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PARTE 1



1. RESUMO

Dissertacdo de Mestrado
Programa de Pos-Graduagao em Ciéncias Bioldgicas: Bioquimica
Universidade Federal do Rio Grande do Sul

AVALIACAO DO POTENCIAL ANTIINFLAMATORIO E ANTIPIRETICO DA N-
ACETILCISTEINA SOBRE MODELO PERITONITE INDUZIDA POR
SACCHAROMYCES CEREVISAE

AUTORA: Ana Paula de Oliveira Ferreira
Data e Local da Defesa: Porto Alegre, 26 de fevereiro de 2009.

A resposta febril ¢ um processo dependente de inflamagdo, desencadeado pela produgdo de
citocinas pro-inflamatérias a partir de fagdcitos ativados. Estes mediadores podem ser liberados na
corrente sangiiinea ou ainda estimular nervos sensoriais e, desta forma, transmitir o sinal
inflamatodrio até o centro termo controlador cerebral e, assim, elevar a temperatura corporal. A N-
acetilcisteina (NAC) ¢ um antioxidante e um precursor de glutationa que modula a sinalizagdo
intracelular durante a inflamacao, resultando na diminui¢ao da sintese e liberagao de moléculas pro -
inflamatorias incluindo as citocinas e a prostaglandina E;. Embora a resposta febril dependa de um
processo inflamatorio estabelecido, e a atividade antiinflamatéria da NAC ja seja bastante
conhecida, ainda pouco se sabe sobre a acdo desta pequena molécula em infec¢des fungicas e
processos como a febre. Desse modo, nesse trabalho, privilegiou-se a investigagcdo dos efeitos da
NAC sobre a febre, a resposta inflamatoria local (cavidade peritoneal) e sobre a sinalizacdo
inflamatdria no centro termorregulatério (hipotdlamo) induzidas por suspensdo de Saccharomyces
cerevisae, na dose de 135 mg/kg, i.p. A administracdo sist€émica da NAC (500 mg/kg, s.c.) preveniu,
mas ndo reverteu a febre induzida pela levedura. Ademais, verificou-se que a NAC produziu um
efeito de diminuicdo da migracdo leucocitaria, do extravasamento plasmatico, da liberagdo de
interleucina (IL)-1B e do fator de necrose tumoral (TNF)-a no lavado peritoneal, e, por fim,
diminuiu a liberagdo de IL-1B no tecido hipotalamico, ressaltando-se a acdo do Saccharomyces
cerevisae como indutor de todas as respostas referidas. A administragdo sistémica de NAC também
aumentou o contetido de grupos tiois ndo protéicos presentes no lavado peritoneal e no hipotalamo,
ao mesmo tempo em que reverteu a oxidacdo dos grupos SH no local da inflamacdo. A
administra¢do central de NAC (50 pg, i.t., 120 min depois da admnistracdo do Saccharomyces
cerevisae) também preveniu a febre induzida pelo fermento de padeiro, sem, contudo, alterar a
migragdo leucocitéria para a cavidade peritoneal. Finalmente, a administragdo sistémica da NAC nao
alterou a resposta febril provocada por prostaglandina E,(PGE,; 300 ng, i.t.). Logo, estes resultados
sugerem, ndao s6 um papel anti-inflamatério para a NAC em peritonites causadas por fungos, mas
também, uma atividade antipirética que envolve a inibicdo da liberacdo da IL-1p no hipotalamo,
provavelmente antes da producdo de PGE,.

Palavras-chave: N-acetilcisteina; Saccharomyces cerevisae; peritonite; febre; ratos jovens;
citocinas; migragdo leucocitaria.



2. ABSTRACT

Dissertacdo de Mestrado

Programa de Pos-Graduagao em Ciéncias Bioldgicas: Bioquimica
Universidade Federal do Rio Grande do Sul

EVALUATION OF ANTI-INFLAMMATORY AND ANTIPYRETIC EFFECTS OF N-
ACETYLCYSTEINE ON BAKER YEAST-INDUCED PERITONITIS

AUTHOR: Ana Paula de Oliveira Ferreira
Date and place of dissertation: Porto Alegre, February 26™, 2009.

Febrile response is an inflammation-dependent process that started with the production of
pyrogenic cytokines by activated mononuclear phagocytes. These mediators are released into
bloodstream or stimulate local sensory nerves and transmit the inflammatory signal to the preoptic-
anterior hypothalamic area, the brain thermoregulatory center. N-acetylcysteine (NAC) is an
antioxidant and a glutathione precursor that modulates intracellular signaling in inflammatory
response resulting in a decreased synthesis and release of pro-inflammatory molecules, including
cytokines and prostaglandin E,. However, it is poorly known whether NAC interferes with other
inflammation-dependent processes, such as fever. Therefore, in this study we investigated the effects
of NAC on fever, local inflammatory response (peritoneal cavity) and inflammatory signalization in
thermoregulatory center (hipothalamus) induced by intraperitoneal administration of baker yeast
(Saccharomyces cerevisae suspension, 135 mg/kg, i.p.). Systemic administration of NAC (500
mg/kg, s.c.) prevented, but did not revert established fever induced by baker yeast. In addition, NAC
decreased leukocyte migration, plasma protein extravasation and decreased tumor necrosis factor
(TNF)-a, interleukin (IL)-1p release induced by baker yeast in peritoneal lavage and IL-1p release in
hypothalamus. NAC also increased nonprotein thiol content in peritoneal lavage and hypothalamus,
and prevented baker yeast-induced decrease of nonprotein thiol content in same samples. The central
administration of NAC (50 pg, i.t., 120 min after baker yeast) also prevented baker yeast-induced
fever, but did not alter leukocyte migration to peritoneal cavity. In addition, the systemic
administration of NAC did not alter the febrile response elicited by prostaglandin E, (PGE, 300 ng,
1.t.). These results suggest an anti-inflammatory role for NAC on yeast-induced peritonitis and that
its antipyretic effect may be due to inhibition of inflammatory IL-1f production in hypothalamus.

Keywords: N-acetylcysteine; Saccharomyces cerevisae, fever; young rats; cytokines;
leukocyte migration.



3. LISTA DE ABREVIATURAS

APOH -
BHE -
C3b -
C5a -
cK -
COX -
e.v. -
EP -
ERK -

ERNs -

EROs-
GSH -

GSSG -
ip. -

i.t.
ICAM -
IKK -

IL -

INF-
iNOS -
IRAKS -
IxB -
JNK -
LPS -
MAPK -
MIP -
mPGES-1 -
NA -
NAC -
NADPH -
NF-kB -
NTS -

Area pré-optica do hipotalamo
Barreira hematoencefalica
Componente 3b do complemento
Componente 5a do complemento
Células de Kupffer

Ciclooxigenase

Endovenoso

Receptores de prostanodides da série E
Quinases ativadas por receptores extracelulares 1 e 2
Espécies reativas de nitrogénio
Espécies reativas de oxigénio
Glutationa reduzida

Glutationa oxidada dissulfeto
Intraperitoneal

Intratecal

Moléculas de adesdo intracelular

IxB quinase

Interleucina

Interferon

Oxido nitrico sintase induzivel
Quinases associadas ao receptor da IL-1
Proteina inibitoria do NF-kB

Quinase terminal c-Jun-N
Lipopolissacarideo bacteriano

Quinase ativadas por mitdgenos
Proteina inflamatdria de macrofago
Prostaglandina E sintase microssomal 1
Noradrenalina

N-acetilcisteina

Nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato
Fator nuclear kB

Nucleo do trato solitario



OVLT -
PG -
SNC -
TLR -
TNF -
TRAF -

VCAM -

vGCS -

Orgao vasculoso da lamina terminal
Prostaglandina

Sistema Nervoso Central

Receptor “Toll-like”

Fator de necrose tumoral

Fator associado ao receptor do TNF
Moléculas de adesdo vascular

v-glutamil-cisteina sintetase



4. INTRODUCAO



4.1. Termorregulacio

Os animais homeotérmicos mantém sua temperatura corporal interna controlada, mesmo
quando expostos as variagdes da temperatura ambiente. Isso é possivel devido a existéncia de um
complexo sistema que coleta informagdes provindas de sensores térmicos neuronais presentes na
pele, mucosas (oral e urogenital) e visceras (es6fago, estomago e grandes veias intra-abdominais)
(Romanovsky, 2007). Essas células respondem rapidamente a mudancas de temperatura, enviando
seus sinais até o corno dorsal da medula espinhal (Nomoto et al., 2004). Por meio de uma rota spino-
reticulo-hipotalamica, estas informacdes chegam as estruturas hipotaldmicas termocotroladoras

(Romanovsky, 2007).

A éarea pré-optica do hipotdlamo (APOH) ¢ considerada o centro termorregulatorio do
organismo (Romanovsky, 2007). Esta area ¢ responsdvel por receber e computar todas as
informacgdes referentes a termorregulagdo e compara-las a uma faixa de temperatura estabelecida
como normal (conhecida como set point termorregulatorio). Ao integrar as informagdes recebidas
dos sensores térmicos da periferia com o set point termorregulatério, a APOH forma uma sensacao
e, por meio de neurdnios eferentes, envia ordens aos o6rgdos termoefetores (Romanovsky, 2007).
Assim, toda vez que a temperatura corpdrea torna-se diferente daquela estabelecida na APOH, uma
sensacdo de frio ou calor ¢ gerada, desencadeando respostas termoefetoras que visam ao
restabelecimento da temperatura normal. A faixa de temperatura normal varia de acordo com a
espécie animal (IUPS Thermal Commission). Em humanos, esta faixa insere ainda uma variagao
circadiana que oscila entre 36,4°C pela manha, e 36,9°C no final da tarde (Mackowiac, 1997). Em

ratos, a variacao circadiana ¢ diferenciada e suas temperaturas mais elevadas sdo alcancadas a noite

(Branco, Steiner, Bicego, 2004).



4.2. Febre

A febre pode ser definida como um aumento regulado da temperatura corpdrea acima da
variacao circadiana normal (Gelfand, Dinarello, Wolff, 1997; Dinarello, 1999; Zeisberger, 1999). O
aumento da temperatura resulta de uma alteracao nos disparos dos neuronios da APOH, (Besedovky
et al.,, 1997; Boulant, 2000; Ranels & Griffin, 2003,) que ¢ capaz de deslocar o set point
termorregulatorio para valores mais altos que os normais. Assim, estabelece-se uma diferenca entre
a temperatura corporal e a nova temperatura criada pela APOH. A partir de entdo, o organismo reage
como se estivesse em hipotermia, ativando medidas termoefetoras de produgao e conservacao de
calor (Storr, Roth, Zeisberger, 1995). As acles termoefetoras desencadeadas durante a febre
compreendem inumeras respostas autonomicas e comportamentais que incluem a piloeregdo, a
vasoconstri¢do cutanea (que em ratos ¢ representada pela vasoconstricdo das artérias caudais), a
inibi¢do da sudorese, o aumento na produgao de calor por tremor ou via oxidagao do tecido adiposo
marrom (principal 6rgdo produtor de calor em roedores) e a procura por ambientes quentes
(Zeisberger, 1999, Beutler e Beutler, 2001, Blatteis et al., 2005).

O aumento da temperatura presente na febre ¢ distinto daquele obtido em hipertermias, nao
em termos de valores, mas em relacdo as respostas termoefetoras ativas nos dois processos.
(Liebermeister, 1987). A hipertermia ¢ um evento patoldgico, onde o ganho de temperatura ¢
passivo e excede a capacidade do organismo de dissipar o calor (Blatteis 2006). Diferentemente da
febre, na hipertermia, o “set point” encontra-se em seu valor normal, entretanto, a temperatura
corporal estd acima desta faixa considerada normal pelo centro termorregulatorio (Beutler &
Beutler, 1992) e as respostas efetoras ativadas visam, portanto, dissipar o excesso de calor. Essas
respostas incluem vasodilatagdo periférica, sudorese e procura por ambientes mais frescos (Beutler

& Beutler, 2001). Além disso, o processo febril, normalmente, vem acompanhado de um
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comportamento caracteristico de doencas infecciosas, conhecido como sickness behavior
(hiperalgesia, letargia, sonoléncia, anorexia, diminuicdo da atividade motora, etc.) (Blateis, 2003)

que nao esta presente na hipertermia.

4.2.1. Modelos Experimentais de Pirexia

Para melhor entender a febre, seus mecanismos, seus beneficios e maleficios, bem como
desenvolver novas terapias antipiréticas, os pesquisadores utilizam modelos animais de indugdo de
febre, fazendo uso, principalmente, de coelhos, de porcos da india e de ratos. Esses modelos
experimentais podem se dividir em dois grandes grupos, dependendo da classe do pirdgeno
utilizado: modelos de febre induzida por pirégenos endogenos ou modelos de febre induzida por
pirdgenos exdgenos (Zeisberger, 1999).

As repostas febris induzidas por pirdgenos exogenos sdo freqiientemente resultado de
processos inflamatorios generalizados causados por bactérias (Zeisberger, 1999; Blatteis, 2006) ou
fungos vivos (Kobayashi & Friedmam, 1964; Bruguerolle, Roucoules, 1994; Tomazetti et al., 2005).
Existem ainda modelos que utilizam os produtos da parede celular de patdogenos como estimulos
pirogénicos. Dentre estes, podemos citar: os lipopolissacarideos (LPS), macromoléculas de parede
celular de bactérias gram-negativas, (Zeisberger, 1999; Blatteis, 2006) e as mananas (Nagase et al.,
1984) e o zimosan, (Freedman and Sultzer, 1961) derivados de paredes celulares de fungos. Esses
modelos caracterizam-se por promover a ativagdo completa de todos os eventos neuro-humorais
envolvidos no desenvolvimento da febre, conferindo-lhes resultados mais proéximos da febre clinica.
Entretanto, tal caracteristica traz também desvantagens, pois, em um processo infeccioso ocorrem
inimeras alteragdes nado relacionadas a febre que podem dificultar a determinagdo dos verdadeiros
processos envolvidos na febre. Dentre estas alteracdes, pode-se citar a liberagao de substancias

como glicocorticoides, neuropeptideos, oOxido nitrico, algumas citocinas com propriedades
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antipiréticas e antiinflamatorias e alguns hormonios liberadas em conseqiiéncia da ativagdo do eixo
(Roth, 2006).

Os pirdgenos enddgenos, por sua vez, constituem todas as substancias que, em conseqiiéncia
da estimulagcdo com pirogénos exogenos, sdo produzidas e secretadas endogenamente e dispoem da
capacidade de induzir febre e ativar as respostas termogénicas (Kluger, 1991). Embora nem todos o
sejam, a maioria desses mensageiros sdo chamados citocinas e sdo as interleucinas (ILs), os
interferons (INFs), o fator de necrose tumoral (TNF) — a, a proteina inflamatoria do macréfago
(MIP), entre outras (Kluger, 1991). Atualmente, os pirogenos enddégenos mais utilizados no estudo
da febre incluem a IL- 1B, a IL-6, o TNF-a e a prostaglandina (PG) E, (Kluger, 1991), os quais sao
empregados em experimentagdo visando ao esclarecimento do mecanismo pelo qual a febre se
desenvolve, ja que estdo livres de alguns interferentes presentes no processo infeccioso completo.

Embora o LPS seja o indutor de febre mais empregado e estudado nas ultimas décadas, (Roth
et al., 2006), sabe-se que alguns animais, como os camundongos, ndo respondem com aumento da
temperatura apos injecdo de LPS (Kluger, 1991; Fraifeld & Kaplanski, 1998) e, quando
desenvolvem febre, esta ¢ discreta e com aumento de 0,5 a 0,7°C na temperatura retal (Souza et al.,
2002). Devido a estas caracteristicas negativas, este grupo de pesquisa padronizou e validou um
novo modelo experimental onde a febre ¢ induzida em ratos machos pré-puberes pela injecao
intraperitonial (i.p.) de uma suspensdo de Saccharomyces cerevisae (Tomazetti et al., 2005). O
trabalho de Tomazetti demonstrou que a administracao intraperitoneal de suspensdo de S. cerevisae
induz febre consistente, com laténcia de 3 horas, pico maximo em 4 horas e sensibilidade aos
antipiréticos cldssicos. Outros trabalhos também tém mostrado que a injeg¢do intraperitoneal de
zimosan (carboidratos insoluveis preparados a partir da parede celular de S. cerevisae) ¢ capaz de
induzir peritonite caracterizada por aumento da permeabilidade vascular (Forrest, Jose, Williams,
1986; Kolaczkowska et al., 2002), grande infiltracdo de polimorfonucleares (Forrest & Williams,

1986) e liberagdao de citocinas pro-inflamatérias (Kolaczkowska et al., 2006, 2008). Assim, o
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modelo experimental de pirexia padronizado por Tomazetti e colabradores, além de servir como
instrumento para o estudo da febre, poderia ainda permitir a avaliacao do processo inflamatorio local
desencadeador da mesma resposta. Desta forma, este modelo foi escolhido como alvo desta

pesquisa.

4.2.2. Resposta Imunoldgica Inata

A febre ¢ um dos sinais mais conhecidos de infec¢do ou inflamagdo (Blatteis et al., 2005;
Steiner, et al., 2006a; Romanovsky, Steiner, Matsumura, 2006). O processo febril pertence a um
mecanismo fisiolégico complexo de defesa, conhecido como resposta de fase aguda. Este processo ¢
desencadeado pela resposta imunologica inata de um organismo, e visa combater a invasdo do
mesmo por microorganismos patogénicos ou por outros estimulos danosos (Hanson, 1997,
Zeisberger, 1999; Blatteis, 2006, Roth, 2006).

A resposta inflamatoria, termo geral utilizado para denominar a reagdo imunoldgica inata
(Blatteis, 2006), ¢ iniciada pela ativacdo de células sentinelas residentes em tecidos periféricos
chamadas de mastocitos, resultando em degranulacdo e liberacdo de mediadores vasoativos,
quimiotaticos (Luster, Alon, Andrian, 2005). O aumento da permeabilidade vascular decorrente da
acao destas substancias promove o extravasamento de plasma e de fatores circulantes soliveis como
imunoglobulinas e componentes da cascata do complemento (Blatteis, 2006).

Os mediadores quimiotaticos recém liberados, como o fator de agregagcdo plaquetéria, os
fatores da cascata do complemento (Componente 3b do complemento [C3b], Componente 5a do
complemento [C5a]) e uma série de quimiocinas [IL-8, MIP e regulated upon activation, Normal T-
cell expressed and secreted (RANTES)] auxiliam no recrutamento de neutrofilos circulantes,
macrofagos residentes e células dendriticas para o local da injuria (Dale, Boxer, Liles 2008). O

processo de migracdo leucocitaria depende ainda da expressdo de moléculas de adesdo como as
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selectinas, as integrinas e as moléculas de adesao intracelular (ICAMs) e vascular (VCAMs) (Luster,
Alon, Andrian, 2005).

As selectinas compreendem trés grandes familias de lectinas: as L-selectinas, as P-selectinas
e as E-selectinas. Essa classe de moléculas de adesdo consiste em receptores de superficie celular
expressos em células endoteliais (exceto a L-Selectina que € expressa em leucocitos) com afinidade
por carboidratos de superficie presentes nos leucdcitos. Por meio de interagdes leucocito-endotélio,
que se fazem e se desfazem em segundos, as selectinas propiciam o frenamento e a rolagem dos
leucocitos circulantes sobre o leito vascular (McEver, 2002) caracterizando o processo de rolamento.

As integrinas, por sua vez, sao receptores transmembrana glicoprotéicos (Carman & Springer,
2003) responsaveis, em um primeiro momento, por estabilizar as ligacdes leucécito-endotélio
mediadas pelas selectinas e, conseqiientemente, reduzir a velocidade de rolamento (Berlin et al.,
1995). Durante o processo de estabilizagcdo do rolamento, o leucocito sofre ainda uma alteracao
desencadeada pela ligagdo de quimiocinas aos seus receptores. Esta interacdo desencadeia a
expressao de outro grupo de integrinas, que, através de interagdes com as I[CAMs, levam a fixacao
do leucocito ao endotélio. (Shamri et al., 2005).

As ICAMs e VCAMs sdo receptores de superficie da superfamilia das imunoglobulinas que,
além do processo de frenamento, também participam da diapedese, passagem do leucocito através
da parede do vaso sangiiineo, por meio da promocao do rearranjo juncional mediado por ICAMs e
VCAMs apicais e juncionais (Barreiro et al., 2002; Carman & Springer, 2004). O processo de
migragdo celular encontra-se sumarizado no nexo A.

Uma vez no interior do sitio inflamatorio, as células mononucleares (macrofagos e células
dendriticas) e os neutréfilos reconhecem os microorganismos invasores a partir de receptores para
padrdes moleculares recorrentes e especificos de cada tipo de patégeno (Han & Ulevitch, 2005). Os
principais receptores de patdgenos estudados atualmente pertencem a familia dos receptores “Toll

like” (TLR)s (Miyake, 2004; Netea et al., 2004). Estes consistem em proteinas de um unico dominio
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transmembrana, cuja caracteristica geral é conter, na por¢ao citoplasmatica, um dominio sinalizador
chamado receptor “Toll IL-1" (TIR) que apresenta atividade pro-inflamatoria (O’Neill & Dinarello,
2000; Miyake, 2004) - ver Anexo B. Embora os diferentes subtipos de TLR compartilhem um alto
grau de semelhanca estrutural, cada um reconhece padrdes moleculares bastante especificos. O
TLR-4 detecta a porcao lipidica do LPS (Poltorak et al., 1998; Hoshino et al., 1999), enquanto o
TLR-2 reconhece lipoproteinas de bactérias gram positivas (Matsuguchi et al., 2003) e o
polissacarideo zimosan de paredes celulares de fungos (Zédhringer et al., 2008) Estas diferencas sdo
importantes pois, dependendo do subtipo de TLR ativado, diferentes moléculas adaptadoras sdo
recrutadas, para interagir com quinases ou fatores associadas aos receptores de citocinas [como as
quinases associadas ao receptor da IL-1 (IRAKs) (Suzuki et al.,, 2002) e o fator associado ao
receptor do TNF (TRAF) (Wu & Arron, 2003)], e assim desencadear o processo de sinalizagdo
intracelular. De acordo com a sinalizagdo desencadeada, o leucécito responde com mediadores quali
e quantitativamente diferentes para cada tipo de invasor (Netea et al., 2004).

Os primeiros trabalhos a avaliarem o reconhecimento de fungos revelaram que o zimosan
derivado de S. cerevisae utiliza o heterodimero TLR-2/TLR-6 (Roeder et al., 2004; Netea et al.,
2004), enquanto que as mananas do mesmo fungo parecem ser detectadas pelo TLR-4 (Tada et al.,
2002; Netea et al., 2004). Estudos posteriores realizados com Candida albicans, cujo zimosan
assemelha-se ao do S. cerevisae, mostraram que o TLR-2 medeia a secre¢do de mediadores
antiinflamatorios, permitindo aos fungos escapar da resposta inata do hospedeiro, enquanto o TLR-4
ativa a resposta inflamatéria responsavel pela defesa do organismo contra o fungo (van der Graaf et
al., 2005).

A ativagdo dos TLRs e o conseqiiente recrutamento das moléculas adaptadoras e das IRAKs e
TRAFs resultam na ativagdo das cascatas das quinases ativadas por mitégenos (MAPKSs): p38,
quinase terminal c-Jun-N (JNK) e quinases ativadas por receptores extracelulares 1 e 2 (ERK) (van

der Bruggen et al., 1999; van den Blink et al., 2001; Kawai & Akira, 2005) e na ativac¢do de fatores
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de transcri¢do caracteristicamente pro— inflamatorios, como o fator regulatorio do INF (IRF)-3
(Doyle et al., 2002; Yamamoto et al., 2002) e, principalmente, do fator nuclear kB (NF-kB) (Han &
Ulevitch, 2005; Doyle & O’Neill, 2006; Fischer, Suire, Hale-Donze, 2008). Este ultimo ¢ conhecido
por ser o principal fator de transcricdo envolvido na resposta inflamatoria. Isto porque ele ¢
responsavel por aumentar a expressdo de inumeras proteinas pro-inflamatdrias, entre as quais
podem-se citar as citocinas (Ghosh & Karin, 2002; Fischer, Suire, Hale-Donze, 2008), as enzimas
como a ciclooxigenase (COX) 2 (Ghosh & Karin, 2002; Nadjar et al., 2005) e a 6xido nitrico sintase
induzivel (iNOS) (Chen et al., 1995; Ghosh & Karin, 2002), as quimiocinas e as moléculas de adesao
(Ghosh & Karin, 2002).

Em condigdes normais, o NF-kB encontra-se seqiiestrado no citoplasma devido a sua
associacdo com uma proteina da familia das proteinas inibitorias do NF-kB (IxB), dentre as quais a
mais importante ¢ a IkB-a. Essa proteina ¢ a principal responsavel por bloquear a seqiiéncia de
ligacdo ao DNA do NF-«B e impedir sua translocagdo ao ntcleo. Conforme demonstrado no anexo
C, a exposi¢ao da célula a estimulos inflamatdrios resulta na fosforilagdo e ativagdo de um complexo
chamado IkB quinase (IKK), composto por trés enzimas: a IKK-a, IKK-f e a IKK-y. O complexo
IKK ¢ capaz de fosforilar a IxBa, sinalizando para a sua ubiquitinizacdo e degradacao o que,
conseqiientemente, ativa o0 NF-kB e a sintese de mediadores inflamatorios (Ghosh & Karin, 2002).

Desta forma, a resposta inflamatdria depende grandemente do reconhecimento dos patégenos,
sendo por isso que processos dependentes de inflamacdo, como a febre induzida por LPS, sdo
amplamente prejudicados em animais nocauteados para o TLR-4 (Steiner et al., 2006b) e que
agonistas dos TLR-2 conseguem precipitar processos febris (Hiibschle et al., 2006).

Embora os TLRs estejam diretamente envolvidos no reconhecimento das moléculas de
superficie dos microorganismos, a fagocitose e a eliminagdo dos patogenos dependem ainda da
opsonizacdo dos mesmos. A opsonizacdo ¢ um processo onde os anticorpos, em individuos

imunizados, ou os fatores da cascata do complemento (C3b, Complemento 3b inativado [iIC3Db] e
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Componente 1q do complemento [C1q]), em individuos ndo imunizados, provenientes da corrente
sangiiinea, ligam-se a superficie do agente invasor, facilitando sua fagocitose. Este processo so €
possivel porque o fagdcito possui receptores tanto para as imunoglobulinas quanto para os fatores do
complemento (Kobayashi, Voyich, DeLeo, 2003) e a ativagdo destes por seus ligantes, desencadeia
uma série de modificagdes moleculares envolvendo segundos mensageiros, fosforilagcdes e o
citoesqueleto que resultam na emissao de pseudopodos e na fagocitose (Dale, Boxer, Liles, 2008).

O processo de fagocitose também ocasiona a ativacao de uma enzima chamada nicotinamida
adenina dinucleotideo fosfato (NADPH) - oxidase que ¢ constituida de 4 subunidades
citoplasmaticas e uma subunidade de membrana (Bedard & Krause, 2007). Durante a fagocitose, as
quatro subunidades citoplasmaticas translocam-se para as proximidades da subunidade de
membrana, ativando a enzima. Esta, entdo, passa a catalisar a redugdo do oxigénio molecular ao
radical superoxido a custa da oxidacdo do NADPH citoplasmatico (Bedard & Krause, 2007). O
superoxido produzido €, entdo, liberado no meio extracelular ou mantido no interior de um novo
compartimento chamado fagossomo (Bedard & Krause, 2007). Esta estrutura resulta da unido do
vacuolo fagocitico com um granulo intracelular que contém, na membrana, a NADPH-oxidase e, no
interior, diversas enzimas com atividade antimicrobiana. No fagossomo, o superdxido ¢ rapidamente
convertido em outras espécies reativas potencialmente mais toxicas como o peroxido de hidrogénio
e peroxinitrito (Kobayashi, Voyich, DelLeo, 2003). A mieloperoxidase ainda, no fagossomo,
converte o peroxido de hidrogénio em acido hipocloroso, que, em conjunto com as demais espécies
reativas, constitui uma das maiores armas utilizadas para destruir os microorganismos invasores
(Kobayashi, Voyich, DeLeo, 2003). Todo este processo consumidor de O, e produtor de espécies
reativas de oxigénio (ERO) e de nitrogénio (ERN) caracteristico da resposta de fagocitos a agentes
invasores ¢ chamado de explosao respiratoria (Dahlgren & Karlsson, 1999).

As ERO e ERN produzidas durante a inflamagdo também sao utilizadas na sinaliza¢do pro-

inflamatoria intracelular. Existem inumeros trabalhos demonstrando que a p38, as ERK1 ¢ 2, ¢ a
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translocacdo do NF-kB para o nucleo sdo ativados por H,O, (Guyton et al., 1996; Takada et al.,
2003; Strassheim et al., 2004d) e pelo radical superoxido (Mitra & Abraham, 2006), levando ao
aumento na produgdo de citocinas pro-inflamatorias (Mitra & Abraham, 2006). Da mesma forma,
estudos envolvendo neutréfilos (Asehnoune et al., 2004) e células epiteliais alveolares (Haddad &
Land, 2002) estimulados com LPS mostraram que antioxidantes sdo capazes de abolir a ativagdo das
quinases IRAKSs, P38, ERK e a translocagao do NF-kB induzidas pelo LPS, bem como a liberagao
de TNFa, IL-1B e MIP (Asehnoune et al., 2004). Além disso, um estudo mais recente verificou que
a inibicao especifica da NADPH-oxidase de células mononucleares sangiiineas acaba com a ativagao
do NF-kB induzida por enterotoxina de Staphylococcus (Su et al., 2007). Embora o papel
sinalizador das EROs e ERNs na inflamagdo seja bem conhecido, o mecanismo pelo qual esta
regulacdo redox se estabelece ainda ndo ¢ totalmente entendido. Existem intimeros trabalhos
sugerindo ativacdo de varias quinases atuantes sobre as moléculas envolvidas na ativacdo das
MAPKSs e do NF-kB (Kabe et al., 2005).

Durante o processo acima descrito, os restos celulares formados e os mediadores quimicos
liberados na area infectada sdo drenados pelos vasos linfaticos e levados até os linfonodos onde sao
filtrados por acdo dos macrofagos antes de entrar na corrente sangiiinea. Entretanto, alguns destes
materiais podem estimular nervos sensoriais ou escapar do processo de filtragdo e entrar na corrente
sangiiinea resultando em uma série de reacdes sistémicas coletivamente chamadas de resposta de
fase aguda. A resposta de fase aguda constitui um quadro complexo de alteracdes neuroendocrinas,

metabodlicas e comportamentais que tem a febre como um dos seus principais sinais (Blatteis, 2006).

4.2.3. Transmissdo do sinal inflamatorio e desencadeamento da febre

A teoria mais classica de inducdo de febre mostra que esta ¢ resultado de uma transmissao
humoral de sinais imunoldgicos entre o sitio inflamatorio e o Sistema Nervoso Central (SNC)

(Zeisberger, 1999, Roth, 2006). Segundo essa hipdtese, as citocinas pro-inflamatorias liberadas
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pelos fagbcitos na corrente sangiiinea e no local do dano (Beeson, 1948; Givalois et al., 1994; Ross
et al., 1999) seriam levadas até 8 APOH ou as suas proximidades, onde estimulariam a expressao da
COX-2 e da prostaglandina E sintase microssomal 1 (mPGES-1) (Cao et al., 1995), que sdo enzimas
catalisadoras da sintese de PGE,. Altos niveis de PGE, na APOH, seriam capazes de induzir
mudancas nos circuitos termorregulatorios do SNC e assim produzir febre (Zeisberger, 1999;
Blatteis, 2004, 2006; Blatteis et al., 2005).

Dentre as principais citocinas envolvidas na reposta pirogénica podem-se citar o TNF-q, a
IL-1B e a IL-6 (Saper & Breder, 1994; Luheshi, 1998; Dinarello, 1999). As evidéncias
experimentais que demonstram o papel sinalizador dessas proteinas incluem: o aumento dos niveis
hipotalamicos de IL-1f3, IL-6 e TNF-a apos estimulagdes periféricas com LPS (Roth et al., 1993;
Klir et al., 1993, Conti, 2004) e o efeito pirético da administragao sistémica de IL-1B, TNF-a e IL-6
(Dinarello, 1988; Blatteis et al., 1990; Goldbach et al., 1997).

O mecanismo pelo qual as citocinas circulantes alcancam o SNC ainda ndo ¢ totalmente
entendido. Entretanto, inimeros estudos que levam em consideracdo a baixa penetrabilidade desses
mediadores na barreira hematoencefalica (BHE) (Blatteis, 2004) tém demonstrado diferentes rotas
pelas quais essa transmissdo € possivel. Banks e colaboradores descobriram a existéncia de
transportadores saturaveis especificos para cada uma dessas moléculas, por meio dos quais elas
poderiam chegar ao hipotalamo (Banks & Kastin, 1991; Banks, Kastin, Gutierrez, 1994; Banks,
Plotkin e Kastin, 1995). Outros trabalhos defendem a possibilidade das citocinas entrarem na APOH
através do orgao vasculoso da lamina terminal (OVLT) (Stitt & Shimada, 1989, Blatteis, 1992; Roth
et al., 2004), um orgao circunventricular com capilares fenestrados e auséncia de BHE que permite a
transmissao do sinal de varios hormonios e mediadores circulantes at¢ o SNC. Também foi
proposto que as citocinas poderiam ligar-se aos seus receptores especificos nas células endoteliais da
microsvasculatura cerebral (Matsumura & Kobayashi, 2004), ou da microglia perivascular ou em

macrofagos de meninges (Schiltz & Sawchenko, 2003). A partir da interacdo com seus receptores,
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as citocinas poderiam estimular sua propria liberagdo no interior do SNC e assim ativar as células
vizinhas espalhando o sinal imunologico no cérebro.

Mais recentemente, surgiu um modelo de transmissdo neural dos sinais sist€émicos que
desencadeiam a febre. Segundo essa teoria, o LPS, independente da sua via de administracao,
ativaria macrofagos hepaticos [células de Kupffer (cK)], ou pulmonares (Steiner, et al., 2006a)
fazendo-os liberar mediadores inflamatérios que rapidamente excitariam os aferentes vagais
(Blatteis, 2006). Corroborando essa hipotese, foi evidenciado que as cK sdo essenciais as reagdes
termorregulatorias em resposta a administracdo endovenosa (e.v.) (Sehic, et al, 1998; Li, Feleder,
Blatteis, 2004; Li et al., 2006) ¢ i.p. de LPS (Vismont & Shust, 2000, Li & Blatteis, 2004). Além
disso, foi visto que os mesmos procedimentos causam a ativagdo dos neurdnios aferentes primarios
do vago (Ek et al, 1998; Gaykema et al., 1998; Goehler et al., 1998) e que a vagotomia
subdiafragmatica bloqueia a febre induzida por LPS e IL-1B (Ek et al., 1998; Zeisberger, 1999;
Székely, et al., 2000; Romanovsky, 2000).

O mediador inflamatorio responsavel pela excitacdo vagal seria a PGE,, pois seus receptores
foram descobertos nos neurdnios sensoriais vagais (Ek et al., 1998; Engblom et al., 2002; Oka,
2004), bem como, elevados niveis desse mediador foram encontrados no sangue venoso logo apos a
administragdo e.v. de LPS (Skarnes et al., 1981; Rotondo et al., 1988; Perlik et al., 2005; Steiner et
al.,, 2006a). Somado a isso, sua inje¢do e.v. causa um rapido aumento da temperatura corporal
(Romanovsky, Ivanov, Szekely, 2000, Steiner et al., 2006a), sem aparentemente passar para o SNC
(Steiner et al., 2006a). Suportando essa a idéia, Li e colaboradores (2006) mostraram que as cK
produzem e liberam PGE, na corrente sangiiinea em correlagdo temporal com a febre apods
administragdo e.v. de LPS. A rapida liberacdo que possibilita a correlagdo temporal seria possivel
devido a agao de fatores do complemento, como C5a, (Blatteis et al., 2004b; Perlik et al., 2005), que
¢ rapidamente liberado em reposta ao LPS (Vukajlovich, 1992) e causa imediata liberagdo de PGE,

in vitro (Puschel et al., 1993). Interessantemente, trabalhos recentes realizados em ratos indicam que
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a vagotomia nao bloqueia a resposta febril induzida pela injecdo e.v. de PGE, (Ootsuka et al., 2008),
embora o mesmo grupo ja tenha afirmado a importancia dos aferentes abdominais vagais ou nao
vagais em diferentes fases da resposta febril (Székely et al., 2000).

Sabe-se que o nucleo do trato solitario (NTS) € uma das principais vias de entrada dos
sensores viscerais vagais ao SNC. Juntamente com o NTS (Elmquist et al., 1996; Wan et al., 1994),
as projecoes adrenérgicas de Al e A2 do bulbo (Wan et al, 1994; Swiergiel et al., 1996) tém sido
apontados como sendo a ponte transmissora dos sinais inflamatérios entre o vago ¢ a APOH.
Realmente, existem inumeros trabalhos demonstrando que a vagotomia (Fleshner et al. 1995;
Wieczorek et al., 2005) e o pré-tratamento com indometacina, (Wieczorek & Dunn, 2006a) inibidor
ndo seletivo da sintese de prostaglandinas, inibem a liberagao de noradrenalina (NA) no hipotalamo
apos a administragdo sist€émica de diferentes estimulos piréticos (Dun & Wang, 1995; Linthorst et
al., 1995; MohanKumar, MohanKumar, Quadri, 2000; Wieczorek et al., 2005; Wieczorek & Dunn,
2006 a,b, Feleder, Perlik , Blatteis, 2007).

Além disso, a microinje¢cdo de NA na APOH apresenta efeitos hipertérmicos (Quan &
Blatteis, 1989; Feleder, Perlik, Blatteis, 2004) e induz a liberagdo de PGE, em tecido cerebral in
vitro (Bergstrom, Farnebo, Fuxe, 1973) e in vivo (Feleder, Perlik , Blatteis, 2004) causando dois
momentos de aumento de temperatura. O primeiro independente de PGE, ¢ mediado por receptores
adrenérgicos o, (Feleder, Perlik , Blatteis, 2004) e o segundo causado pela ativacdo de receptores
adrenérgicos o, ¢ pela conseqiiente sintese de novo da PGE, via COX-2 (Feleder, Perlik , Blatteis,
2004; 2007; Blatteis et al., 2004a).

Dessa forma, segundo Blatteis (2006) a PGE, produzida perifericamente envia seu sinal até o
SNC através do nervo vago (ndo ¢ consenso entre todos os autores). O NTS e as projecdes
adrenérgicas do bulbo enviam o sinal vagal & APOH na forma de um estimulo adrenérgico que

aumenta a temperatura e induz a sintese e a liberacao de PGE; no sitio termorregulatorio.
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O mais provavel ¢ que ambas as formas de transmissdo, sumarizadas no anexo D, ocorram
durante os processos de inducao de febre. Entretanto, dependendo da via de administragdo, da escala
temporal e do pirdogeno utilizado, uma pode se sobressair a outra (Zeisberger, 1999). Como
exemplo, pode-se citar a febre induzida por LPS em ratos, cujo aumento da temperatura se
estabelece em 3 picos (aproximadamente 1, 2 e 4 h pds inje¢do) (Székely et al., 2000), cada um com
padrao molecular diferenciado (Ivanov et al., 2002; Ivanov, Scheck, Romanovsky, 2003; Ivanov &
Roamanovsky, 2004). Talvez, neste modelo, a via neural dependente das fibras aferentes primarias
abdominais seja preponderante na primeira fase, enquanto que a via humoral seja essencial na
segunda e terceira fases, onde o tempo necessario a sintese dos mediadores humorais j& transcorreu
(Blatteis et al., 2004b; Székely et al., 2000).

Tanto para modelo neural como no modelo humoral, a PGE, apresenta uma acdo
fundamental no desenvolvimento da resposta febril. Durante muitos anos, acreditou-se que todas as
alteracdes desencadeadoras da febre ocorridas na APOH seriam resultado do aumento da sintese da
PGE; na mesma area (Blatteis & Sehic, 1997; Davidson et al, 2001, Ivanov & Roamanovsky, 2004).
De fato, as oscilagdes nos niveis de PGE,, no fluido cérebro espinhal e intersticial acompanham a
resposta febril induzida por citocinas (Dinarello, 2004), assim como a induzida por LPS (Blatteis &
Sehic, 1997) nas suas fases mais tardias (Feleder, Perlik, Blatteis, 2007). Também ndo ha duvidas de
que a micro-inje¢do de PGE; na APOH causa aumento da temperatura (Milton & Wendlant, 1971;
Osaka, 2008) e que animais tratados com inibidores da COX central (Scammel et al., 1998) ou
perifericamente (Vane, 1971; Aronof & Neilson, 2001) ndo apresentam febre. Por tais evidéncias, a
maioria dos estudiosos da febre considerava a PGE, o mediador final da resposta febril. Atualmente,
j& se sabe que a primeira fase da resposta pirética ao LPS, bem como algumas substancias como
MIP- 1B (Li et al., 2003), IL-8 e substancia P conseguem induzir febre de maneira independente

desta molécula.
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4.2.4. Ciclooxigenases, Prostaglandina E, e suas acoes no processo febril.

A PGE,; ¢ um prostanodide pertencente a um grande grupo de acidos graxos poliinsaturados
hormonalmete ativos, conhecidos como eicosanoides. Sua sintese tem como substrato o acido
aracdonico em uma rota que envolve trés passos seqiienciais: 1) hidrolise dos glicerofosfolipideos
de membrana pelas isoformas citoplasmatica e/ou secretora da fosfolipase com conseqiiente
liberacdo de aracdonato; 2) oxigenacao do aracdonato pelas COXs e producdao da PGH; ; 3) e a
conversao da PGH, a PGE, através da mPGES-1 (Smith, Garavito, Dewitt, 1996; Smith, Dewitt,
Garavito, 2000; Murakami & Kudo, 2004).

O passo limitante na biossintese da PGE, reside na reagdo catalisada pelas enzimas COXs
(passo 2) também chamadas de prostaglandina endoperoxido H sintases (PGHS), que apresentam-se
sob duas isoformas, COX-1 e COX-2 (Smith, Garavito, Dewitt, 1996; Smith, Dewitt, Garavito,
2000; Simmons, Botting, Hla, 2004). A COX-1 ¢ constitutivamente expressa na maioria dos tecidos
e apresenta fun¢des de manutencdo da homeostase, como protecdo da mucosa gastrica, manutengao
do fluxo sangiiineo renal e agregacdo plaquetaria (Simmons, Botting, Hla, 2004). A COX-2 ¢
considerada induzivel, pois tem sua expressio aumentada por estimulos inflamatorios como
citocinas pirogénicas e LPS (Simons, Botting, Hla, 2004) No entanto, sabe-se que a COX-2 ¢
também constitutiva no cérebro (Yamagata et al., 1993), rim (Harris et al., 1994) e epitélio traqueal
(Walenga et al.,, 1996). Existe, ainda, a COX-3 que foi clonada, pela primeira vez, por
Chandrasekharan e colaboradores em 2002 sendo caracterizada como uma variante de “splicing” da
COX-1.

O mecanismo catalitico desta enzima envolve dois passos: a bioxigenagao do aracdonato a
PGG; e a sua redugdo a PGH, que ocorrem em sitios cataliticos diferentes, sitio ciclooxigease e sitio
peroxidase respectivamente (Smith, Garavito, Dewitt, 1996; Smith, Dewitt, Garavito, 2000;
Simmons, Botting, Hla, 2004). Ha indicios de que o inicio da atividade catalitica de COXs recém

sintetizadas requer a presenca de radicais enddgenos como peroxinitritos, perdxilipideos ou da
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propria PGG, para a formacdo de residuo tirosil oxidado crucial para atividade ciclooxigenase
(Simmons, Botting, Hla, 2004).

Como citado anteriormente, a PGE, ¢ um mediador essencial para a resposta pirogénica no
SNC. A produgdo hipotalamica desse eicosanoide durante a febre ¢ catalisada pela isoforma
induzivel da COX e pela sintase terminal, mPGES-1, conforme evidenciado por estudos envolvendo
inibidores altamente seletivos da COX-1 e COX-2 (Zhang et al., 2003; Dogan, Ataoglu, Akarsu,
2002) e camundongos transgénicos carecendo das duas isoformas da COX (Li et al., 1999; Steiner et
al., 2005) ou ainda da mPGES-1 (Engblom et al., 2003). As células endoteliais da vasculatura
cerebral, bem como a microglia perivascular (células fagociticas importantes no reconhecimento e
apresentacdo de antigenos no SNC), parecem ser o sitio produtor de PGE,, pois super expressam
COX-2 ¢ mPGES-1(Yamagata et al., 2001) em resposta a IL-1 (Cao et al., 1996; Schiltz &
Sawchenko, 2002, 2003), ao TNF-a (Cao et al., 1998) e ao LPS (Cao et al., 1995; Matsumura et al,
1998) em correlacdao temporal com a febre (Cao et al., 1995; Inoue et al., 2002). A PGE, produzida
por estes grupos celulares atua sobre a regido imediatamente adjacente ao OVLT no nucleo pré-
optico ventromedial (Matsumura et al., 1990; Scammel et al., 1996), causando alteragdes nos
neuronios hipotalamicos, necessarias ao aumento da temperatura.

Sabe-se que a PGE, exerce suas fungdes através de um grupo de receptores de membrana
pertencentes a familia dos receptores acoplados a proteina G. Estes receptores sao conhecidos como
receptores de prostanodides da série E (EP), dentre os quais ja foram clonados os subtipos EP1, EP2,
EP4 e trés variantes de splicing do EP3: EP3a, EP3p e a EP3y (Sugimoto et al., 1993; Irie et al.,
1993, Sugimoto & Narumiya, 2007). Pelo menos trés destes subtipos sdo encontrados na APOH: o
EP1, o EP4 ¢ o EP3 (Oka et al., 2000). Agonistas dos receptores EP1 e EP3 apresentam agao
hipertérmica, enquanto que agonistas do receptor EP4 causam queda de temperatura (Oka, Oka
Saper, 2003). A participagdo dos receptores EP3 ¢ EP1 durante a febre foi confirmada quando

pesquisadores demonstraram que camundongos nocauteados para os receptores EP3 ndo
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apresentavam aumento de temperatura em resposta a PGE,, a IL-1P ou ao LPS (Ushikubi et al.,
1999; Oka et al., 2003) e que a auséncia dos receptores EP1 atenuava a primeira fase da resposta ao
LPS (Oka et al., 2003). Atualmente, acredita-se que a acdo pirética da PGE, seja mediada
principalmente pela isoforma EP3a e, em menor proporcao, pela EP3y (Vasilache, Andersson,
Nilsberth, 2007) expressas em soma e dendritos de neurdnios da area pré-Optica medial e do nucleo

pré-optico mediano do hipotalamo (Nakamura et al., 1999, 2000; Lazarus et al., 2007).

4.3. N-acetilcisteina (NAC)

A NAC ¢ um doador de grupos sulfidrila muito semelhante ao aminoacido cisteina, embora
apresente um substituinte acetil no nitrogénio do grupo amino que reduz a reatividade do seu grupo
tiol, conferindo a molécula uma menor toxicidade e menor susceptibilidade a oxidacao (Atkuri et al.,
2007). Suas caracteristicas farmacocinéticas, estimadas em humanos, indicam uma meia vida
plasmatica de 2,5 h e um metabolismo de primeira passagem que torna a sua forma livre totalmente
indetectavel no plasma 10-12 h apods sua administracdo (De Caro et al., 1989). A metabolizacao
deste farmaco libera o aminoacido cisteina que atua como precursor direto da sintese da glutationa
reduzida (GSH) (Santangelo, 2003).

Na pratica clinica, a NAC ¢ amplamente utilizada devido as suas caracteristicas mucoliticas e
detoxificantes no envenamento com paracetamol (Zafarullah et al., 2003; Atkuri et al., 2007). Seu
uso como mucolitico € justificado pela capacidade de romper pontes dissulfeto presentes nas cadeias
mucoprotéicas e, assim, diminuir a viscosidade das secre¢des. Na intoxicacdo com paracetamol, a
NAC age como uma fonte de cisteinas necessarias a sintese de novo da GSH, molécula amplamente
depletada durante a detoxificagdo do metabdlito hepatico do paracetamol (Atkuri et al., 2007).
Outros estudos também demonstram para NAC uma atividade complexante de metais (Atkuri et al.,

2007). Entretanto, a agdo farmacoldgica mais estudada da NAC reside na sua capacidade de
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rapidamente elevar os niveis de GSH in vitro sobre diferentes linhagens celulares e, em humanos e
ratos sob diferentes vias de administracdo (Sadowska, Keenoy, Backer, 2007).

A GSH ¢ um tripeptideo formado por acido glutamico, glicina e cisteina e desempenha um
importante papel na manutencao do balanco redox intracelular (Haddad & Harb, 2005). Sua sintese,
a partir da cisteina proveniente da NAC, envolve trés passos enzimaticos ocorridos nos citosol. O
primeiro € catalisado pela enzima glutamato-cisteina ligase e consiste na condensacdo do glutamato
com a L-cisteina. O segundo ¢ o passo limitante desta rota sintética e converte residuo de glutamato
a y-glutamil em uma reagdo catalisada pela y-glutamil-cisteina sintetase (YGCS). O terceiro e ultimo
passo ¢ catalisado pela glutamil sintase e converte o y-glutamil-cisteina no tripeptideo y-glutamil-
cisteinil-glicina também conhecido como GSH (Haddad & Harb, 2005).

Endogenamente, a GSH ¢ utilizada pela enzima glutationa peroxidase (GPx) para a
conversao do peroxido de hidrogénio a dgua, bem como, para redugdo de hidroperdxidos lipidicos
em seus alcoois correspondentes. Durante essa reacdao, duas moléculas de GSH sdo convertidas em
glutationa oxidada dissulfeto (GSSG) a qual ¢ reciclada novamente em duas GSH por agdao da
glutationa redutase (GR) (Hayes & McLellan, 1999).

A NAC, além de ser um poderoso precursor de GSH, também apresenta atividade
antioxidante per se, por ser capaz de seqiiestrar radicais hidroxil e superoxido (Aruoma et al., 1989;
Benrahmoune, Therond, Abedinzadeh, 2000). Como conseqiiéncia destas propriedades, ela pode
restaurar o status redox, modificado em algumas patologias e, assim, modular a sinalizagdo
intracelular (Zafarullah et al., 2003; Sadowska, Keenoy, Backer, 2007).

Como citado anteriormente, durante o processo de explosao respiratoria, as células de defesa
produzem e liberam uma grande quantidade de ERO e ERN que, além da eliminar o agente invasor,
ainda atuam como segundos mensageiros na expansdo do processo inflamatério. Varios estudos
realizados in vitro t€m relatado um efeito inibitério da NAC sobre a explosdo respiratoria de

polimorfonucleares humanos (Stolarek, Biatasiewicz, Nowak, 2002; Sadowska et al., 2006),
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especificamente sobre a produgdo do radical hidroxil e de acido hipocloroso (Gressier et al., 1994).
Da mesma forma, estudos realizados in vivo, utilizando doses de 250-500 mg/kg de NAC mostram
uma significante inibi¢do da explosdo respiratoria de neutréfilos sangiiineos humanos (Sadowska et
al., 2006). Em concordancia com esses achados, a acdo inibitoria da NAC sobre a enzima
mieloperoxidase de neutrofilos ja foi demonstrada em diferentes modelos de sepse (Ozdulger et al.,
2003; Demiralay, Giirsan, Erdem, 2006) e inflamagao (Cuzzocrea et al., 2001; Ancha et al., 2008).
Em conjuntos, esses dados indicam uma agdo neutralizante da NAC sobre as espécies reativas
produzidas durante a inflamacao, propriedade que poderia alterar a modulagdo redox presente nesse
processo e, consequentemente, exercer efeitos antiinflamatorios.

Suportando a idéia da modulagdo redox da NAC sobre quinases ¢ fatores de transcrigdo,
pesquisadores evidenciaram que a ativagdo do NF-«kB induzida por H,O, em células endoteliais
(Bowie, Moynagh, O’Neill, 1997) ou por LPS em polimorfonucleares (Peterson, Galley, Webster,
2003) pode ser reduzida por altas concentracdes de NAC. Além disso, a ativagdo das MAPK (P38,
ERK e JNK) também ¢ reduzida pela NAC (Haddad & Land, 2002; Asehnoune et al., 2004),
enquanto que o tratamento sist€émico com L-butationa-(S,R)-sulfoximina (um inibidor seletivo da
vGCS) ¢ capaz de ativa-las (Limon-Pacheco et al., 2007).

Como conseqiiéncia das evidencias acima citadas, essa pequena molécula antioxidante tem
demonstrado inameros beneficios em patologias que apresentam quadros inflamatodrios associados,
como afeccdes do sistema respiratorio e oftdlmico, cancer, doencas cardiovasculares, artrites,
infecgdes, etc (Zafarullah et al., 2003). Os beneficios da NAC nas diferentes patologias
inflamatodrias citadas acima incluem: 1) a reducdo da sintese e liberagdo de citocinas pro-
inflamatodrias (Cuzzocrea et al., 2001; Victor, Rocha, Fuente, 2003; Zhang et al., 2007); 2) a
diminui¢do da migra¢do leucocitaria (Cuzzocrea et al., 2001; Zhang et al., 2007); 3) a diminuigdo da
expressdo de enzimas pro-inflamatorias, como COX-2 (Ancha et al., 2008) e iNOS (Bergamini et

al., 2001; Zhang et al., 2007), e a diminui¢ao da produ¢do de seus produtos: PGE; (Ancha et al.,
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2008) e oxido nitrico (NO) (Bergamini et al., 2001; Ancha et al., 2008); 4) a diminui¢do do

extravasamento plasmatico para areas inflamadas (Cuzzocrea et al., 2001; Zhang et al., 2007); 5) a
diminuicao da fagocitose de macréfagos ativados (Victor, Rocha, Fuente, 2003); 6) e a diminuigao
da apoptose celular (Ozdulger et al., 2003; Demiralay, Giirsan, Erdem, 2006).

Embora a acdo antiinflamatéria da NAC ja esteja bem estabelecida, poucos trabalhos tém
avaliado o seu efeito sobre a resposta febril. Como descrito nesta dissertacdo, a febre caracteriza-se
por ser uma resposta dependente de processo inflamatdrio, assim, todo e qualquer agente que
consiga interferir neste processo pode exercer agdes antitérmicas. De fato, alguns autores ja
reportaram que drogas antioxidantes, como azul de metileno e acido lipdico (Riedel et al., 2003), e
drogas redutores de grupos tidis (ditiotreitol) (Riedel & Maulik, 1999; Canini et al., 2001) sdo
capazes de reverter a febre induzida por LPS. Entretanto, pouquissimos trabalhos, realizados em
coelhos, utilizando LPS (Huang, Lin, Chang, 2006) ou enterotoxina de Staphylococcus (Shao et al.,
2004) como estimulo, versam sobre a interagdo in vivo entre a NAC e a resposta febril. Além disso,
estes estudos ou ndo avaliam o componente antiinflamatorio inerente a este farmaco (Huang, Lin,
Chang, 2006), ou o fazem em cultura de células humanas (Lee et al., 2003; Shao et al., 2004).
Levando em conta os fatos acima citados, a auséncia de literatura que indique um potencial
antiinflamatorio da NAC sobre infecgdes causadas por fungos e o crescente numero de infecgdes
micoticas disseminadas que afetam pessoas imunodeprimidas, torna-se pertinente avaliacdo do
potencial antipirético e antiinflamatorio da NAC em modelos experimentais de pirexia que utilizem

fungos como pirdgenos exdgenos.



5.,,OBJETIVOS



28
5.1. Objetivo geral

Este estudo tem por objetivo geral avaliar o potencial antiinflamatério e antipirético da n-

acetilcisteina sobre um modelo de peritonite induzida por Saccharomyces cerevisae.

5.2. Objetivos especificos

1) Determinar o efeito da NAC sobre a temperatura retal normal de ratos jovens.

2) Avaliar o efeito da NAC sobre a resposta febril e sobre o processo inflamatorio local,

ambos induzidos pela administracdo intraperitoneal de S. cerevisae.

3) Avaliar se o S. cerevisae altera o perfil de citocinas pirogénicas presentes no hipotalamo,
no momento do pico da febre e, posteriormente, determinar os efeitos da NAC sobre esta mesma

resposta.

4) Avaliar o efeito de NAC sobre o conteudo total de grupos sulfidrilas livres presentes no

hipotalamo e no lavado peritoneal de animais pirogenicamente estimulados com S. cerevisae

5) Avaliar se a agdo sistémica de NAC apresenta efeitos centrais que possam alterar a

resposta pirogénica induzida por S. cerevisae.

6) Determinar se agdo da NAC pode ocorrer em passos posteriores ao acimulo de PGE; no

tecido hipotalamico.
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Abstract

N-acetylcysteine (NAC) is a glutathione precursor that modulates intracellular
signaling and inflammatory response. However, it is poorly known whether NAC interferes
with other inflammation-dependent processes, such as fever. Therefore, in this study we
investigated the effects of NAC on fever and inflammatory response induced by
intraperitoneal administration of baker yeast (Saccharomyces cerevisae suspension, 135
mg/kg, i.p.) in young rats. Systemic administration of NAC (500 mg/kg, s.c.) prevented, but
did not revert established fever induced by baker yeast. In addition, NAC decreased
leukocyte migration, plasma protein extravasation and decreased tumor necrosis factor
(TNF)-a, interleukin (IL)-1B release induced by baker yeast in peritoneal lavage and IL-1B
release in hypothalamus. NAC also increased, and prevented baker yeast-induced
decrease of, nonprotein thiol content in peritoneal lavage and hypothalamus. The central
administration of NAC (50 pg, i.t., 120 min after baker yeast) also prevented baker yeast-
induced fever, but did not alter leukocyte migration to peritoneal cavity. In addition, the
systemic administration of NAC did not alter the febrile response elicited by prostaglandin
E, (PGE; 300 ng, i.t.). These results suggest an anti-inflammatory role for NAC on yeast-
induced peritonitis and that its antipyretic inhibition of inflammatory IL-1B production in

hypothalamus.

Keywords:
N-acetylcysteine; Saccharomyces cerevisae; fever; inflammation; young rats;

cytokines; leukocyte migration.
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1. Introduction

The febrile response comprehends a complex array of neurological, endocrine and
immunological changes that elevate body temperature over the normal circadian variations
[1], which depends on the host inflammatory response. In infectious fever, pathogens are
detected by receptors present on immune cells, such as macrophages or neutrophils cells
[2-4]. The pathogen-induced activation of these cells triggers the transcription of soluble
innate immune proteins, including cytokines [5, 6] which induce cyclooxygenase-2 (COX-2)
and consequent prostaglandin (PG) E; production in the anterior hypothalamus, ensuing
fever [7-11].

Several studies have demonstrated that n-acetylcysteine (NAC) protects against
inflammatory diseases such as atherosclerosis, arthritis, chronic obstructive pulmonary
disease (COPD), cancer and sepsis [12]. This small molecule is a precursor of glutathione
(GSH) that has been widely used a mucolytic in respiratory inflammatory diseases [13] and
for countering acetaminophen liver toxicity [14], bearing important cellular antioxidant
activity [15, 16]. Besides generating GSH, NAC directly scavenges reactive oxygen species
(ROS) hydrogen peroxide, hydroxyl radical, superoxide, and hypochlorous acid [17, 18]
decreasing oxidative damage [19]. In addition, NAC decreases the synthesis and release
of proinflammatory molecules, including cytokines [20-22] PGE; [23] and NO [21, 23] as
well the expression of enzymes such nitric oxide synthase (iINOS) [19, 22] and COX-2 [23].

Although NAC has been known as an anti-inflammatory compound, no study has
addressed whether it alters fungal peritonitis-induced inflammation and fever. In fact, initial
evidence for the anti-inflammatory and antipyretic effects of NAC derive from studies in
which LPS is used as exogenous pyrogen and rabbits as experimental animals [25-27].
Since fever [28] and its molecular mechanisms vary depending on the species [29] and the
pyrogenic stimulus [28, 30, 31], we decided to investigate whether the systemic and central
administration of NAC alters the fever and inflammatory response induced by
intraperitoneal administration of baker yeast (Saccharomyces cerevisae suspension) in

young rats.
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2. Materials and Methods

2.1. Drugs

Commercially available dried baker yeast (Saccharomyces cerevisae, Saf do Brasil
Produtos Alimenticios Ltda, Brazil), pyrogen-free 0.9% NaCl. N-acetylcysteine, bovine
serum albumin, dimethylsufoxide (DMSO), prostaglandin E (PGE)),
ethylenediaminetetracetic acid dissoudium salt (EDTA), ethyleneglycol tetraacetic acid
(EGTA), phenylmethylsulphonyl fluoride (PMSF), tricloracetic acid (TCA) 5, 5'-dithiobis-(2-
nitrobenzoic acid) (DTNB) and Tris were obtained from Sigma Chemical Co., St Louis, MO,
USA.

2.2. Subjects and maintenance

Male wistar rats (26-28 days of age, 60-70 g) provided by the Animal House of the
Federal University of Santa Maria were used. Animals were housed in groups of 9 per cage
(8 pups and mother), and maintained in a room with controlled temperature (24°C +
1°C),12h light/dark cycle (lights on at 6:00), and standard laboratory chow and tap water
ad libitum. The experiments were approved by the Committee on the Use and Care of

Laboratory Animals of our University.

2.3. Temperature measurements and fever induction

The Tr was measured by the insertion of a lubricated thermistor probe (external
diameter: 3 mm) 2.8 cm into the rectum of animal. The probe was linked to a digital device,
which displayed the temperature at the tip of the probe with a 0.1°C precision. The values
displayed were manually recorded.

Febrile response was induced and monitored along time according to Tomazetti et
al. (2005) [32]. Briefly, immediately after measuring the basal rectal temperature (Tgrp) at
08:00 a.m., the animals were injected with baker yeast (135 mg/kg, i.p., 10 mL/kg) or
vehicle (pyrogen-free 0.9% NaCl, 10 mL/kg). Rectal temperature (Tr) was recorded every
hour for 8 hours

In those experiments designed to evaluate the effect of NAC on PGE; induced-
fever, immediately after measuring the basal rectal temperature (bTgr) at 08:00 a.m., the

animals were injected with PGE; (300 ng/ 100 uL/site, i.t.) or vehicle (pyrogen free 0.15%
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DMSO in 0.9% NaCl, 100 ulL/site, i.t.). Tr was recorded every 30 min for 4 hours. Tr
changes are expressed as the difference from the basal value.
2.4. Peritoneal lavage and cell count
Immediately after the behavioral evaluation, the animals were sacrificed by
decapitation and the abdominal skin below the sternum was nicked. Peritoneal lavage was
performed by injecting (i.p.) 5 mL of a Tris-HCI buffer containing EGTA (2 mM) EDTA (2
mM) and PMSF (0.2 mM). The abdominal wall was gently massaged for 1 min and
peritoneal lavage was harvested with a syringe. The procedure was repeated, generating
10 mL peritoneal lavage. Samples were discarded when hemorrhage was detected in the
cavity. 300 pL aliquots of peritoneal lavage were diluted in Turk solution and transferred to
a Neubauer chamber for cell counting. Results are presented as number of cells/mm?. The
remaining volume was centrifuged (2000 g for 10 min), and 6 mL of supernatant was

lyophilized for cytokine determination.

2.5. IL-1B and TNF-a immunoassay

The content of IL-1B8 and TNF-a were determined in both hypothalamus
homogenates and lyophilized peritoneal lavage. Before assay, a pool of two frozen
hypothalamus (-70°C) were homogenized in 500 pL of a solution containing bovine serum
albumin (BSA 10 mg/ml), EGTA (2 mM), EDTA (2 mM) and PMSF (0.2 mM) in phosphate-
buffered saline (PBS, pH 7.4). Lyophilized peritoneal lavage samples were resuspended in
1000 uL of BSA (10 mg/mL) in PBS. Cytokine levels were measured using a commercially
available ELISA Kit from R&D Systems (Minneapolis, MN), according to the manufacturer’'s
protocol. The results are expressed in pg/ml for peritoneal lavage assays and pg/mg of

protein for hypothalamus homogenate assays.

2.6. Plasma protein extravasation

Plasma protein extravasation to the peritoneal cavity was monitored as total protein
content in lyophilized peritoneal lavage, as described by Getting et al. (1997) [33]. Protein
content was measured colorimetrically by the method of Bradford (1976) [34] and bovine

serum albumin (1 mg/mL) was used as standard.

2.7. Determination of nonprotein sulfhydryl groups content
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In a subset of animals, nonprotein sulfhydryl groups were determined in the
peritoneal lavage and hypothalamic tissue 1 and 4 hours after the injection of the pyrogenic
stimulus. Peritoneal lavage in this set of animals was performed by injecting 6 mL of EDTA
(200 mM). Nonprotein sulfhydryl groups determination in the hypothalamus was carried
out as follows. The dissected hypothalamus was rapidly homogenized in 1.6 ml of EDTA
(200 mM) and centrifuged at 6000 x g for 15 minutes. Samples were sonicated for 3 min
and incubated with TCA (50%) at 4°C for 1 hour. Samples were centrifuged at 12000 x g
for 7 minutes and total nonprotein sulfhydryl groups were determined
spectrophotometrically (412 nm) in the supernatant, using 5, 5'-dithiobis-(2-nitrobenzoic
acid) (DTNB) as chromogenic reagent according to Sedlak and Lindsay (1968) [35].

Results are presented as nmol of SH/mg of protein.

2.8. Experimental protocols.

2.8.1. Experiment 1: Effect of NAC on rectal temperature.

After determining the basal rectal temperature, the animals were subcutaneously
(s.c.) injected with vehicle (pyrogen-free 0.9% NaCl, 5 mL/kg) or NAC (50 ,150, or 500
mg/kg, 5 mL/kg) and Tr was followed up for six hours at 1-h intervals.

2.8.2. Experiment 2: Effect of NAC on fever development.

In order to determine whether NAC prevented baker yeast induced-fever, animals
were injected with vehicle (pyrogen-free 0.9% NaCl, 5 mL, s.c.) or NAC (500 mg/kg, s.c.),
one hour before baker yeast administration. Tr changes were recorded every hour for 9
hours. Protein extravasation, leukocyte number and cytokine content were evaluated in
peritoneal lavage and hypothalamus 4 hours after yeast injection. The content of total
nonprotein sulfhydryl groups were determined in peritoneal lavage and hypothalamic tissue

1 and 4 hours after the injection of the pyrogen.

2.8.3. Experiment 3: Effect of intrathecal (i.t) injection of NAC on Tr and on baker
yeast -induced fever

In order to evaluate whether the antipyretic effect of NAC was centrally-mediated,
we injected NAC (i.t.) and evaluated whether it prevented baker yeast-induced fever. The
i.t. route of administration was selected because it does not require previous cannulla

implantation, reducing the unavoidable inflammatory response due to previous surgery.
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Initially, we determined the effect of NAC (5, 15, 50 ug or vehicle 100 pL/site) on Tr. The

dose of NAC of 50 ug/site was selected for the subsequent assays because it did not alter
Tr per se. In this set of experiments, Tr was recorded every 30 min up to 4 hours.

NAC (50 pg/site) or vehicle (pyrogen free 0.9% NaCl; 100 pL/site) was injected i.t. 1

or 2 hours after the administration of baker yeast (before Tr increase). Tr was recorded

every hour for 9 h after yeast injection. We also evaluated whether centrally-administered

NAC altered baker yeast-induced increase of leukocytes in peritoneal lavage.

2.8.4. Experiment 4: Effect of NAC on established baker yeast-induced fever

In this experiment we determined whether NAC reverted established baker yeast-
induced fever. Animals were injected the pyrogen and Tr change was monitored at 1-h
intervals. Fever peaked between 3 an 4 hours after baker yeast injection. Three hours after
pyrogen administration, the animals were injected with vehicle or NAC (500 mg/kg, s.c.) and

Tr followed up for additional 6 hours.

2.8.5. Experiment 5: Effect of NAC on PGE; -induced fever

In this experiment we investigated whether systemic NAC prevented the fever
induced by the central administration of PGE,. Immediately after measuring basal Tg, the
animals were injected with vehicle or NAC (500 mg/kg, s.c.). One hour later, Tr was
measured and animals were injected with vehicle (DMSO 0.15%) or PGE; (300 ng/100 pL,

i.t.) and Tr was recorded every 30 min for 4 hours.

2.9. Data analysis

Rectal temperature changes and biochemical parameters are expressed as means +
S.E.M. Data were analyzed by two or three-way analysis of variance (ANOVA), with time
treated as within subject factor, depending on the experimental design. Post hoc analyses
were carried out by the F test for simple effect or by the Duncan’s multiple comparisons test,

when appropriate. F values are shown only if p<0.05.

3. Results

3.1. Systemic NAC attenuates peritoneal inflammation and baker yeast-induced fever.
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After determining that the subcutaneous injection of 50, 150 or 500 mg/kg NAC did

not alter the rectal temperature of young rats (data not shown), we investigated whether
the systemic administration of NAC (500 mg/kg, s.c., 1 hour before the pyrogenic stimulus)
altered baker yeast-induced increase of Tgr (Fig 1). Statistical analysis of Tr changes along
time revealed that NAC significantly attenuated baker yeast-induced fever [F(7,259) = 2.14;
p<0.05] and peritoneal inflammation, assessed by total leukocyte count [F (1,21)= 8.44; p <
0.01, Fig. 2A], plasma protein extravasation [ F(1,14)= 9.05; p<0.01, Fig. 2D], IL-1B [F
(1,21) = 5.68; p < 0.05, Fig. 2B] and TNF-a levels [F(1,21)= 4.39; p < 0.05, Fig. 2C] in
peritoneal lavage. These results support an anti-inflammatory action for NAC in this animal

model, which is possibly related to the antipyretic action of this drug.

3.2. NAC increases the content of nonprotein sulfhydryl groups in peritoneal lavage and
hypothalamic tissue.

The effect of NAC (500 mg/kg, s.c.) and baker yeast (135 mg/kg, i.p.) injections on
nonprotein SH content of the peritoneal lavage and hypothalamus are shown in Fig. 3A
and 3B, respectively. Statistical analysis showed that NAC increased [F(1,35)= 46.85; p <
0.001] the levels of total non protein SH in the peritoneal lavage two hours after its injection
(one hour after yeast injection — Figure 3A). Such an increase persisted up to 5 hours in
those animals that were not injected with baker yeast. The figure also shows that baker
yeast decreased [F(1,35) = 20.97; p < 0.001] GSH in peritoneal lavage one hour after its
injection, and such a decrease was fully prevented by NAC.

NAC also increased the nonprotein SH content of the hypothalamus [F(1,40) =
15.99; p< 0.001] two hours after its injection (one hour after yeast injection — Figure 3B).
Such an increase also persisted up to 5 hours in those animals that were not injected with
baker yeast. Although baker yeast injection did not alter total nonprotein SH levels in the
hypothalamus per se, it prevented the persistence of the NAC-induced SH increase. These
data suggest that yeast injection may increase nonprotein SH utilization in the

hypothalamus.

3.3. NAC prevents baker yeast-induced IL-1[ increase in hypothalamus.
Baker yeast injection increased IL-1B levels in the hypothalamus 4 hours after its
injection [F(1,15)=11.71; p<0.01, Fig. 4A] and systemic administration of NAC (500 mg/kg,

s.c., 1 hour before the yeast injection) prevented baker yeast-induced IL-1B increase
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[F(1,15)= 4.77; p<0.05, Fig 4A]. On the other hand, baker yeast injection did not alter TNF-
a levels in the hypothalamus (Fig. 4B). These data support a role for IL-1p in baker yeast-

induced fever.

3.4. Central administration of NAC prevents baker yeast-induced fever.

In order to determine the relative participation of central and peripheral mechanisms
in the preventive effect of NAC against baker yeast-induced fever, we investigated whether
the central (i.t.) administration of NAC altered baker yeast-induced fever. NAC (5, 15 and
50 pg/site) did not alter basal rectal temperature (Fig 5), but prevented baker yeast-
induced fever [F(1,18)= 12.02; p < 0.01, Fig 6A]. However, the central administration of
NAC did not alter peritoneal leukocyte migration (Fig. 6B). Since anti-inflammatory effect of
NAC (measured in this experiment by leukocyte migration) was dissociated from its
antipyretic action, we may suggest that the preventive action of NAC against baker yeast-

induced fever is mediated by central mechanisms.

3.5. NAC does not reverse established fever induced by baker yeast or PGE,-induced
fever.

Figures 7 and 8 summarize the results of experiments 4 and 5, respectively. This
figure reveals that NAC does not reverse established fever induced by baker yeast or
PGE;-induced fever. Such a lack of effect of NAC suggests that the antipyretic action of
this thiol compound involves the modulation of inflammatory signaling at steps before PGE;

release.

4. Discussion

In this study we showed that systemic NAC impairs fever development, but does not
revert established fever induced by the intraperitoneal injection of baker yeast. The
systemic injection of NAC increased the nonprotein SH content in peritoneal lavage and
hypothalamus, and prevented baker yeast-induced decrease of nonprotein SH content in
peritoneal lavage samples. Baker yeast-induced fever coincided with an increase of TNF-a,
IL-1B, total leukocytes and plasma protein extravasation in the peritoneal cavity, and with

an increase of IL-1B levels in the hypothalamus, which were all significantly attenuated by
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NAC. The central administration of NAC also inhibited baker yeast-induced fever, but did
not alter the peripheral consequences of pyrogen injection, namely peritoneal leukocyte
increase. In addition, NAC did not prevent PGE2-induced fever.

It is generally acknowledged that pathogen induced-fever is triggered by the
production of pyrogenic cytokines (TNFa, IL-18 and IL-6) by activated mononuclear
phagocytes. These mediators are released into bloodstream or stimulate local sensory
nerves and transmit the inflammatory signal to the preoptic-anterior hypothalamic area, the
brain thermoregulatory center [36]. In line with this view, a number of studies have shown
that Saccharomyces cerevisae [32, 37] and constituents of its cell wall, such as mannans,
cause fever that is accompanied by a putative increase in the plasma levels of TNF-a [31,
38], IL-1B and interferon-y [31]. In line with this view, Okawa et al., (2002) [39] have shown
that mannans increase the production of IL-1p in vitro. It has been reported that acute
systemic administration of Cryptococcus neoformans does not increase TNF-a levels in the
murine brain [40]. However, to our knowledge, no study has addressed whether the
systemic administration of Saccharomyces cerevisae (or its derived mannans) increases
IL-1B or TNF-a levels in the hypothalamus, the key cerebral structure for thermoregulation.
This is of particular interest, since the increase of plasma cytokines induced by mannans
seems to depend on the yeast species from which it was obtained [31]. Therefore, it is
possible that infection with different yeast species cause also a different profile of cytokine
increase in the brain. Interestingly, we have found that systemic Saccharomyces cerevisae
injection acutely increased the levels of IL-1B, but not of TNF-a in the hypothalamus (4
hours after yeast injection, which corresponded to the time window in which the maximal
febrile response was observed). These data constitute circumstantial evidence that
hypothalamic IL-1B, but not TNF-a, are involved in baker yeast-induced fever. Further
experimental evidence supporting the involvement of IL-1p in baker yeast-induced fever
comes from the experiment that revealed that NAC, at doses capable of reducing IL-1
hypothalamic levels, also blunted yeast-induced fever (Figure 4A), indicating that these
phenomena (IL-1pB increase and fever development) are related. However, one must be
aware that our results do not allow concluding that there is a cause-effect relationship
between IL-1B increase and fever, or that this cytokine is the main trigger of baker yeast-
induced fever in the hypothalamus, since it may involve other cytokines or mediators that

were not assessed in this study. However, since there is strong evidence supporting a role
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for IL-1p in the fever induced by other pyrogens, such as LPS, it is very possible that this
constitutes a convergent pathway for fever triggering, which includes baker yeast-induced
fever.

In this study we also found that systemic Saccharomyces cerevisae injection
increased the local levels of TNF-a and IL-1B (in the peritoneal lavage). Assuming that
increased peritoneal levels may increase cytokine plasma levels, our findings are, to some
extent, in agreement with the data reported by Dogan and co-workers [31], who have
reported a putative increase of TNF-a and IL-1p levels in the plasma of animals injected
with mannans from S. cerevisae. It is also remarkable that NAC decreased baker yeast-
induced increase of IL-18 and TNFa levels in the peritoneum lavage (Fig 2A and 2B).
These effects of NAC, together with the currently reported decrease of leukocyte migration
and protein extravasation to the peritoneal cavity, support an anti-inflammatory role for this
thiol compound. Leukocyte migration and plasma protein extravasation represent major
events leading to the onset of inflammation. Their occurrence in zymosan (an insoluble
carbohydrate, obtained from the cell walls of S. cerevisae)-induced peritonitis depend on
the production/action pro-inflammatory mediators such cytokines and prostaglandins [41,
42], whose release is prevented by NAC in several models of inflammation [20-23]. In
addition, it has been shown that NAC inhibitory effect on vascular permeability and
leukocyte migration is mediated by a decrease of the expression of important adhesion
molecules such intracellular adhesion molecule (ICAM), P-selectin and E-selectin [20, 22].
According to Morimoto et al (1986) [43], leukocyte migration is also important for the
development of the febrile response. Therefore, it is possible that the anti-inflammatory
action of systemically administered NAC may have significantly contributed for its
antipyretic effect. The mechanisms by which NAC decreases inflammation are not
completely understood, but accumulating evidence suggests that its decreases expression
of pro-inflammatory molecules by inhibiting NF-kB and MAPK pathways [22, 44-48].

The activation NF-kB and MAPK pathways increase the cytokine production and
expression of other inflammatory molecules such iINOS, COX,, adhesion molecules and
chemokine [49-52]. Interestingly, in vivo GSH depletion also activates NF-kB and MAPK
pathways, in liver and kidney [53] and increases the LPS-induced release of IL-1j3, IL-6, IL-
8 and TNF-a in different cells cultures [54, 55]. In line with this view, we showed that NAC

increases total nonprotein SH content in the peritoneal lavage and hypothalamus (Fig 3A



44
and 3B), and by this redox regulatory mechanism it could reduce cytokine release and the
associated inflammatory response, including fever.

One remarkable finding of this study is that the central administration of NAC
reduced baker yeast-induced fever, with no impact on peritoneal leukocyte migration (Fig
6A and 6B). These findings suggest that the increase in central SH availability may be
more relevant for the antipyretic effect of NAC than its peripheral anti-inflammatory action,
and may include an effect of NAC on central PGE; synthesis. This is in agreement with the
studies that have shown that TNF and IL-1 induce COX-2 expression in brain micro
vessels [7-11] and that prostaglandins are considered the final mediators of baker yeast-
induced fever [32, 38]. The findings that NAC does not alter baker yeast established fever
and PGEz-induced fever (Figs 7A and 7B, respectively) further supports that NAC affects
early steps of fever triggering, which may include IL-1B-induced expression of

cyclooxygenase 2.

Conclusions

In this study, we show that NAC prevents the baker yeast-induced peritoneal
inflammation and fever. We suggest that anti-inflammatory and preventive effect of NAC on
baker yeast-induced fever is probably due to a redox inhibition of inflammatory IL-13

production.
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Figure 1. Effect of NAC (500 mg/kg, s.c., 1 hour before yeast injection) on baker yeast-
induced fever (135 mg/kg, i.p.), the last three measurements were omitted for easy
viewing. Rectal temperature (Tr) changes are expressed as difference from basal rectal
temperature. Values represent mean + S.E.M. for n = 9-11 per group. *P<0.05 compared
with respective saline/saline-treated group. #P<0.05 compared with saline/yeast-treated

group (F- test for simple effect).
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Figure 2. Effect of NAC (500 mg/kg, s.c., 1 hour before yeast injection) on baker yeast-induced
(A) leukocyte migration, (B) IL-1p release, (C) TNF-a release and (D) plasma protein
extravasation in peritoneal lavage. Values represent mean = S.E.M. for n = 4-7 per group. *P<
0.05 compared with saline/saline-treated group. # P<0.05 compared with saline/yeast-treated

group (Duncan’s multiple range test).
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Figure 3. Effect of NAC (500 mg/kg, s.c., 1 hour before yeast injection) on (A) nonprotein
SH content in peritoneal lavage and (B) hypothalamus. Values represent mean = S.E.M for
n= 5-6 per group. * P< 0.05 compared with saline/saline-treated group. # P<0.05 compared

with their respective control groups (Duncan’s multiple range test).
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Figure 4. Effect of NAC (500 mg/kg, s.c., 1 hour before yeast injection) on baker yeast-
induced (A) IL-1B and (B) TNF-a levels in hypothalamus. Values represent mean + S.E.M.
for n = 4-5 per group. * P< 0.05 compared with saline/saline-treated group. # P<0.05

compared with saline/yeast-treated group (Duncan’s multiple range test).
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Figure 5. NAC (5, 15 or 50 ng/100 pL, i.t.) does not alter rectal temperature along time. Tr
changes are expressed as difference from basal rectal temperature. Values represent mean =+

S.E.M. for n= 6 per group.



55

A —E— Saline / Saline
—/— Saline/ NAC

150 - Yeast / Saline
E Yeast / NAC

1.00

0.50 [

ATH (*C)

0.00 [

-0.50 -

-1.00

B [ saline
NAC
*

5000

— T

4000

T

3000

2000

Cells / mm3
T

1000 |-

Saline Yeast

Figure 6. NAC (50 pg/100uL/site; i.t.; 2 hours after yeast injection) decreases baker yeast-
induced (135 mg/kg; i.p) fever (A) but not leukocyte migration to peritoneal cavity (B). Tr
changes are expressed as difference from basal rectal temperature and the last three
measurements were omitted for easy viewing. Values represent mean + S.E.M. for n= 5-6
per group. *P< 0.05 compared with saline/saline-treated group. # P<0.05 compared with

saline/yeast-treated group (F- test for simple effect or Duncan’s multiple comparisons test).
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Figure 7. Lack of effect of NAC (500 mg/kg, s.c.) on established fever induced by baker yeast.
(135 mg/kg, i.p.). Tr changes are expressed as difference from basal rectal temperature and the

last three measurements were omitted for easy viewing. Values represent mean + S.E.M. for n=

11 per group.
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Figure 8. Lack of effect of NAC (500 mg/kg, s.c.) on PGE;-induced fever (300 ng/site, i.t.). Tr
changes are expressed as difference from basal rectal temperature. Values represent mean +

S.E.M. for n= 7-9 per group.
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O presente estudo mostra que a administracao subcutanea de NAC (500 mg/kg), 1 hora antes
da injecdo do fermento de padeiro (S.cerevisae), consegue atenuar a resposta febril e, a0 mesmo
tempo, aumentar o contetido de grupos sulfidrilas ndo protéicos presentes no lavado peritoneal e no
tecido hipotalamico. Neste mesmo experimento, ainda foi possivel perceber que a NAC reverte a
oxidacao dos grupos SH causada pelo fermento no lavado peritoneal. Entretanto, 0 mesmo composto
falhou em reverter a febre induzida por fermento e, em alterar a temperatura basal dos animais
(dados nao mostrados). Este trabalho ainda apresenta dados que demonstram que a febre induzida
pela levedura coincide com o aumento da migracdo leucocitdria, do extravasamento plasmatico e
dos niveis de IL-1p, TNF-a presentes no lavado peritoneal, bem como com o aumento de IL-1 no
hipotalamo. A NAC por sua vez, demonstra um efeito inibitdrio sobre todas essas respostas pro-
inflamatorias. Fica também evidente que a administragdo central (intratecal) da NAC ¢é capaz de
prevenir a resposta febril, conseqiiente da peritonite flingica sem, no entanto, alterar a migragao de
leucécitos para a cavidade peritoneal. Além disso, a febre induzida pela administracdo intratecal de
PGE; nao foi alterada pela administragao sist€émica de NAC.

Como ja descrito neste trabalho, a teoria que explica a génese da febre induzida por patdgenos
mostra que este processo se inicia pela producao e liberagdo de citocinas pirogénicas por macréfagos
e neutrofilos ativados. Em seguida, esses mediadores seriam liberados na corrente sangiiinea
(transmiss@o humoral) ou estimulariam sensores nervosos (transmissao neural), transportando o
sinal inflamatério até a POA, sinalizando para um aumento da temperatura (Blatteis, 2006).
Reafirmando a importancia das citocinas na sinalizagdo presente em infec¢des fingicas, varios
trabalhos tém mostrado que leveduras (Bruguerolle & Roucoules, 1994; Tomazetti et al., 2005) ou
mananas (constituintes das paredes celulares de fungos) de S. cerevisae causam febre (Ataoglu et al
2000) acompanhada de aumento nos niveis plasmaticos de TNF-a e IL-1p e INF-y (Ataoglu et al
2000; Dogan et al., 1999). Por outro lado, Rayhane e colaboradores (1999) evidenciaram que a

administragdo sistémica aguda de Cryptococcus neoformans nao aumenta os niveis de TNF-a no
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cérebro. Sabendo que o aumento dos niveis plasmaticos de citocinas parece depender da espécie de
origem da manana e (Dogan et al., 1999) da espécie do animal experimental (Fraifeld & Kaplanski,
1998), seria possivel que diferentes espécies de fungos produzissem diferentes perfis de secrecao de
citocinas no tecido cerebral. Interessantemente, os achados deste trabalho mostraram que a
administragdo intraperitoneal de S. cerevisae aumenta agudamente os niveis hipotalamicos de IL-1p,
sem, no entanto, alterar os niveis basais de TNF-o na mesma estrutura, quatro horas apos
administragdo do fermento (momento em que a resposta febril atinge seu ponto maximo). Estes
resultados constituem uma forte evidéncia para um papel sinalizador da IL- no sistema nervoso
central durante a febre induzida por fermento de padeiro.

Este trabalho também demonstrou que a NAC, além de prevenir a febre, reduz o aumento dos
niveis hipotalamicos de IL-1B (Figura 4 do manuscrito), demonstrando que, de alguma maneira,
estes dois processos podem estar relacionados, fornecendo uma evidéncia adicional para o
envolvimento da secre¢do central de IL-B no desenvolvimento da resposta febril induzida por S.
cerevisae. Embora as conclusdes acima sejam bastante pertinentes, ainda ndo ¢ possivel concluir se
existe alguma relacdo de causa e conseqiiéncia entre os dois eventos (aumento dos niveis
hipotalamicos de IL-1f e febre) e nem se a IL-1p ¢ a principal citocina envolvida na sinalizagdo da
febre causada por fermento. Esta lacuna surge do fato que a febre causada por outros pirdgenos
também envolve a secre¢do de IL-6, cuja participagdo ndo foi avaliada neste trabalho. Por outro
lado, como descrito na introdugdo desta dissertagdo, existem inimeras evidéncias que suportam a
participacdo da IL-B na febre induzida por outros patdégenos como LPS. Assim, seria bastante
provavel que a IL-1B produzida centralmente tivesse uma participacdo no desenvolvimento da
resposta febril induzida por S. cerevisae.

Adicionalmente, o presente estudo mostrou que a administracao intraperitoneal de fermento
(S. cerevisae) eleva os niveis locais de TNF-a e de IL-1B. Assumindo que o aumento nos niveis

locais destas citocinas pode elevar os niveis plasmaticos destes mesmos mediadores, os resultados
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aqui reportados estariam, em parte, de acordo com os achados de Dogan e colaboradores que
demonstraram que mananas de S. cerevisae elevam os niveis plasmaticos de IL-1p e de TNF-a.
Além disso, este estudo demonstrou que a NAC apresenta uma atividade antiinflamatoria sobre a
peritonite induzida por fungos. Como previamente citado, esta droga reduz drasticamente a
migragdo leucocitaria, o extravasamento plasmatico e a elevacdo nos niveis de citocinas pro-
inflamatérias no local da inflamagdo. Tanto a migracdo leucocitdria, como o extravasamento
plasmatico representam os maiores eventos desencadeadores da inflamacdo. Sabe-se que a
ocorréncia de ambos os processos em peritonites induzidas por zimosan dependem da produgao e da
acao de mediadores pro-inflamatoérios como citocinas e prostaglandinas, (Kolaczkowska et al., 2002,
2006) cuja liberacdo ¢ prevenida pela NAC em varios modelos de inflamagdo (Cuzzocrea, et al.,
2001; Victor, Rocha, Fuente, 2003; Zhang, et al, 2007, Ancha, et al., 2008). Esta agao da NAC, que
também foi corroborada neste trabalho, pode sugerir um mecanismo de agdo para o efeito
antiinflamatorio apresentado por este antioxidante tidlico. Outros estudos também ligam o efeito
inibitério da NAC sobre a migracdo de leucdcitos a diminuicdo da expressdo de importantes
moléculas de adesdo como ICAM, P-selectina e E-selectina (Cuzzocrea, et al., 2001; Zhang, et al,
2007). Além disso, em 1986, Morimoto, Murakami e Watanabe também demonstraram que a
migragdo leucocitaria exerce um importante papel na inducao da febre e, portanto, a agdo preventiva
da NAC sobre a resposta febril poderia dever-se a sua a¢do antiinflamatoria.

A administracao sistémica da NAC também foi capaz de aumentar o conteido de grupos
sulfidrilas ndo protéicos no lavado peritoneal e no tecido hipotalamico. Sabendo que a maior parte
dos grupos SH presentes em amostras biologicas deriva da GSH (Sedlak & L' Hanus, 1982; Bentler
& Dale, 1988), pode-se inferir que a NAC ¢ capaz de elevar os niveis locais e centrais deste
tripeptideo endogeno. Logo, os resultados aqui demonstrados estdo de acordo com a literatura que
apresenta a NAC como uma droga precursora de GSH e, conseqiientemente, elevadora da razdo

GSH/GSSG (Haddad & Land 2002; Haddad & Harb, 2005). Ademais, ¢ de se ressaltar que a
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injecdo de intraperitoneal de fermento de padeiro provoca uma redugdo nos grupos SH livres
presentes no local da inflamagao (Figura 3 do manuscrito) e que a NAC reverte completamente essa
resposta oxidativa. Uma andlise mais profunda da figura 3 também revela que, em ambas as
amostras biologicas (lavado peritoneal e tecido hipotalamico), o aumento nos grupos SH
caracteristico da NAC desaparece quatro horas apods a injecao do pirégeno nos animais tratados com
fermento. Este resultado sugere que a peritonite fungica aumenta a utilizagdo do SH nao protéico
tanto no local da inflamacdo quanto no sitio termorregulador. De fato, Victor e colaboradores
(2003), bem como Cuzzocrea e colaboradores (2001) ja haviam reportado que estimulos
inflamatodrios sdo capazes de reduzir a quantidade de GSH presente em tecidos inflamados ou em
células inflamatorias. Além disso, sabe-se que as rotas moleculares desencadeadoras da expressao de
mediadores inflamatorios (MAPK e a ativagdo do NF-kB) podem ser ativadas por perdxido de
hidrogénio (Bowie et al., 1997), bem como pela deplegdo sistémica de GSH (Limoén-Pacheco, et al.,
2007). Somado a isso, a literatura ainda revela que antioxidantes como alfa-tocoferol, NAC e
dimetiluréia sdo capazes de inibir estas rotas moleculares e a secre¢do de citocinas pro-inflamatorias
em diferentes culturas de células (Haddad & Land, 2002, Asehnoune, et al 2004). Assim, ¢ bastante
provavel que a agdo preventiva da NAC sobre os parametros inflamatorios avaliados neste trabalho
devam-se a suas propriedades antioxidantes e precursoras da sintese de GSH.

Outro importante resultado apresentado neste estudo ¢ o efeito preventivo da NAC sobre a
febre induzida pelo S. cerevisae quando administrada intratecalmente (em uma dose 1000 vezes
inferior a dose sistémica). Conforme demonstra a figura 6 do manuscrito, o efeito antipirético da
NAC ocorre de forma independente da diminui¢do da resposta migratoria. Além disso, a analise das
figuras 1 e 6 do manuscrito revela ainda que o efeito preventivo central se sobressai ao efeito
sistétmico da mesma droga. Assim, avaliando conjuntamente os efeitos centrais causados pela
injecdo sistémica de NAC (aumento do conteudo de SH livres 1h depois da inje¢do de fermento e

prevencao da elevagao dos niveis hipotalamicos de IL-1B) e as conclusdes tiradas dos resultados
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acima relatados, pode-se inferir que a disponibilidade central de grupos SH nas fases iniciais da
sinalizacdo hipotalamica da febre pode ser mais relevante para o efeito antipirético que o efeito
antiinflamatorio local desempenhado por esta pequena molécula. Este provavel mecanismo descrito
para atividade antipirética da NAC estd de acordo com resultados apresentados por Huang e
colaboradores (2006) que demonstraram que a administragdo sistémica de NAC ¢ capaz de alterar a
resposta pirogénica de coelhos estimulados com LPS, ao mesmo tempo que impede secrecdo de
PGE, no cérebro. Sabendo da importancia das citocinas pirogénicas (IL-1B, TNF-a e IL-6) para a
indugdo da COX-2 na microvasculatura cerebral (Cao et al., 1996; Cao et al., 1998; Matsumura et al,
1998; Yamagata et al, 2001; Schiltz & Sawchenko, 2002) e da necessidade de PGE, para o aumento
de temperatura induzida por fermento (Tomazetti et al., 2005; Ataoglu et al., 2000), pode-se inferir
que a acdo preventiva da NAC sobre a resposta febril poderia resultar do efeito
antioxidante/antiinflamatério que levaria a prevencao do aumento dos niveis hipotalamicos de IL-
1B. Além disso, os achados que demonstram a falta de efeito da NAC, na febre ja estabelecida e na
febre induzida por PGE,, suportam que a NAC atue sobre os passos iniciais do desenvolvimento do

processo febril, os quais podem incluir a expressao da COX-2 induzida por IL-1p.



2. CONCLUSAO
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1) A NAC nao apresenta efeitos sobre o controle normal da temperatura corporal quando

administrada central ou sistemicamente em ratos jovens.

2) A NAC apresenta acdo preventiva sobre a febre e sobre varios processos inflamatorios
locais desencadeados pela infec¢do peritoneal induzida por S. cerevisae. Entretanto, ela nao

apresenta efeitos sobre a febre ja instalada.

3) O fermento de padeiro eleva os niveis hipotalamicos de IL-1p sem alterar os niveis de
TNF-o na mesma estrutura. A NAC, por sua vez, previne esse aumento, indicando uma agao

antiinflamatoria central para esta molécula antioxidante.

4) A injecao sistémica de NAC eleva o contetido total de grupos sulfidrilas livres presentes
no hipotadlamo e no lavado peritoneal e apresenta atividade doadora de GSH e/ou antioxidante,
pois € capaz de reverter a diminui¢cdo no conteudo de grupos SH livres causada pela inflamacgao

induzida por S. cerevisae.

5) A NAC apresenta efeitos centrais que podem ser mais importantes para seu efeito
antipirético que sua atividade antiinflamatdria local. Isso porque sua agdo antipirética central
(quando administrada i.t.) € mais efetiva que a resposta causada pela administragao sistémica e,

também porque efeito antipirético central ¢ totalmente dissociado da resposta migratoria.

6) A NAC parece atuar em passos anteriores a liberacdo de PGE, no parénquima cerebral,

pois ndo ¢ capaz de alterar a resposta pirogénica causada por este mesmo mediador.

Levando em conta as conclusdes acima citadas, pode-se, de uma madeira geral, concluir que
a n-acetilcisteina dispde de uma atividade antiinflamatéria efetiva sobre peritonites fungicas e
que a sua atividade antipirética deve-se a uma agdo central que, provavelmente, resida na

diminuicao dos niveis hipotalamicos de IL-1p.
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ANEXOS
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Anexo A - Passos do processo de migracio celular até o sitio inflamatério

A inflamacdo causada pela infeccdo induz a liberacdo de citocinas e quimiocinas pelas células sentinelas como os
mastdcitos. O sinal inflamatério induz o aumento da expressdo de selectinas, [CAMs e VCAMs. As quimiocinas (setas
vermelhas) produzidas pelas células endoteliais ou pelas células sentinelas sdo apresentadas aos leucdcitos em rolamento
no limem do vaso sangiiineo. Esses leucocitos, entdo, expressam um grupo apropriado de moléculas de adesdo que
possibilitam a realiza¢do dos passos 1-3, entdo a célula polariza-se ¢ move-se por diapedese através da parede vascular
(passos 4 e 5). A diapedese envolve um rearranjo transitorio das jungdes endoteliais e a penetracdo através da membrana
basal do vaso. Adaptado de Luster, Alon, Andrian, Nature Immunology, 2005.
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Anexo B - Rota de sinalizaciio dos receptores “Toll like” (TLRs)

A ligacdo do receptor com seu ligante desencadeia duas rotas distintas de sinalizagdo. Uma dependente de do dominio
TIR, contem a proteina adaptadora (TIRAP) e MyD88. A outra ¢ dependente da molécula adaptadora relacionada ao
TRIF. A rota dependente de MyDS88 utiliza as quinases associadas ao receptor de IL-1 (IRAKSs) e o fator associado ao
receptor do TNF(TRAF6) para finalmente ativar a cascata das MAPK e o NF-«B. As rotas mediadas por TRAM e TRIF
ativam nao somente NF-kB mas também o fator de transcricdo INF 3 (IRF3). Adaptado de Miyake, TRENDS in
Microbiology, 2004.
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Anexo C - Rota de ativacio do NF-xB

Quando os leucdcitos sdo estimulados via receptores de patdogenos ou citocinas a enzima IkB quinase (IKK) é
fosforilada e ativada. A IKK por sua vez fosforila a [kB (proteina inibidora do NF-«B) causando sua degradagdo. O NF-
KB torna-se livre para se translocar até o nicleo e promover a expressdo da ciclooxigenase (COX-2), das citocinas, das
moléculas de adesdo entre outros. Adaptado de Aronoff & Neilson, Am J Méd, 2001.
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Anexo D - Modelo de ativa¢io do sistema nervos central (CNS) apés infeccdes.

PGs Sickness behavior ¢ € NTS

Febre Anorexi

Células endoteliais da
vasculatura cerebral; pgg
Microglia perivascular

Nervo Vago

VIA HUMORAL Macroéfagos hepdaticos e pulmonares

VIA NEURAL

As citocinas circulantes podem interagir diretamente com as células endoteliais ou com a microglia perivascular,
causando a producdo e difusdo no CNS de mediadores como a prostaglandina (PG) e outras citocinas . Além disso,
infeccbes mais localizadas como peritonites podem ativar nervos sensoriais locais como o vago através de um
mecanismo dependente de PGE,. Adaptado de Elmquist, Scammell, Saper, Trends Neurosci, 1999.



