e
cobaias (BLATTEIS e SEHIC, 1997, GOLDBACH et al., 1997), sendo este fenémeno
dependente da dose de LPS injetada e da via de administracao.

A ativacdo de fibras vagais aferentes pela endotoxina ou citocinas estimula
uma resposta antiinflamatoria  hipotalamica-hipofisaria-adrenal. A  estimulacdo do
nervo vago participa como um componente antiendotoxémico através do ramo
aferente, modulando a liberacdo de adrenocorticotropina e reduzindo a resposta
febril 2 endotoxina (GAYKEMA et al., 1995; FLESHNER et al., 1998).

A transmissdo dos sinais do sistema imune para éareas importantes do
hipotdlamo através de fibras aferentes do nervo vago ocorre a partir do momento em
gque o LPS aparece na corrente sanglinea, induzindo rapidamente a ativacdo da
cascata do complemento que, por meio de seus componentes, estimula a producdo



de citocinas pelas células de Kupffer, capazes de ativar as fibras aferentes do ramo
hepatico do nervo vago (BLATTEIS e SEHIC, 1997). Os sinais do ramo hepatico
aferente vagal sdo transportados para areas de projecdo central do nervo vago
dentro do nucleo do trato solitario, onde a mensagem pirogénica alcangca grupos
celulares Al e A2 adrenérgicos, projetando-se diretamente para as areas
hipotalamicas (Li et al., 1999 citado por ROTH e SOUZA, 2001).

Comparativamente, pouco se sabe sobre a funcdo da sinalizacdo do nervo
vago eferente na modulacédo da inflamacgdo. Recentemente, Borovikova et al. (2000)
descreveram uma via antiinflamatéria parassimpatica até entdo desconhecida, pela
qual o cérebro modula a resposta inflamatoria sistémica para a endotoxemia. Neste
estudo, a acetilcolina (Ach), principal neurotransmissor do nervo vago, suprimiu a
producdo de TNF de maneira dose-dependente por meio de receptores colinérgicos
nicotinicos presentes na parede celular dos macréfagos. Estudos clinicos mostraram
gue a administracdo de nicotina pode ser efetiva no tratamento de alguns casos de
inflamacdo intestinal, sendo que citocinas pré-inflamatérias estdo significativamente
diminuidas na mucosa do célon de fumantes com inflamacédo intestinal (SANDBORN
et al, 1997; GUSLANDI, 1999; SHER et al, 1999). A nicotina possui efeito
imunorregulatério modulando a produgcdo de citocinas, principalmente TNF-a e IL-2,
pelas células mononucleares (MADRETSMA et al., 1996). A sinalizacdo do nervo
vago eferente parece facilitar a liberacdo de linfocitos do timo (células T), através de
uma resposta dos receptores nicotinicos a acetilcolina (ANTONICA et al., 1994)

Borovikova et al. (2000) demonstraram, ainda, que a estimulacdo elétrica do
terco distal do nervo vago em ratos com vagotomia bilateral cervical diminui
significativamente a quantidade de TNF no plasma, enquanto a vagotomia sem
estimulacdo elétrica aumenta o pico de TNF sérico. Os niveis de TNF no figado de
animais vagotomizados apoOs estimulacdo elétrica do nervo vago diminui enquanto a
vagotomia sem estimulagdo esta associada a um aumento na sintese desta citocina.
Esses resultados indicam diretamente a sinalizaggdo do nervo vago eferente na
producdo de TNF in vivo. Uma possibiidade a ser considerada é a liberacdo de
mediadores ou hormonios antiinflamatorios, tais como a cortisona, pela ativacdo do

nervo vago, que inibirdo a producdo de TNF no figado. Normalmente a endotoxemia



estd associada a um aumento na quantidade de cortisona que bloqueia a produgdo
de TNF, PAF e outros produtos dos macrofagos (HARDIE e KRUSE-ELLIOT, 1992).
A vagotomia diminui os niveis de corticosterona porque, em parte, elimina os sinais
do nervo vago aferente para o cérebro (GAYKEMA et al., 1995; FLESHNER et al.,
1998). Esta resposta diminuida de corticosterdide provavelmente contribui para o
aumento nos niveis de TNF observado no figado de animais vagotomizados
(Sterneberg, 1997 citado por ZEISBERGER, 1999).

Em equinos, a ocorréncia de endotoxemia estd diretamente associada a
doencas obstrutivas do trato gastrintestinal. Tem sido bastante comum a incidéncia
de colicas graves decorrentes da pulverizacdo de equinos com amitraz (AMZ), sendo
a compactacdo de colon maior uma das principais consequiéncias da intoxicacdo por
esta substancia (AUER et al., 1984; DEARO & GANDOLFI, 1995; BOTTEON et al.,
1998; STEINMAN et al., 1998). Entretanto, nestes casos ndo se observa a ocorréncia
de quadros endotoxémicos, assim como seqielas comumente encontradas em
eqlinos com compactacdo ou obstrucdo de colon ocasionado por outros fatores
(informacdo verbal)'. Resultados experimentais com cobaias tratadas com AMZ
foram compativeis com os sintomas observados em cavalos intoxicados por esta
substancia, nos quais, além da depressdo do SNC, foi bastante evidente a
diminuicdo da motilidade intestinal (ROBERTS & ARGENZIO, 1986).

O AMZ, um N - (24-dimetilfenil) - N - (2, 4 - dimetilfenil) iminometil - N -
metilmetanimidamida, também designado N, N' (metiliminodimetilidina) bis - 2, 4 -
xiidina € um acaricida formamidinico amplamente utiizado no controle de
ectoparasitas em medicina veterinaria (YARAMIS et al., 2000). Além da excelente
atividade acaricida e inseticida, o amitraz possui uma atividade farmacolégica
bastante complexa. Segundo Bonsall e Turnbull (1983) os sinais e sintomas mais
comuns de intoxicacdo aguda em diferentes espécies sao depressdao do SNC, com
episédios de hiperexcitabilidade, hipotenséo, bradicardia, hipotermia, hiperglicemia e,
em algumas espécies, alteracio no balanco hidrico, evidenciado por
hemoconcentracdo. Muitos estudos tém demonstrado que esses sinais relacionam-

se com a capacidade do AMZ em estimular receptores a-2 adrenérgicos (HSU e
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KAKUK, 1984; COSTA e MURPHY,1987; COSTA et al., 1988; SAKATE et al., 1992,
SCHAFFER et al., 1990; QUEIROZNETO et al., 2000), além de inibir a sintese de
prostaglandina (Yim et al, 1978 citado por QUEIROZNETO et al, 2000) e a
atividade da monoaminooxidase (MAO) (Aziz e Knowles, 1973 citado por QUEIROZ
NETO et al., 2000).

Balestrero (2001), Queiroz-Neto (1998) e Valaddo (1998) demonstraram o0s
efeitos sedativo e analgésico do AMZ em cavalos apOs inje¢do intravenosa e epidural
deste composto, reforcando os dados ja existentes na literatura sobre as
caracteristicas da acdo agonista do AMZ sobre os receptores a -2 adrenérgicos, bem
similares aos da xilazina, outro farmaco deste grupo parecendo exercer acgao
parassimpatomimética no SNC.

Di Filipo et al. (2000), ao estudarem células esplénicas de camundongos in
vitro, verificaram que o AMZ reduziu os niveis de TNF, sinalizando a acdo
antiinflamatoria deste composto.

Assim, neste estudo, a proposta foi avaliar os efeitos do AMZ sobre a resposta
febril, quando administrado antes da inducdo experimental de endotoxemia com LPS ou

da administracéo de IL-1R, em coelhos.

! Prof. Dr. Carlos Augusto Aratjo Valad&o, Hospital Vaterinario "Governador Laudo Natel”, UNESP,
Jaboticabal, abril de 2001.
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MATERIAL E METODOS

Animais - Foram utilizados 40 coelhos machos, raca Branco da Nova Zelandia, com
peso variando entre 2,5 e 3,5 kg, em duas fases experimentais. Na primeira fase, para
determinacdo da dose hipnética 50% do AMZ, os animais foram divididos em 4 grupos
iguais de cinco animais (G1, G2, G3, G4). Decorrido um intervalo de quinze dias, os
coelhos empregados na primeira fase foram incorporados, aleatoriamente, aos grupos
experimentais da segunda fase (Gl, Gll, Glll, GIV, GV, GVI, GVII, GVIIl), compostos de
cinco animais cada. Todos receberam racdo comercial e &gua ad libitum e foram
colocados, individuaimente, em gaiolas de metal em ambiente com temperatura
controlada entre 24 e 28°C, sob condigbes naturais de iluminacdo sendo,
aproximadamente, 14 horas em ambiente claro e 10 horas em ambiente escuro. Os
coelhos foram treinados para permanecer em caixas de contencdo por 6 horas em
ambiente com temperatura controlada (25°C) em dias alternados por, no minimo, 10
dias antes do inicio do experimento para se evitar o efeito do estresse sobre a
temperatura corporal devido a contencdo dos animais. Todas as injegdes foram
realizadas na veia marginal auricular. Ao término da experimentacdo, os animais foram

sacrificados sob anestesia com pentobarbital sodico (MURAKAMI et al.,1990).

Delineamento Experimental

Determinacdo da dose hipnética 50% de AMZ (DH50%) - 12 fase - Foram utilizados
vinte coelhos separados em quatro grupos contendo cinco animais cada (Gl, G2, G3,
G4). Os animais receberam 0,3; 0,75, 1,0 ou 15 mgkg! de AMZ por via IV.
Considerou-se como hipnose a manutencdo, pelo animal, da posicdo de decubito dorsal
com perda da capacidade de endireitamento postural. Os animais foram avaliados entre
7:00 e 12:00 e as anotacdes dos efeitos foram feitas a partr de 5 minutos apds a
administracdo. Nao ocorrendo a perda de reflexo postural, tentativas de posicionar o
animal em decubito dorsal foram feitas em intervalos de 5 minutos, por um periodo de

60 minutos.
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Inducdo da endotoxemia experimental - 22 fase - A endotoxemia foi induzida nos
grupos GIV, GVI e GVII por meio da administragdo de 1,5 pgkg?! de endotoxina de

E.coli 055:B5 diluida em soro fisiolégico, injetada por via intravenosa (i.v.).

Grupo | (controle negativo) - Nos animais do grupo controle foi, inicialmente,
administrada solucéo salina iv. (NaCl 0,9%), em igual volume ao programado para a
dose sub — hipndtica do AMZ (DSHA, 0,3mgkg’) determinada na primeira fase
experimental. Decorridos 10 minutos, foi realizada a injecdo iv. de solu¢cdo salina em
volume padronizado com aquele da diluicdo de LPS.

Grupo Il (controle negativo) - Os animais deste grupo receberam DMSO
(dimetilsulféxido) a 10% em igual volume ao programado para a DSHA. Decorridos 10
minutos, foi realizada a injecdo iv. de solucdo salina em volume padronizado com

aquele da diluicéo de LPS.

Grupo Il (controle negativo) - Inicialmente, os animais deste grupo receberam a
DSHA. Ap6s 10 minutos, foi administrada solucdo salina i.v. em volume padronizado

com aqguele da diluico de LPS.

Grupo IV (controle positivo) - Nos animais deste grupo foi administrada solucéo salina
iv. em igual volume ao programado para a DSHA. Decorridos 10 minutos foi
administrado 1,5 pg/kg de LPS.

Grupo V (controle positivo) - Os animais deste grupo receberam solucdo salina i.v.

em igual volume ao programado para a DSHA. Apés 10 minutos, foram administrados

100 ng.kg* de interleucina—1R recombinante humana (IL-1R)3 diluida em PBS.

Grupo VI - Neste grupo, os animais receberam a DSHA e, ap6és 10 minutos, foram

administrados 1,5 pg.kg™* de LPS.

2 The Sigma-Aldrich Family, St. Louis, MO, EUA.
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Grupo VII - Inicialmente, os animais deste grupo receberam a DSHA Decorridos 10

minutos, foram injetados 100ng.kg* de IL-1R.

Grupo VII - Os animais deste grupo receberam DMSO (dimetilsulféxido) a 10% em
igual volume ao programado para a DSHA. Apés 10 minutos, foi administrado 1,5 pg.kg
1

de LPS.

Avaliacdo comportamental - Apés a aplicacdo das substancias, segundo
delineamento acima, os coelhos foram mantidos em caixas de contencdo por seis horas

consecutivas para serem anotadas as manifestacbes comportamentais.

Mensuracdo da temperatura - Os animais foram colocados em caixas de contencdo e
uma sonda* foi inserida a 10 centimetros de profundidade no reto e fixada na cauda do
animal. Uma hora antes da administracdo das substéncias e nas 6 horas seguintes, a
temperatura retal foi aferida em intervalos de 15 minutos, por meio de um
teletermémetro®. O aumento da temperatura retal ap6s as administracdes foi calculado
pela diferenca entre a temperatura retal antes e aquela aferida nos diferentes tempos

apos as injecoes.

Andlise estatistica - Na primeira fase experimental, para o célculo da DHA50% (dose
hipndtica 50% do AMZ), foram empregadas diferentes doses do farmaco, selecionadas
em funcdo da porcentagem do efeito produzido. Em seguida, a partir destes dados,
construiu-se uma curva dose-efeito relacionando-se a concentracdo logaritmica da dose
com a porcentagem de efeitos obtidos. A inclinacdo da reta foi determinada, assim
como a DHA50% com seus respectivos limites de confianca de acordo com o método
descrito por Litchfield e Wilcoxon (1949).

Os dados obtidos na segunda fase experimental para a temperatura retal
relativos a cada grupo foram submetidos a andlise de varidncia com repeticdo muiltipla,

seguida da comparacdo das médias pelo teste Student-Newman-Keuls (p=0,05) para os

3 R&D Systems, Mineapolis, MN, EUA.
4 Termistor, Yellow Spring International, n 701, USA.
® Modelo 46TUC YSI, USA..
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diferentes tempos. Para analise entre os grupos nos diferentes tempos, os dados foram
submetidos a andlise de variancia, seguida da comparacdo das médias pelo teste

Student-Newman-Keuls (p=0,05)
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RESULTADOS

Determinagéo da dose hipnética 50% de AMZ (DHA50%)

Apbés o tracado curva doseefeito (figura 4), a DHA50% determinada foi 0,55
mgkg? cujo limite inferior foi 0,22 e limite superior 1,37. A partir desta observacdo
elegeu-se a dose 0,3 mgkg! para se empregada neste ensaio, como dose sub-

hipondtica (DSHA) de AMZ injetado por via intravenosa em coelhos.

Avaliacdo comportamental

A administracdo intravenosa de 0,3 mgkg! de AMZ ndo produziu sinais visiveis
de sedacdo ou hipnose em nenhum dos animais. Por outro lado, tanto a injecdo
intravenosa de 1,5 pg.kg?® de LPS quanto de 100ngkg® de IL-1R estabeleceram sinais

de depressao tais como ptose da cabeca e ptose palpebral.

Mensuracao da resposta febril

Os animais do Gl (sal-AMZ) e do GllI (sa-DMSO) ndo apresentaram alteracfes
da temperatura retal (tabela 1, figura 1) tanto em relagdo ao valor basal quanto ao
grupo controle (sal-sal).

A injecdo intravenosa de LPS (GIV) induziu febre a partir dos 45 minutos apds a
sendo o primeiro pico apés 75 minutos (40,1+0,2°C, n=5, p=0,05) e outro aos 210
minutos (40,8+0,4°C, n=5, p=0,05) (tabela 2, figura 2). A duracdo da febre excedeu 5
horas.

Apbés o tratamento com AMZ (GVI), a febre teve inicio a partr de 60 minutos,
atingindo o pico aos 180 minutos (40,2+0,3°C, n=5, p=0,05) (tabela 2, figura 2), cuja
duracéo foi superior a 5 horas.

Os coelhos pré-tratados com DMSO (GVII) apresentaram febre a partir de 60
minutos, com o pico aos 90 minutos (39,8+0,6°C, n=5, p=0,05) e, apds este momento,
teve inicio a desfervescéncia (tabela 2, figura 2).

Os coelhos do GIV (sal-LPS), quando comparados a aqueles do Gl (sal-sal)

apresentaram febre a partir do tempo 45 até 315 (tabela 2, figura 2). Foi observado que
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nos tempos 60,75, 90, 210 e 225, a temperatura retal dos coelhos tratados com sal-LPS
foi mais elevada do que nos coelhos tratados com AMZ-LPS (tabela 2, figura 2).

A temperatura retal dos coelhos pré-tratados com AMZ e desafiados com LPS
(GVI) foi maior desde os 135 até 300 minutos e em relagdo ao grupo sal-sal (Gl). Em
relacdo ao grupo pré-tratado com DMSO-LPS, os valores de temperatura dos coelhos
AMZLPS exibiram a maior elevacdo aos 195, 210, 225, 285 e 300 minutos (tabela 2,
figura 2).

Para a associagdo DMSO-LPS a temperatura retal dos coelhos foi superior
aquela registrada no grupo controle (sal-sal) desde os 45 até os 105 minutos e,
também, aos 135 e 150 minutos. Quando comparados com o grupo sal-LPS, os valores
da temperatura do grupo DMSO-LPS foram menores de 165 até 225 minutos e de 270
até 315 minutos (tabela 2, figura 2, p=0,05).

O tratamento sal-L-1R produziu elevacdo de temperatura somente aos 60
minutos (39,9+0,5°C, n=5, p=0,05) em relacdo ao valor basal. Este tratamento causou
elevacdo da temperatura nos tempos 45, 60, 75, 90, 105, 165, 180, 285 e 300 em
relacdo aos valores da temperatura anotados nos coelhos do grupo sal-sal (tabela 3,
figura 3).

A injecdo da associacdo AMZ-L-1R aumentou a temperatura retal desde 45
minutos apds a administracdo, atingindo o pico apés 90 minutos (39,8+0,4°C, n=5, p=
0,05) mantendo-a elevada até 210 minutos. Neste grupo a duracdo da resposta febril foi
superior a 5 horas. Com relacdo ao grupo sal-sal, os valores da temperatura do grupo
AMZ-IL-1R foram maiores desde os 45 até os 360 minutos. Os animais do grupo AMZ-
IL-1R apresentaram valores de temperatura mais elevados em relagdo aqueles tratados
com sal-IL-1R entre 195 e 225 minutos (tabela 3, figura 3).



TABELA 1 — Valores médios da temperatura retal (°C) de coelhos pré-tratados com salina, AMZ (0,3 mgkg™) ou

DMSO, registrados por 360 minutos apds a administracao dos tratamentos.

GRUPOS Tempo (minutos)
-60 0 15 30 45 60 75 90 105 120 135 150 165 180 195 210 225 240 255 270 285 300 315 330 345 360
Gl 38,9 390 386 388 387 388 386 39C 394 389 390 390 390 39,1 39 391 391 390 390 391 391 391 392 391 391 391
(sal-sal) [01 [0,2] [0 [03] [4 [02 [03] [02 [03 [03] [04] [04 [©03 [04 [03 [02] [02 [03] [02 [02 [01 [01 [03] [02] [02] [02
a a a a a a a a a a a a a a a a a a a a a a a a a a
Gl 38,7 387 387 388 388 387 387 387 388 387 386 387 387 388 38¢ 389 389 389 388 388 388 388 389 389 389 389
(DMSO-sal) [0,3] [0,3] [03] [0,3] [03] [04 [04] [03 [02 [02] [02 [03 [©03 [03 [03 [03 [03 [03 [03 (3 [02 [02 [0,2 [02 [02 [02
a a a a a a a a a a a a a a a a a a a a a a a a a a
Glll 38,8 38,7 387 388 387 388 388 3839 389 388 389 389 389 389 39 391 393 392 391 391 390 390 390 390 390 390
(AMZ-sal) [04] [04] [05 [04] [04 [03 [03 [02 [02] [03 [01 [01 [02 [04 [03] [0 [03 [02] [031 [02 [021 [01 [01] [01] [01] [02]
a a a a a a a a a a a a a a a a a a a a a a a a a a

Entre os grupos, médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si (teste de Student-Newman-Keuls, p£0,05). [ ]

Desvio padréo da média.



TABELA 2 — Valores médios da temperatura retal (°C) de coelhos pré-tratados com salina, AMZ (0,3 mgkg™) ou

DMSO, e desafiados com salina ou LPS (1,5 pg.kg?l), registrados por 360 minutos apds a administracio dos

GRUPOS Tempos (minutos)
60 0 15 30 45 60 75 90 105 120 135 150 165 180 195 210 225 240 255 270 285 300 315 330 345 360
Gl 389 390 386 388 387 388 386 390 394 389 390 390 390 391 390 391 391 390 390 391 391 391 392 391 391 391
(sal-sal) [0, [0,2] [1,00 [0,3] [0,4] [02] [0,3] [0,2] [0,3] [0,3] [04] [04] [03] [04] [03] [02 [02] [0,3] [02 [0,2] [0,1] [0,2] [0,3] [0,2] 1[0,2] [0O,2]
a a a a a a a a a a a a a a a a a a a a a a a a a a
GIV 387 39,0 389 39,1 395% 398%* 401* 40,1* 40,1* 40,1* 402* 404* 40,5 40,6* 40,7* 408* 40,8* 405 404* 404* 40,2 40,1* 39,9* 39,7* 396* 39,3*

(sal-LPS) [03] [03] [0,2] [0,2] [0,2] [02] [0, [0,2] [0, ([0,1] [03] [03] [0,3] [05] [055] [04] [04] [0,4] [05] [04] [0,2] [0,1] [0, 1] [0,2] [0,2] [0O,3]
a a a a b b b b b b b b b b b b b b b b b b b a a a

GVI 388 389 390 39,0 391 392* 394* 394 395* 39,7¢ 398* 40,0 40,1* 402* 40,2* 402* 40,2* 40,2* 40,1* 40,1* 40,0 39,9* 39,7* 39,6* 394* 394
(AMZ-LPS) [0,2] [0,2] [0,3] [0,3] [0,4] [05 [05 [0)5] [05] [0)5] ([04] ([04] [0)3] [03] [0,2] [02] [0, [o0,1] [O02] [0,0] [O0,a] [O0,1] [O0,1] [0,1] [0,1] [0O,2]
a a a a ab ac ac ac ab ab b b bc bc b c c b b bc b b ab a a a

GVl 387 388 390 39,2 395 396* 39,7* 39,8 39,7 39,7% 397* 39,7 39,7 39,6* 39,6* 396* 395 39,7 396* 395* 394 39,3 393 393 392 392
(DMSO-LPS) [0,2] [0,2] [0,1] [0,2] [0,2] [03] [o)5] [o,6] [o0)5] [o,6] [07] [O,7] ([0,8] [08] [0,7] [08] [08] [1,2] ([1,1] [1,0] [0,9] [0, 7] [0,7] [0O6] [0,6] [O,5]
a a a a b bc bc bc b ab b b ac ac a a a ab ab ac a a a a a a
tratamentos.
*Significativa mente diferente em relacdo ao T-60. Entre
0S grupos, as médias seguidas da mesma letra ndo
diferem entre si (teste de Student-Newman-

Keuls, p£0,05).[ ] desvio padréo da média.



TABELA 3 — Valores médios da temperatura retal (°C) de coelhos pré-tratados com salina ou AMZ (0,3 mgkg?), e
desafiados com salina ou IL-1b (100 ng.kg?), registrados por 360 minutos apés a administracdo dos

tratamentos.
GRUPOS Tempo (minutos)
-60 15 75 90 105 135 150 165 180 195 210 240 255 270 300 330 345 360
Gl 38,9 38,6 386 390 394 390 390 390 391 390 391 39,0 390 391 39,1 391 391 391
(sal-sal) [0.1] [1,0] [03] [02] [03] [04] [04] [0,3] [04] [0,3] [0.2] [03] [02] [02] [0.1] [02] [02] [02]
a a a a a a a a a a a a a a a a a a
GV 39,1 39,3 398 397 396 395 394 396 397 395 394 395 395 395 39,5 394 393 392
(sal-IL-1) [0,2] [0,3] [0,4] [0,5] [0,6] [o,77 [0,71 [0,3] [0,2] [0,2] [0,2] [0,1 [0,2] [0,3] [0,1] [0,1] [0,1] [0,1]
a a b b b ab ab b b a a ab ab ab b a ab a
GVII 38,9 39,1 39,9* 39,8* 399* 40,060 40,0* 40,060 40,0* 40,1* 40,1* 40,1* 40,0* 39,9* 39,7* 39,66 39,6* 39,6¢
(AMZ-IL-1)  [0,2] [0,4] [03 1[04 [02] [0,3] [03] [0,4] [05] [0,5] [0,6] [0,7] [0,8] [0,77 [06] [0,4] [0,4] [0,4] [0,4] [0,4]
a a b b b b b b b b b b b b b b a a

*Significativamente diferente em relacdo ao T-60. Entre os grupos, médias seguidas da mesma letra ndo diferem
entre si (teste de Student-Newman-Keuls, p£0,05). [ ] desvio padrao da média.
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DISCUSSAO

Os efeitos de um determinado farmaco podem ser alterados por diversos fatores.
Entre eles destacam-se aqueles ligados aos animais, a substancia quimica e ao meio
ambiente. Ainda que, outras variaveis como dose, via de administracdo e momento da
observacdo, sejam mantidas constantes, varios resultados apresentam-se diferentes
sendo esses valores influenciados pela variacdo individual, espécie animal e linhagem.
Desta maneira o célculo inicial da dose hipnética 50% do amitraz injetada por via
intravenosa, em coelhos, foi importante para o balizamento deste estudo, uma vez gque
a literatura carece dessa informacdo. O dose calculada foi 0,55 mg/kg e norteou a
escolha da dose sub-hipndtica do farmaco ensaiada nos experimentos subsequentes.

A febre é a principal manifestacdo entre as respostas de defesa do organismo,
coletivamente denominadas resposta de fase aguda, e por isso, considerada um sinal
caracteristico da infecdo. Nos modelos experimentais, o LPS é o indutor de febre mais
conhecido e mais freqientemente utilizado. Seus efeitos sdo muito parecidos com
aqueles induzidos por bactérias Gram-negativas ou por endotoxinas bacterianas
(ZEISBERGER, 1999). A febre pode ser induzida ainda, por injecéo intravenosa de
citocinas tais como TNF-a , IL-1, IL-6 (KLUGER, 1991). Essas substancias possibilitam
0 delineamento de varios modelos experimentais para 0 estudo dos mecanismos
envolvidos no desencadeamento da resposta febril, conforme verificado neste ensaio.

Como era de se esperar, tanto os animais dos grupos sal-LPS como dos grupos
DMSO-LPS e AMZ-LPS, desenvolveram febre devido a acédo pirogénica do LPS ja
descrito na literatura (ZEISBERGER, 1999). Por outro lado, tanto o AMZ quanto o
DMSO nao alteraram a temperatura corporal visto que, esses farmacos ndo possuem
caracteristica termogénica (VITAL, 1999; TASAKA, 1999).

O fato dos animais do grupo salIL-1R terem apresentado elevacdo de
temperatura somente aos 60 minutos, em relagdo aos valores basais, pode ser
explicado por uma falha no controle da temperatura ambiente, o que deve télos
expostos a um estresse térmico nos momentos anteriores ao inicio do experimento.
Esse hipotese pode ser amparada pelos valores basais mais elevados nos coelhos
desse grupo observados na fase anterior a inducdo da febre por IL-1R. Por outro lado,
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guando esses valores foram comparados aos do grupo controle (sal-sal) determinou-se
a ocorréncia de febre. Dessa maneira, os grupos sal-IL-18 e AMZ-IL-1R apresentaram
resposta febril caracteristica, uma vez que a injecdo intravenosa de dose baixa de IL-
1R, como a utiizada nesse experimento, induz febre monofasica, enquanto uma dose
alta desta substancia induz febre bifasica (MORIMOTO et al., 1989). Por sua vez,
apesar do grupo AMZ-IL-1R ter apresentado valores maiores ao do grupo sal-IL-1B em
alguns momentos, foi possivel notar que, com relacdo ao tempo, o AMZ néao interferiu
na resposta febril induzida pela IL-1R.

A resposta febril apresentada pelo grupo tratado com sal-LPS apresentou dois
picos febris, ao contrario do que ocorre classicamente com a febre induzida por LPS
(MACARI et al, 1990, CARTMELL et al, 2000). Isso provavelmente possa ser
explicado devido a utilizacdo de uma dose alta de LPS conforme foi descrito por
Morimoto et al. (1986). Todavia outros autores preconizam o0 uso de doses mais baixas
para a inducéo experimental de endotoxemia (SOUZA et al., 1998).

A diminuicdo da variacdo da temperatura apresentada pelo grupo pré-tratado
com AMZ e, posteriormente, desafiados com LPS, evidenciou que o AMZ atenuou a
resposta febril, talvez resultante da ativacdo de receptores adrenérgicos a, no SNC
(DELBARRE e SCHMITT, 1971). Tal afirmagdo pode ser suportada, sabendo-se que o
nucleo do trato solitario (NTS) € o local predominante das terminacOes aferentes vagais
e o principal local de acdo dos agonistas a, adrenérgicos (RUFFUOLLO et al., 1993) e,
sendo 0 AMZ um composto deste grupo farmacolégico, € muito provavel que ele tenha
estmulado o eixo hipotdlamo-hipodfise-adrenal, modulando a liberacdo de
adrenocorticotropina (ACTH) e reduzindo a resposta febrii (MAIER et al, 1998). Este
evento é essencial na resposta de fase aguda e induz aumento nos niveis plasmaticos
de ACTH (BESEDOVSKY et al., 1986) e glicocorticoides (COELHO et al. 1992; Milton et
al. citado por SOUZA et al, 1998). Este dltimo, através de suas propriedades
antiinflamatodrias, bloqueia o0s estagios iniciais do processo inflamatdrio inibindo a
producdo de citocinas pelos macrofagos e leucécitos e, quando a inflamacdo ja esta
instalada, inibe a sintese de PGE no hipotalamo (GUYTON e HALL, 2000).

Em funcdo do anteriormente exposto, quando a endotoxemia experimental foi

induzida nos coelhos, é possivel que os niveis de cortisol no sangue encontravam-se
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altos e impediram a liberacdo de TNF-a e IL-1R e, por conseguinte, o desencadeamento
da resposta febril. O prétratamento com AMZ e posterior desafio com IL-1R reforca
esta hipotese, visto que o AMZ ndo atenuou 0 desencadeamento da resposta febril
pois, mesmo que ele tenha disparado uma resposta antinflamatoria hipotalamica-
hipofiséria-adrenal, ndo conseguiu bloquear a acdo da IL-1R, quando injetada
diretamente na corrente sanguinea.

O prétratamento com DMSO associado ao LPS, apontam uma propriedade
antinflamatéria deste composto ja& demonstrada na literatura (BRAYTON, 1986;
TASAKA, 1999). Neste particular, sabe-se que o tratamento prolongado com DMSO
causa a reducdo dos niveis de TNF-a pelas células de Kupffer, inibindo a sintese desta
molécula, além de reduzir os niveis de NO (NAKAMUTA, 2001).

No entanto, a agdo anti-pirética do AMZ foi inferior aquela do DMSO haja visto
que este Ultimo inibiu a resposta febrii de uma maneira mais pronunciada, como foi
demonstrado na comparagdo dos efeitos de ambos. Sendo assim, quando utilizados
juntos, a acdo do AMZ parece se sobrepor a do DMSO. Todavia, poder-se-ia supor que
uma dose mais alta de AMZ seria mais eficiente para se obter um efeito antipirético

mais nitido, em coelhos.
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CONCLUSOES

Baseado nos achados clinicos deste estudo, pode-se concluir que:
1. O AMZ, na dose sub-hipndtica (0,3 mg/kg), diminui a intensidade da febre em
animais com endotoxemia induzida experimentalmente.
2. O DMSO é mais eficiente do que 0 AMZ em diminuir a febre causada por LPS.

3. O AMZ néo bloqueia a febre induzida pela injecdo de IL-1R.
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