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RESUMO

Doses baixas e altas de LPS (endotoxina de bactéria Gram negativa) sao
utilizadas como modelo para o estudo da febre e do choque endotoxémico,
respectivamente. Em ratos, o oxido nitrico (NO) sisttmico afeta diretamente a
termogénese, mas ndo constitui um mediador da resposta febril. Alguns poucos estudos
em aves, sugere uma sinalizacdo pirogénica do NO no encéfalo, mas ndo ha evidencias
suficientes para confirmar essa sugestdo. Nossa hipotese é que, em compara¢do com 0S
mamiferos, o NO sistémico apresenta acdo termogénica similar durante desafio com
endotoxinas em aves, mesmo no inicio da vida Sendo aves de desenvolvimento precoce,
os frangos tém capacidade termorreguladora por mecanismos comportamentais e
autondmicos imediatamente ap06s a eclosdo, o que constitui um modelo interessante para
estudar a termorregulacdo no inicio da vida. Desse modo, nds investigamos o papel do
NO na febre e no choque endotoxémico induzidos por LPS em pintainhos de 5 dias de
idade. LPS nas doses de 2 (LPS-2) e 10 ug kg induziu febre 3-5 horas apos a injecéo,
enquanto que 50 e 100 (LPS-100) pg kg™ de LPS causaram queda da Tc na primeira
hora seguida por febre 4-5 horas apos a injecdo. A menor (LPS-2; induz febre) e a maior
(LPS-100; induz queda de Tc seguida por febre) doses de LPS foram escolhidas para a
realizacdo dos protocolos seguintes. As concentracGes plamaticas de nitrito + nitrato
aumentaram 4 horas, mas ndo 1 hora, ap6s as inje¢bes de LPS-2 e LPS-100 (maior
aumento com a dose mais elevada). Nao houve correlacdo entre os aumentos de Tc e as
concentracOes de nitrato nas duas doses de LPS. Injecdes intramusculares de 50 mg/kg
de L-NAME (inibidor nédo seletivo de NOS) inibiu a febre induzida por LPS-2 e LPS-
100, e aumentou a magnitude da queda de Tc provocada pelo LPS-100. L-NAME
reduziu o consumo de oxigénio dos animais tratados com LPS-2 e LPS-100, sendo a

gueda mais acentuada nesse ultimo grupo. Além disso, o comportamento de



agrupamento (reducdo da perda de calor) induzido por LPS-100 foi acentuado

pelo pre-tratamento com L-NAME. Por outro lado, nos pintainhos mantidos em
ambiente quente, que néo interferiu com a Tc dos animais, os efeitos do LPS-2 e LPS-
100 sobre a TC nédo foram afetados pelo L-NAME. Juntos esses resultados indicam que
0 NO parece ndo ser um mediador de febre e choque endotéxémico em pintainhos, mas
afeta a termogénese nesses animais, 0 que pode constituir um efeito comum do NO nos

vertebrados endotérmicos.



ABSTRACT

Low and high LPS doses (endotoxin) have been used as models to study fever
and endotoxic shock, respectively. In rats, systemic nitric oxide (NO) directly affects
thermogenesis, but does not mediate those responses. Even though few studies in birds
suggest NO as a pyrogenic signalling to brain, there is not enough evidence for
confirming this suggestion. We hypothesise that, compared to mammals, systemic NO
presents similar thermogenic action during endotoxin challenge in birds, even in early
life. As precocial birds, chickens have a developed thermoregulatory capacity
immediately after hatching, which constitutes an interesting model to study
thermoregulation in early life. Thus, we investigated the role of NO in LPS-induced
fever and endotoxic shock in 5-day-old chicks. The doses of 2 (LPS2) and 10 ug kg™ of
LPS induced fever 3-5 hours after intramuscular (IM) injection, while 50 and 100
(LPS100) ng kg™ decreased Tc within the first hour followed by fever at 4-5 hours post-
injection. Plasma nitrate levels increased 4 hours, but not 1 hour, after treatment with
LPS2 and LPS100 (higher increase). There was no correlation between plasma nitrate
concentrations and Tc at both LPS doses. L-NAME (non-selective NOS inhibitor; 50
mg kg; IM) inhibited LPS2- and LPS100-induced fever and increased the magnitude
of the fall in Tc caused by LPS100. In contrast, no effect of L-NAME was observed in
LPS-treated chicks in warm conditions. L-NAME decreased oxygen consumption in
LPS2- and LPS100-treated chicks, but the response was more pronounced with LPS100.
Moreover, LPS-induced huddling (heat conservation behaviour) was accentuated by L-
NAME. Our results seem to indicate that, like in rats, systemic NO is not a mediator of
fever and endotoxic shock in chicks, but does affect thermogenesis in these animals,

which may constitute a common effect of NO in the endothermic vertebr
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1 INTRODUCAO

1.1 TEMORREGULAGAO: ENFASE EM AVES

Sendo animais endotérmicos, as aves, assim como os mamiferos, apresentam
mecanismos termorreguladores comportamentais e também autonémicos para perda e
ganho de calor que sdo fundamentais para a manutengdo da Tc dentro de uma estreita
faixa de variacdo que é caracteristica de cada espécie (cf. KLUGER, 1991; BLATTEIS,
1998; GORDON, 2001). Segundo a definicdo do Glossario de Termos da Fisiologia
Térmica (IUPS Thermal Comission, 2001) as respostas autonémicas sdo diferenciadas
das comportamentais por serem involuntarias e ndo necessariamente por serem
dependentes de regulacdo pelo sistema nervoso autondmico. Esse termo tem sido usado
em substituicdo aquele usado no passado, “mecanismo fisiologico”. Dentre esses
mecanismos estdo o de ganho (conservacdo e producdo) e os de perda (dissipacdo) de
calor (BRANCO et. al. 2006). A conservacdo de calor ocorre principalmente por
vasoconstri¢do periférica (aves e mamiferos) e piloerecdo (mamiferos) (BICEGO et al.,
2007). Ja os mecanismos de producéo de calor, além daquele resultante do metabolismo
basal (termogénese obrigatdria), podem ser dependentes ou ndo do tremor da
musculatura esquelética. A principal forma de producéo de calor em aves € por tremor,
assim como em humanos adultos e na maioria dos grandes mamiferos. No entanto, a
producdo de calor independente de tremor pode ser originada no proprio muasculo
esquelético de aves (revisado por BICUDO et al., 2002) ou no tecido adiposo marrom
(TAM) presente em mamiferos placentarios — muito importante para os de pequeno
porte, recém nascidos e para os aclimatados ao frio (MACKOWIAK e PLAISANCE,
1998; BRANCO et al., 2006). J& os mecanismos de perda de calor sdo basicamente:

vasodilatacdo periférica, ofegacdo (aves e alguns mamiferos como cdes, gatos e
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ovelhas), sudorese (humanos, equinos, bovinos, entre outros) e producdo de saliva para
ser espalhada sobre a superficie corporal (combinacdo de mecanismo autondémico e
comportamental observado em roedores e cangurus) (BICEGO et al., 2007).

O mecanismo termorregulador comportamental esta relacionado com a procura
por um ambiente quente ou frio, o contato com superficies quentes ou frias, a utilizagdo
de posturas corporais encolhidas ou estiradas e 0 comportamento de agrupar-se ou néo,
0 que evita ou facilita a troca de calor do animal com o ambiente (revisado por BICEGO
et al., 2007)

Os mecanismos termorreguladores autondmicos e comportamentais sdo
regulados pelo sistema nervoso central (SNC). Pelo menos em ratos ja foram descritos
0s circuitos neurais envolvidos em cada termoefetor (termogéneses por tremor e
independente deste e alteracdo vasomotora) tendo uma regido que se situa entre o
diencéfalo e o telencéfalo, a area pré-optica do hipotalamo anterior (APQO), como um
sitio chave na regulacdo desses efetores (MORRISON e NAKAMURA, 2011). Para 0s
termoefetores comportamentais ainda existem poucas evidéncias das regides envolvidas
na sua regulacdo em mamiferos, tendo participacdo de regiGes hipotalamicas
(MARUYAMA et al., 2003). A APO contém neurbnios sensiveis ao calor — que
aumentam sua atividade com o aumento da temperatura, inibindo mecanismos de ganho
de calor e ativando mecanismos de perda de calor — e insensiveis a variacdo de
temperatura, que se conectam por meio de sinapses excitatdrias e inibitérias com o0s
neurdnios efetores de perda e de producéo de calor, respectivamente. E considerado que
a APO exerca um importante papel integrador de todas as informac@es térmicas vindas
das varias regides do organismo (MATSUDA et al., 1992; BOULANT, 1998). J4 em
aves, varios estudos em pombos, pinguins, codornas, patos e frangos demonstraram uma

fraca ou inapropriada funcdo termosensorial hipotalamica para regulacdo da Tc
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(revisado por BICEGO et al., 2007). Nesse contexto, o aquecimento da APO induz
moderadas respostas de perda de calor, enquanto o resfriamento da APO causa nenhuma
resposta termogénica ou até reducdo desta. Por outro lado, pardais, emus e gansos
apresentam termosensibilidade hipotalamica semelhante a dos mamiferos. Assim, a
regulacdo da Tc pelo SNC de aves ainda € um assunto que merece investigacao.
Atualmente sdo descritos 5 estados térmicos que 0s endotérmicos podem
apresentar: eutermia, hiper e hipotermia, febre e anapirexia (GORDON, 2001).
Eutermia é a condicdo em que o animal apresenta a Tc tipica da espécie num
determinado momento do dia. Quando ocorrem aumentos ou reducdes extremas da
temperatura ambiente, a Tc pode acompanhar essas alteracdes, mesmo com a ativagado
de mecanismos de perda ou ganho de calor, 0 que se caracteriza por quadros de
hipertermia ou hipotermia, respectivamente. Os outros dois estados témicos referem-se
a alteragdes reguladas da Tc. Nestes casos, ocorre uma ativacdo de mecanismos
termorreguladores apropriados para elevar a Tc (ativacdo de respotas de ganho de
energia térmica), ou seja, induzir febre (KLUGER, 1991) ou para reduzi-la (ativacao de
respotas de perda de energia térmica), o que € chamado de anapirexia (GORDON, 2001;

STEINER e BRANCO, 2002a).

1.2 FEBRE E CHOQUE ENDOTOXEMICO

A febre constitui um dos eventos mais comuns que fazem parte de uma ampla
resposta de defesa do organismo a infecgGes, traumas ou lesGes denominada resposta de
fase aguda (BLATTEIS e SEHIC, 1997). Salvo algumas excecdes, tanto vertebrados
endotérmicos quanto ectotérmicos (peixes, anfibios e répteis), além de invertebrados,
desenvolvem febre em resposta a pirogénios exdgenos tais como bactérias gram-

positivas e gram-negativas, virus ou fungos (KLUGER, 1991; BICEGO et al., 2007).
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Para 0s animais endotérmicos, a febre € resultado de um aumento na producao
metabolica de calor e/ou uma reducdo na perda de calor, além da conservagéo de calor
por mecanismo comportamental (COOPER, 1995). Muitos estudos tém sido feitos,
prioritariamente em mamiferos, para se identificar os mecanismos envolvidos na
resposta febril. O LPS, ou lipopolissacarideo (endotoxina), que € um composto
purificado da parede celular de bactérias gram-negativas, é um dos pirogénios exdgenos
mais utilizados para induzir febre em animais experimentais (KLUGER, 1991;
BLATTEIS, 2006; BICEGO et al., 2007). Em mamiferos, vérias evidéncias indicam
que o LPS ao penetrar no organismo estimula as células do sistema imunoldgico a
liberarem uma complexa variedade de mediadores sollveis, denominados pirogénios
enddgenos, tais como as citocinas interleucina (IL)-1B, IL-6, interferons e fator de
necrose tumoral. Tais pirogénios fazem parte de uma ampla cascata de eventos que
culminam na sinalizacdo da APO, principal regido do encéfalo envolvida no
desenvolvimento da febre (BOULANT, 1998: 2006; BICEGO et al., 2007;
MORRISOM e NAKAMURA, 2011) em geral pela prostaglandina E; (MILTON, 1989;
MATSUDA et al., 1992; SCAMMELL et al., 1996; 1998; OKA et al., 1997), para que
ocorra a elevacdo da Tc (cf. BLATTEIS et al, 2000; NETEA et al., 2000; ROTH e
SOUZA, 2001). Pode-se observar que, enquanto o conhecimento dos mecanismos
envolvidos na resposta febril de mamiferos encontra-se em constante progresso, pouco
se sabe a respeito do desenvolvimento da febre em aves (GRAY et al., 2013). Estudos
em frangos indicam que a febre induzida por LPS também ¢é dependente de
prostaglandinas (JOHNSON et al., 1993; MACARI et al., 1993), mas estas parecem nédo
atuar na POA (FRAIFELD et al., 1995).

Em situacGes de infeccdo generalizada, uma sindrome clinica conhecida como

choque séptico pode ocorrer, sendo caracterizada pela reducdo da Tc, em vez de febre
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(ROMANOVSKY et al., 1996), e pela hipotensdo, que geralmente se apresenta com
diminuicdo drastica da resisténcia vascular sistémica e um distirbio generalizado do
fluxo sanguineo (PARRILLO et al., 1990). Altas doses de LPS, tendem a causar
diminuicdo Tc em vez de febre, o que tem sido utilizado em mamiferos
(ROMANOSKY et al., 1996; ALMEIDA et al., 2006; AKARSU & MAMUK, 2007)
como um modelo para estudar o choque endotoxémico. A queda de Tc pode inibir a
ocorréncia de hipdxia tecidual induzida por diminuicdo da perfuséo e pode desempenhar
um papel defensivo apo6s a injecdo de LPS (ROMANOVSKY et al., 1997; CORRIGAN
et al., 2013). Tanto em ratos (STEINER et al., 2004; ALMEIDA et al., 2006) quanto
em frangos (DE BOEVER et al., 2009) altas doses de LPS podem induzir diminuigdo
de Tc no inicio (pico da concentracdo de pirogénio no sangue) seguida de resposta febril
apos algumas horas (quando o LPS vai sendo metabolizado e sua concentragdo vai
diminuindo no sangue). Além disso, as inje¢des intramusculares de altas doses de LPS
induzem inflamac&o em frangos, causando hipotensdo com uma fase inicial de queda da
Tc (1h) e aumento de expressdo de RNAm de IL-6, IL-1B, TL1A nos leucocitos tendo
um aumento tardio da concentracdo plasmatica de IL-6 trés horas ap6s a injecdo de LPS
(DE BOEVER et al., 2009).

E interessante notar que uma importante evidéncia experimental indica que a
queda de Tc durante o choque endotoxémico também pode ser considerada uma
resposta regulada (tanto quanto a febre), ou seja, uma anapirexia. Foi demonstrado que
alta dose de LPS induz reducdo da temperatura ambiente de preferéncia (coincidente
com a queda de Tc; ROMANOVSKY et al., 1997; ALMEIDA et al.; 2006) seguida por
escolha por ambiente mais quente (coincidente com o desenvolvimento da febre;
ALMEIDA et al.; 2006) em ratos. Isso indica que o animal procura um ambiente em

que ¢ facilitada a perda de calor para 0 meio o que facilita a queda da Tc (o
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comportamento oposto seria esperado caso essa queda de Tc fosse uma hipotermia) e
depois dificulta a perda de calor para 0 ambiente para facilitar o aumento da Tc na febre

(efeito oposto ocorreria numa hipertermia). Tais evidéncias ndo existem para aves.

1.3 PAPEL DO OXIDO NiTRICO NA TERMORREGULAGAO
Mamiferos

O 6xido nitrico (NO) é um gas sintetizado a partir do catabolismo da L-arginina
(L-Arg) que, pela acdo da enzima oxido nitrico sintase (NOS), resulta na formagéo de
L-citrulina e NO (cf. MONCADA et al., 1991). Foram identificadas, at¢ o momento,
trés isoformas de NOS, a endotelial (NOSe) e a neuronial (NOSn), que sdo expressas
constitutivamente, e a induzivel (NOSi), que geralmente ndo é expressa nas condices
basais mas € ativada por uma variedade de estimulos, inclusive infeccdo e inflamacéo
(MONCADA et al., 1991).

Nos mamiferos, existem varios estudos indicando efeitos termorreguladores
diferentes do NO na periferia e no SNC. Infusdo icv de doadores de NO em coelhos
causa Vvasodilatacdo nas orelhas, aumento da freqiiéncia respiratoria e da perda
evaporativa de agua (ERIKSSON et al., 1997), enquanto que L-NAME induz queda na
perda de calor respiratoria (MATHALI et al., 1997). A injecédo icv de L-NAME inibe as
respostas de perda de calor durante o exercicio fisico em ratos (LACERDA et al., 2005)
e inibe a supressdo da febre que ocorre proximo do parto em ratas prenhes (BEGG et
al., 2007, 2008). Tais estudos indicam um efeito termolitico do NO atuando no SNC.
Corroborando esses dados, na APO o NO parece atuar como uma molécula antipirética
durante a febre induzida por LPS em ratos (STEINER et al., 2002b) e como um
mediador de anapirexia (resposta oposta a febre) induzida por hipoxia em ratos

(STEINER e BRANCO, 2002a) e também em sapos, que sdo animais ectotérmicos e,
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sendo assim, termorregulam basicamente pelo comportamento (GUERRA et al., 2008).
Entretanto, recentemente foi demonstrado que o NO atuando no locus coeruleus, o
maior nucleo noradrenérgico do encéfalo, que fica situado na ponte, desempenha um
papel propirético, ou seja, facilita 0 aumento da Tc induzida por LPS (SORIANO et al.,
2010). Desse modo, o efeito termorregulador do NO no SNC parece depender da regido
em que atua.

Em relacdo ao efeito periférico do NO em mamiferos, varios estudos em ratos
indicam uma acdo termogénica desse mediador gasoso, pois injecdo periférica de L-
NAME induz hipotermia em ratos (revisdo de GERSTBERGER, 1999). Além disso,
injecdo intraperitoneal de L-NAME (100 mg/kg) ndo afeta a Tc, a taxa metabdlica e
nem a perda evaporativa de calor de ratos mantidos a 30°C, mas reduz a Tc e inibe o
aumento da taxa metabolica naqueles mantidos a 18°C (KAMERMAN et al., 2003). Os
dados da literatura indicam um efeito do bloqueio periférico da sintese de NO
diretamente na inibicdo da termogénese do tecido adiposo marrom de ratos, induzindo
vasoconstricdo desse tecido e bloqueando a sua ativacdo pela adrenalina
(NAGASHIMA et al., 1994; STEINER e BRANCO, 2001; KAMERMAN et al., 2003).
Portanto, pelo menos em ratos, o NO periférico parece afetar diretamente em um
termoefetor (termogénese), mas nao atuar como um mediador febrigénico sinalizando o

SNC para ativar mecanismos de ganho de calor (STEINER et al., 2004).

Aves

Nas aves, foram demonstradas varias funcdes do NO como a vasodilatacao
(WANG et al.,, 2002; WEIDONG et al., 2002) similar a observada em mamiferos
(PALMER et al., 1987), tendo implicacdo no desenvolvimento da hipertensdo pulmonar

induzida por endotoxina em frangos (MARTINEZ-LEMOS et al., 1999; WIDEMAN et
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al., 2004). Além disso, transmissfes sensoriais, tais como visual e olfatoria, e
consolidacdo da memdria sdo outras importantes fun¢Ges moduladas pelo NO no SNC
de aves (revisado por TODA e AYAIJIKI, 2006).

Quanto ao papel do NO na termorregulacdo de aves ha muito poucos dados a
esse respeito na literatura. Recentemente foi demonstrado pelo nosso laboratério que a
inibicdo da sintese de NO pela injecdo intramuscular (100 mg/kg) ou
intracerebroventricular (a partir de 45 ug/animal) de L-NAME reduz a Tc de pintainhos
de frango de 5 dias de idade (COLEONE et al., 2009), indicando que esse inibidor
poderia estar afetando a producdo de calor desses animais. Mecanismos de febre e
choque endotoxémicos também sdo menos compreendidos em aves. Apenas um estudo
em patos demonstrou que a injecdo intraabdominal de 200 mg/kg de L-NAME inibe a
febre induzida por LPS (GRAY et al., 2005), o que levou o0s autores a sugerirem um
papel propirético do NO em aves. Entretanto, é preciso ser levado em conta que a
inibicdo da febre por L-NAME sistémico nos patos pode ser por um efeito direto em um
dos termoefetores de producdo de calor e ndo exatamente numa via de sinalizacdo de
febre, como é descrito para mamiferos (STEINER et al., 2004). Essa é uma hipGtese
testada no presente trabalho em pintainhos de frangos. Quanto ao chogue endotoxémico,
um estudo relatou aumentos da expressdo de RNAm da NOSi e da concentragdo de
nitrito no pulmé&o e no figado de pintainhos de galinha de 4 dias de idade, 3 horas apos a
injecdo de LPS numa dose 100 vezes maior (10 mg/kg; NIKAMI et al., 2008) do que a

utilizada no presente estudo (100 pg/kg).
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2 OBJETIVOS

Os frangos, por serem animais de desenvolvimento precoce, ja apresentam
capacidade termorreguladora imediatamente apds a eclosdo, sendo quase totalmente
cobertos por penugens e capazes de responder efetivamente ao calor e ao frio (cf.
DAWSON e WHITTOW, 2000) e de desenvolver febre (SCHROTT et al., 1999;
SCHROTT e SPARBER, 2001; 2004) e choque endotoxémico induzidos pelo LPS
(NIKAMI et al., 2008; DE BOEVER et al., 2009). Entretanto, muito pouco é sabido
sobre 0s mecanismos neurogquimicos envolvidos nas respostas térmicas nesta fase
inicial.

Com base nas consideragdes acima, investigamos o papel do NO sistémico na
queda de Tc e na febre induzidas por LPS em pintainhos (Gallus domésticos) de 5 dias

de idade.

2.1 Objetivos especificos:

- Determinar as doses de LPS indutoras de febre e de queda de Tc.

- Verificar a ativacdo da via do NO pelo LPS, pelas medidas das concentracfes
dos metabdlitos nitrito e nitrato no plasma e se ha alguma correlacdo entre essas
variaveis e as alteracdes de Tc.

- Verificar o efeito da inibicdo da sintese de NO pelo L-NAME sobre a Tc e 0s

mecanismos efetores termogénico e comportamental.
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3 MATERIAL E METODOS

Foram utilizados neste estudo pintainhos (Gallus gallus), da linhagem comercial
Cobb 500, com 5 dias de idade (massa corporal de 65 a 85 g). As aves receberam agua
ad libitum e racdo comercial seguindo a composi¢do nutricional dos ingredientes e 0s
niveis nutricionais indicados por Rostagno et al. (2000). Os animais foram mantidos em
grupos em camaras climatizadas a 31-32 °C até os 5 dias de idade p6s-eclosdo (algumas
diferencas sdo descritas em protocolos experimentais especificos, apresentados abaixo).
Nenhuma vacina foi aplicada as aves. O estudo foi conduzido com aprovacdo da

Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da FCAV (protocolo: 008184/13).

3.1 Medidas de Temperatura Corporal (Tc)

A Tc foi monitorada medindo-se a temperatura colonica por meio de um sensor
(Yellow Spring Instrument, Co. Ohio, EUA) inserido 3 cm pela cloaca do animal e
conectado a um tele-termoémetro (modelo 45TUC, Yellow Spring Instrument Co. Ohio,

EUA).

3.2 Drogas Utilizadas

LPS- lipopolissacarideo de E. coli, 0127:B8 (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, EUA).
L-NAME- Hidrocloreto de Nw-Nitro-L-arginina metil éster (Sigma-Aldrich,

St. Louis, MO, EUA). Inibidor ndo seletivo da 6xido nitrico sintase (NOS)

3.3 Dosagens das Concentrac6es Plasmaticas de Nitrato + Nitrito
Os animais foram decaptados e realizada a colheita de sangue total. Apds a

colheira do sangue as amostras foram centrifugadas (3000 rpm por 10 min a 4°C) e o
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plasma estocado a -70°C. No dia do ensaio, as amostras de plasma foram
desproteinizadas com etanol 95%, a 4°C, por 30 minutos e subsequentemente
centrifugadas (10.000 rpm por 5 min a 4°C). O sobrenadante foi usado para as medidas
de nitrato de acordo com a técnica de quimioluminescéncia para NO/ozénio,
previamente descrita por Archer (1993), utilizando-se um analisador de NO (Sievers
280 NOA, Boulder, CO). Esses procedimentos foram realizados no laboratério de
Fisiologia da Profa. Dra. Evelin C. Carnio, da Escola de Enfermagem de Ribeirdo Preto,

Universidade de S&o Paulo.

3.4 Medidas de Consumo de Oxigénio

O consumo de oxigénio foi determinado por meio de um sistema de
respirometria aberta. Um fluxo continuo de gas de 1L/min foi mantido na camara
experimental e as concentracGes de O, e CO2 de entrada e saida foram monitoradas por
analisadores de gases (Sable Systems International, Inc, Las Vegas, EUA) conectados a
um computador para registro e armazenamento dos dados. Consumo de O e excre¢do
de CO; foram determinados com base na taxa de fluxo e na diferenga de concentragéo
dos gases na entrada e na saida da cdmara, sendo os valores apresentados em STPD
(condicBes padrao de temperatura, pressao e ar seco). O ar de entrada dos analisadores
foi seco por meio de absorvedor de umidade Drierite (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,

EUA).

3.5 Protocolos Experimentais
Em todos os protocolos os experimentos foram realizados com animais ndo-
anestesiados de 5 dias de idade dentro do intervalo de 8h00 - 15:00. Do segundo ao

quarto dia a temperatura colénica foi medida trés vezes, separadas por intervalos de 1
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hora, para a habituacdo dos animais a tal processo e, assim, evitar influéncias de
manipulagdo na Tc no dia do experimento. A temperatura ambiente foi mantida a 31-32
°C. Possiveis diferengas nessas condicdes gerais descritas acima sdo apresentadas nos

protocolos especificos.

3.5.1 Protocolo 1: Efeito de diferentes doses de LPS sobre a Tc de pintainhos de
5 dias de idade

A Tc foi medida antes e 1, 2, 3, 4 e 5 horas ap06s a inje¢do intramuscular (im) de
solucdo salina apirogénica ou de LPS, nas doses de 2, 10, 50 e 100 pg/kg. Além do
grupo salina, a Tc foi medida em outro grupo de animais que ndo receberam injecéo
(grupo “intacto”) para se testar o efeito somente da injecdo intramuscular na Tc dos
animais.

As injecOes intramusculares de LPS foram realizadas na coxa dos animais.
Foram feitos testes com injec¢des intra masculo peitoral, mas estas se mostraram mais
dificeis de serem realizadas e com a possibilidade de atingirem 6rgaos internos devido a
reduzida espessura desse musculo, resultando em valores de Tc com alta variacdo
individual. Como as medidas de Tc foram semelhantes apds injecdo tanto no peito como
na coxa, e 0s valores de Tc apds esse Ultimo procedimento tiveram reduzida

variabilidade individual, optamos pelo segundo procedimento.

3.5.2 Protocolo 2: Efeito da injecdo im de LPS sobre a concentracéo plasméatica

de nitrato + nitrito em pintainhos
A possivel ativagdo da via NO periférico com o uso do LPS foi testada por meio
de determinacdo da concentracdo plasmatica dos metabdlitos nitrato + nitrito (GIUSTI-

PAIVA et al.,2004; COLEONE et al., 2009;) apds as injecGes de LPS. A Tc foi
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mensurada e seguida pela colheita de sangue total para a determinagdo da concentracao
plasmética de nitrato antes e 1 e 4 horas apds a injecdo im de LPS 2 e 100 pg/kg ou
salina. Estas doses foram seleccionadas com base nos resultados do protocolo 1, em que
0 LPS 2 ng/kg induziu apenas febre e o LPS 100 pg/kg induziu queda de Tc seguida por
febre (Fig. 1). Os tempos de colheita de sangue foram coincidentes com as respostas de

queda (1h) e de aumento da Tc (4h) (Fig. 1).

3.5.3 Protocolo 3: Efeito da injecao im de L-NAME sobre as alteracdes de Tc

induzidas por LPS em pintainhos

A Tc foi mensurada antes e 1, 2, 3, 4 e 5 horas ap6s a injecdo im de solugdo
salina apirogénica ou LPS nas doses de 2 e 100 ug/kg (selecionadas a partir do
protocolo 1). O L-NAME (50 mg/kg) ou salina (veiculo) foi injectado(a) 50 minutos
antes da solugéo salina ou LPS. A dose de L-NAME foi escolhida com base em um
estudo anterior de nosso laboratério (COLEONE et al., 2009) em que foi demonstrado

que 50 mg/kg € a maior dose im de L-NAME que ndo altera a Tc de pintainhos intactos.

Protocolo 4: Efeito da inje¢cdo im de L-NAME e de LPS sobre o consumo de
oxigénio de pintainhos

A fim de investigar o efeito da inibicdo do NO no mecanismo de termogénese
(termoefetor autbnomico) durante desafio com LPS, foram feitas medidas de consumo
de oxigénio (uma medida indireta da taxa metabdlica). Cada animal foi colocado na
camara de respirometria para um tempo de aclimatacdo de cerca de 30 minutos. Apos
este tempo, o L-NAME (50 mg/kg, im) foi injetado, seguido por solugdo salina ou com
LPS (2 e 100 ug/kg) 50 minutos mais tarde. Em seguida, a tampa da camara foi selada

e 0 consumo de oxigénio foi determinado em intervalos de 40 minutos, de 0,5 a 4 horas
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apos as injecdes de LPS ou de solugdo salina. A temperatura corporal foi medida
imediatamente antes da injec¢do de L-NAME (Ti) e 4 horas apds tratamento com LPS

(TH).

Protocolo 5: Efeito da injecdo im de L-NAME sobre as alteragbes de Tc
induzidas por LPS em pintainhos submetidos a uma condicéo de calor (36°C)

Este protocolo baseia-se na suposi¢do de que num ambiente quente a exigéncia
termogénica para o desenvolvimento de febre é reduzida e a Tc aumenta pela ativacéo
de mecanismos de conservacdo de calor. Neste caso, se o efeito de L-NAME sobre as
alteracGes induzidas por LPS em Tc demonstradas no Protocolo 3 é inibida no calor,
isso significa que o L-NAME impede especificamente um efector termogénico e ndo um
sinal febrigénico, conforme foi demonstrado em ratos (STEINER et al., 2004). Assim,
temperatura no interior da cdmara experimental foi alterada de 32 para 36°C no dia 4,
pelo menos 12 horas antes do experimento. Na manha do dia 5, a Tc dos pintainhos foi
mensurada antes e 1, 2, 3, 4 e 5 horas apds a injecdo im de solugéo salina ou LPS nas
doses de 2 e 100 ug/kg. L-NAME (50 mg/kg, im) ou salina foi administrado 50 minutos

antes da injecdo de LPS ou salina.

Protocolo 6: Efeito da injecdo im de L-NAME e LPS sobre a termorregulacéo
comportamental de pintainhos

Agrupamento € um mecanismo de conservacdo de calor usados por grupos de
mamiferos recém-nascidos (Mortola & Feher 1998, Pereira et al., 2006) e aves
(GILBERT et al., 2008, WOJCIECHOWSKI et al., 2011) em condicdes de frio. A febre
é conhecida por ser provocada por mecanismos autondmicos e comportamentais de

ganho de calor (BICEGO et al., 2007). O agrupamento é um comportamento previsivel
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durante o desenvolvimento de febre. Neste caso, se L-NAME apenas inibir a
termogénese e ndo um sinal febrigenico espera-se uma resposta comportamental mais
proeminente (maior agrupamento) compensatéria de conservacdo de calor para
aumentar Tc durante o desenvolvimento de febre. Para testar esta hipotese, um dia antes
do experimento, os animais foram divididos em grupos de 5 individuos em camaras
climatizadas ~ 30-31°C. Na manha seguinte (dia 5), foram feitas injecdes de L-NAME

(50 mg/kg, im) ou salina 1h antes da injecdo de LPS (100 ug/kg, im) ou salina. Os

animais foram monitorados por uma webcam (LifeCam HD-3000, Microsoft), que foi
programada para tirar fotos a cada 2 minutos até 4 horas apds a injecdo de LPS. A Tc
foi mensurada no inicio (imediatamente antes da injecdo de L-NAME) e no final (4
horas apés o tratamento com LPS) do experimento, para ndo interferir com o
comportamento dos animais ao longo dos tratamentos. Foram determinados o
comportamento de agrupar-se dos pintainhos e a area ocupada pelo grupo nos diferentes

tratamentos.

3.6. Analise Estatistica

Os dados sdo apresentados como média + EPM. Para serem demonstrados 0s
efeitos do LPS e do L-NAME sobre a Tc dos pintainhos, os indices térmicos (IT) foram
calculados como a area sob a curva para as primeiras 2 horas (reducdo da Tc induzida
por LPS) e nas Gltimas 3 horas (febre induzida por LPS) (°C-h). Os indices Térmicos
foram comparados por meio de analise de variancia de uma via (one-way, ANOVA),
seguida pelo teste de Tukey. As concentracdes plasmaticas de nitrato + nitrito foram
comparadas por analise de variancia de duas vias (Two-way ANOVA, fatores: tempo e
tratamento), seguido pelo teste de Bonferroni. Para os experimentos de comportamento

foi determinado o nimero de pintainhos isolados (ndo agrupados) e a area de superficie
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total ocupada pelos cinco pintainhos, o efeito do LPS e do L-NAME sobre os
pardmetros comportamentais e o consumo de oxigénio foi verificado pelo uso de analise
de variancia de duas vias de medidas repetidas (Two-way ANOVA, fatores: tempo e
tratamento). As andlises do consumo de oxigénio foram feitas nos tempos 30, 70, 110,
150, 190 e 240 minutos apos a injecdo de LPS ou salina. Neste caso, as diferencas entre
as médias foram identificadas por teste post-hoc de Holm Sidak. Valores de p < 0,05

foram considerados estatisticamente significativos em todos 0s casos.
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4. RESULTADOS

A temperatura corporal (Tc) inicial dos pintainhos antes da injecdo, nos grupos
intacto, salina, LPS 2, 10, 50 and 100 mg/kg foi 40.3 £ 0.1, 40.3 £ 0.1, 40.2 £ 0.1, 40.2
+ 0.1, 40.1 £ 0.1, 40.2 = 0.1 °C, respectivamente. Nenhuma diferenca estatistica foi
observada entre estas Tcs, bem como entre as Tcs iniciais dos outros protocolos (p>
0,05; ANOVA de uma via seguida pelo teste de Tukey). A injecdo de salina (veiculo)

ndo mudou a Tc em nenhum dos protocolos realizados (Fig. 1-6).

4.1Protocolo 1: Efeito de diferentes doses de LPS sobre a Tc de pintainhos de 5 dias de

idade

Na Fig.1 sdo apresentados os resultados do efeito da injecdo im de diferentes
doses de LPS sobre a Tc de pintainhos. Todas as doses de LPS 2, 10, 50 e 100 ug/kg,
aumentaram a Tc de 3-5 horas apos a injecdo (Fig. 1C). LPS nas doses de 50 e 100
ug/kg, mas nao de 2 e 10 ug/kg, causaram um decréscimo na Tc na primeira hora apos a

injecdo (Fig. 1B).
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Fig. 1A-C. A- Efeito da inje¢do intramuscular (im) de LPS (2, 10, 50 and 100 ng/kg) ou solucdo salina
apirogénica (veiculo) sobre a temperatura corporal dos pintainhos de 5 dias de idade. B- Indice térmico de
pintainhos até 2 horas apds a injegdo im de LPS ou de veiculo (0-2h). C- indice térmico de pintainhos 3-5
horas ap0ds injecdo im de LPS ou veiculo (3-5h). NUmero de animais entre paréntesis. *** Significa
diferenca estatistica em relacdo ao grupo salina (p< 0,001). "Intacto" animais ndo receberam nenhuma
injecdo. Ta= temperatura ambiente.

4.2Protocolo 2: Efeito da injecao im de LPS sobre a concentracdo plamética de nitrato

+ nitrito em pintainhos

A concentracdo plasmatica de nitrato + nitrito em pintainhos intactos (“ndo
injetados”) foi 16,45 + 0,82 uM. Como pode ser visto na Fig. 2A, a solugédo salina ndo
alterou esta variavel 1 e 4 horas apds as injecdes, enquanto os tratamentos com LPS nas
doses de 2 e 100 ug/kg aumentaram significativamente as concentragdes plasmaticas de
nitrato + nitrito 4 h, mas ndo 1 h apds as injecdes. No entanto, a dose mais elevada de
LPS induziu um aumento mais evidente da Tc no tempo 4h do que a dose menor (Fig.
2). No tempo 1h apds as injecbes observou-se uma fraca correlacdo entre Tc e
concentragdo plasmatica de nitrato + nitrito (r?= 0.184). Ja no tempo 4 h houve uma
correlagdo mediana (r2= 0,551) entre as Tc e as concentracfes de nitrato + nitrito de
todos os tratamentos, mas nenhuma correlacdo entre essas duas variaveis foi observada

quando considerados apenas os tratamentos com as duas doses de LPS (r?>= 0,001).
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Fig. 2A-B. A- A concentracéo plasmatica de nitrato + nitrito 1 e 4 horas ap6s a inje¢do intramuscular (im)
de LPS (2 and 100 pg kg™?) ou solucéo salina em pintainhos de 5 dias de idade. NGmero de animais entre
parénteses (primeiro nimero refere-se ao tempo de 1h e segundo nimero refere-se ao tempo de 4h). *
Significa diferenca estatistica em relacdo ao grupo salina (p< 0,01 e 0,001, respectivamente). # Significa
diferenga estatistica entre os grupos LPS 100 e LPS 2 (p <0,001). "Intacto" refere-se a animais que ndo
receberam nenhuma injecdo. B- Correlagdo entre a concentracdo plasmatica de nitrato + nitrito e a Tc dos
pintainhos de todos os grupos nos tempos 1h e 4 h e dos grupos LPS 2 e LPS100 no tempo 4h. Ta= 31-
32°C.

4.3Protocolo 3: Efeito da injecéo im de L-NAME sobre as alteragdes de Tc induzidas
por LPS em pintainhos

A injecédo intramuscular de L-NAME na dose de 50 mg/kg (Fig. 3) nédo alterou a
Tc de pintainhos, mas aumentou a magnitude da queda da Tc induzida por LPS 100
mg/kg (Fig. 3B) e uma atenuagéo das respostas febris das duas doses de LPS, 2 e 100

mg/kg (Fig. 3C).
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Fig. 3 A-C: A- Efeito do pretratamento com L-NAME (im) sobre as mudanc¢as na temperatura corporal
induzidas por LPS em pintainhos de 5 dias de idade. Os animais receberam injecdo intramuscular (im) de
L-NAME (50 mg/kg) ou salina apirogénica 1h antes da injecdo im de LPS (2 and 100 ug kg?) ou salina.
B- indice térmico de pintainhos até 2 horas apds a injecdo im de LPS ou de veiculo (0-2h). C- indice
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térmico de pintainhos 3-5 horas ap6s injecdo im de LPS ou veiculo (3-5h). As setas tracejada e continua
indicam os tempos de injecdo de L-NAME e LPS, respectivamente. *** indica diferenca significativa em
relacdo ao grupo sal (p< 0,001). # indica diferenca significativa em relacdo aos grupos LPS pretratados
com L-NAME (p< 0,05). Ta= temperatura ambiente.

4.4Protocolo 4: Efeito da injecdo im de L-NAME e de LPS sobre o consumo de

oxigénio de pintainhos

Na Fig. 4 é apresentado o efeito ao longo do tempo do LPS e do L-NAME ou
salina sobre o consumo de oxigénio de pintainhos. A inje¢cdo im de salina ndo alterou o
consumo de oxigénio. Esta variavel foi reduzida 70 minutos ap6s a inje¢cdo im de LPS
100 ug kgt (Two-way ANOVA,; efeito tempo: p <0,05). O consumo de oxigénio foi
significativamente menor no grupo L-NAME + LPS 100 do que no grupo salina + LPS

(P< 0.05).

A =4~ Salim + Salim (6) Ti= 40,2+0,07 °C; Tf=40,3+0,13 °C

-4~ Salim + Salim (6)
B Salim+LPS 2 ug kg™ im (6) Ti= 40,2+0,1 °C ; Tf=41,1+0,2 °C

5. L-NAME 50 mgkg 2 im + Sal, im (7)

I~ 40?— Salim + LPS 100 ug kg™ im (7) Ti= 40,1+0,04 °C; Tf= 40,6+0,07 °C B 40- Ti= 40,1+0,1 °C: Tf= 39,8+0,1 °C
o =
(.'7) 0
< 301
T 307 £
£ g T TEEE
‘o 20 2 29
2 E
1o} Ta=31-32°C e | Ta=381-32 C
> SR v
T T T T T T r T T T T T
1 o0 1 2 3 a4 40 12 3 4
Tempo (horas) Tempo (horas)
C -8 Salim +LPS 2 uglkg'l im (6) . D = Salim+LPS 100 pg kg™ im (7)
~ 0o L-NAME 50 mgkg *, im + LPS 2 wgkg™, im (6) _s. LNAME 50 mgkg ™, im + LPS 100 pgkg™, im (7)
o Ti=40,240,08 °C; Tf=40:0,1 °C 5 404 Tiz 40,340,07 °C ; Tf= 40£0.1 °C
[ o
9] =
< 301 n
£ < 304
€ --B—<3 -_ £ *
T 20 * E
o . -
' . ) I U S S S
S - S
€y E oo
9 | = 101 ;
v o) Ta=31-32°C
. : . . . . > v 9
-1 0 1 2 3 4 T T

Tempo (horas) -1 0 1 2 3 4
Tempo (horas)

Fig. 4 A-D: Efeito das injec6es intramusculares (im) de L-NAME (50 mg/kg) ou salina 50 minutos antes
das injecOes im de LPS ou salina sobre o consumo de oxigénio (VO>) de pintainhos de 5 dias de idade. A-
Comparac0es entre as curvas dos tratamentos salina, LPS 2 e 100 mg/kg. B- Comparacéo entre as curvas
dos tratamentos com salina precedidos do tratamento com salina (mesma curva do grafico A) ou L-
NAME. C- Comparagdo entre as curvas dos tratamentos com LPS 2 ug/kg precedidos do tratamento com
salina (mesma curva do grafico A) ou L-NAME. D- Comparagdo entre as curvas dos tratamentos com
LPS 100 ng/kg precedidos do tratamento com salina (mesma curva do gréfico A) ou L-NAME. Ta=
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temperatura ambiente. * indica diferenca significativa ao longo do tempo no mesmo tratamento (p <0,05).
# indica diferenca significativa no mesmo tempo entre os tratamentos (p <0,05).

4.5Protocolo 5: Efeito da injecdo im de L-NAME sobre as alteragdes de Tc induzidas
por LPS em pintainhos submetidos a uma condicéo de calor (36°C)

Na Fig 5. observou-se que, ao submeter os pintinhos a um ambiente quente, com
temperatura em torno de 35-36°C ndo houve efeito da salina e do L-NAME sobre a Tc.
Além disso, a dose menor de LPS induziu aumento da Tc 4-5 horas ap0s a injecdo, ndo
sendo alterada pelo pre-tratamento com L-NAME (Fig. 5C). Em relacdo ao efeito da
dose maior de LPS, esta causou queda e aumento da Tc 1 e 4-5 horas ap0s a injecéo,

respectivamente, sendo que esses efeitos ndo foram afetados pelo L-NAME (Fig. 5B e
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Fig. 5 A-C: A- Efeito do pretratamento com L-NAME (im) sobre as mudangas na temperatura corporal
induzidas por LPS em pintainhos de 5 dias de idade mantidos em ambiente quente (35-36°C). Os animais
receberam injecdo intramuscular (im) de L-NAME (50 mg/kg) ou salina apirogénica 1h antes da injecéo
im de LPS (2 and 100 pg kg™) ou salina. B- indice térmico de pintainhos até 2 horas ap6s a injegdo im de
LPS ou de veiculo (0-2h). C- indice térmico de pintainhos 3-5 horas apds injecdo im de LPS ou veiculo
(3-5h). As setas tracejada e continua indicam os tempos de injecdo de L-NAME e LPS, respectivamente.
*** indica diferenca significativa em relacdo ao grupo salina (p <0,001).
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4.6Protocolo 6: Efeito da inje¢cdo im de L-NAME e LPS sobre a termorregulacéo

comportamental de pintainhos

Os tratamentos com salina ou L-NAME n&o alteraram o nimero de individuos
desagrupados (Fig. 6A) nem a area ocupada pelo grupo de pintainhos (Fig. 6B). A
injecdo de LPS induziu reducdo dos dois pardmetros analisados, sendo que o

pretratamento com L-NAME intensificou essa resposta (Figs. 6A e B; Fig. 7).
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Fig. 6 A-B: Efeito das inje¢Oes intramusculares (im) de L-NAME (50 mg/kg) ou salina 50 minutos antes
das injecBes im de LPS (100 ug/kg) ou salina sobre o nimero de individuos desagrupados (A 1-3) e a
area total ocupada pelo grupo de pintainhos (B 1-3) de 5 dias de idade. Al e B1- Comparagdo entre as
curvas dos tratamentos com salina ou LPS precedidos do tratamento com salina. A2 e B2- Comparacéo
entre as curvas dos tratamentos com salina precedido do tratamento com salina (mesmas curvas dos
graficos Al e B1) ou L-NAME. A3 e B3- Comparacao entre as curvas do tratamento com LPS 100 pg/kg
precedido dos tratamentos com salina (mesmas curvas dos graficos Al e Bl) ou L-NAME. Ta=
temperatura ambiente. * indica diferenga significativa ao longo do tempo no mesmo tratamento (p <0,05).
# indica diferenca significativa no mesmo tempo entre os tratamentos (p <0,05).
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Fig. 7: Fotos representativas dos grupos que receberam injecdo intramuscular de salina (sal) ou L-NAME
(50 mg/kg) seguida 50 minutos ap6s pela injecdo de LPS (100 pg/kg: LPS100) ou salina. As fotos sdo do
tempo 152 minutos ap6s a injecdo de LPS ou salina. Temperatura ambiente de 30-31°C.
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5 DISCUSSAO

5.1 Termorregulagéo de pintainhos frente ao tratamento com LPS

No presente estudo, a dose mais baixa de LPS causou somente febre nos
pintainhos, enquanto as doses mais elevadas causaram uma queda na Tc seguida por
febre (Fig. 1). Este padrao de respostas a doses altas de LPS é semelhante ao observado
em ratos em ambiente moderadamente frio, entre 20.5 e 24 °C (STEINER et al., 2004;
ALMEIDA et al., 2006). No caso dos pintainhos, a temperatura ambiente (Ta) de 31-32
°C é considerada dentro do conforto térmico dos animais, j& que eles apresentam
comportamentos normais de exploracdo do ambiente, procura por alimento e agua e ndo
ficam agrupados (observacdes pessoais; veja foto do grupo sal-sal da Fig. 7). E
interessante notar que, mesmo aumentando a Ta para 35-36°C (que nao foi suficiente
para aumentar a Tc em eutermia; Fig. 5) ainda foi possivel observar a resposta de queda
de Tc na primeira hora ap6s injecdo de LPS-100 nos pintainhos. Além disso, em patos
adultos, injecdo intravenosa de 100 ug/kg de LPS induz febre sem queda inicial da Tc
(MALONEY e GRAY, 1998). Esses dados podem indicar que os pintainhos de frangos
de corte sdo mais sensiveis ao LPS do que ratos e patos adultos.

Em ratos, ambas as respostas, aumento e queda de Tc frente ao LPS parecem ser
reguladas, pois o animal seleciona maior Ta durante a resposta febril, e menor Ta
durante a queda da Tc (ALMEIDA et al., 2006). Neste caso, se a diminui¢cdo de Tc
fosse uma hipotermia, seria esperada a selecdo de Ta mais elevada pelo animal,
evitando a reducdo da Tc, mas em vez disso, parece haver uma anapirexia, uma reducéo

regulada da Tc (BICEGO et al., 2007). Quanto aos dados em aves, demonstrou-se uma
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grande redugdo na Tc, que ndo é seguida por febre, apos a injec¢do intravenosa de LPS
(cepa E. coli 0111:B4) numa dose téo alta quanto 10 mg/kg (dose 100 vezes maior do
que a utilizada no presente estudo) em pintainhos de galinha poedeira de 4 dias de
idade, o que leva a reducdo da sobrevivéncia dos animais (NIKAMI et al., 2008). Ja em
galinhas de 5 semanas de idade, a dose de LPS (cepa E. coli O127:B8) de 2,5 mg/kg
reduz a Tc e induz febre 2 e 10 horas apds a injecdo, respectivamente (DE BOEVER et
al., 2009). Ndo ha nenhum estudo demonstrando essa regulacdo (anapirexia) ou nao-
regulacdo (hipotermia) da diminuicdo da Tc por altas doses de LPS em aves. No caso
dos pintainhos do presente estudo, ndo foi possivel verificar alguma alteracéo
comportamental (espalhamento maior dos individuos do grupo) induzida pela maior
dose do LPS na primeira hora p6s injecdo (Fig. 6 A e B), o que talvez seria mais
evidente caso os animais fossem expostos ao frio. Entretanto, pode-se verificar que o
agrupamento dos pintainhos é inibido até proximo de 2 horas apés a injecdo de LPS
(coincidindo com a queda de Tc) e é ativado apds esse tempo (coincidindo com o
aumento progressivo da Tc) (Fig. 6A). Mais estudos sdo necessarios para confirmar se a
queda de Tc frente a altas doses de LPS é realmente uma resposta regulada, ou seja,
uma anapirexia.

LPS-100 diminuiu o consumo de oxigénio uma hora apds a injecdo (Fig. 5),
coincidindo com a diminui¢do da Tc (Figs. 1-5), voltando a aumentar apos 3 horas,
quando a Tc é aumentada. Estas semelhancas no curso do tempo da Tc e da taxa
metabdlica indicam que a reducdo da Tc € principalmente devida a diminuicdo da
termogénese. Esta é a primeira vez que isso é demonstrado em aves. O mesmo padrao é
observado em ratos abaixo da termoneutralidade (DE RIJK et al., 1994), o que pode
sugerir que essa resposta € amplamente distribuida entre endotérmicos. Em seres

humanos adultos (PARRILLO et al., 1990), ratos (GIUSTI-PAIVA et al., 2002) e
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galinhas de 5 semanas de idade (DE BOEVER et al. De 2009) a reducdo da Tc coincide
com hipotensdo. Apesar de néo ter sido medida a pressdo arterial de nossos pintainhos,
podemos especular que esta variavel também seja reduzida durante a queda de Tc.

Para induzir o aumento da Tc e desenvolver febre, os pintainhos utilizaram o0s
mecanismos de producdo (Fig. 4) e conservagdo de calor (Fig. 6). Foi observado
aumento da taxa metabdlica 3-4 horas ap6s injecdo de LPS-100 e tendéncia de aumento
ndo significativo apds 4 horas da injecdo de LPS-2. Quando havia a possibilidade da
termorregulacdo comportamental os pintainhos utilizaram-se do agrupamento, reducéo
da superficie de contato com o ambiente, na fase de aumento da Tc ap0s injecdo de
LPS-100. Além disso, oberva-se também que o comportamento auxilia em grande parte
no aumento da Tc, pois, ao ter a possibilidade de termorregular comportamentalmente,
observou-se um aumento maior da Tc apos 4h da injecdo de LPS-100 (Fig 6- Al, Tf-
Ti= ~ 0.7 °C), quando comparado com 0 experimento de respirometria, no qual o0s
animais ficaram isolados na cémara experimental, apresentando um aumento de

temperatura menor (Fig. 5 A, Tf-Ti=~ 0.5 °C).

5.2 Oxido Nitrico e febre/queda de Tc induzida por LPS em pintainhos

A administracdo periférica de LPS desencadeia expressdo de NOS induzivel
(NOSI), resultando na producdo abundante de NO tanto em frangos de 5 semanas de
idade (BOWEN et al., 2007) quanto em ratos (SAIA et al., 2008). Em nossos pintainhos
de 5 dias de idade, a concentracdo plasmatica de nitrito + nitrato ndo se alterarou 1 hora
apos a injecao de nenhum dos tratamentos, mas aumentou significativamente no tempo
4 horas para ambas as doses de LPS (Fig. 2). Resultados semelhantes foram relatados
em frangos de 3,8 kg de massa corporal, em que a injecdo intravenosa de LPS de

Salmonella typhimurium (1 mg/kg) induz aumento de nitrato plasmatico 5h, mas ndo
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2h, apos a injecdo (CHAPMAN e WIDMAN, 2006). Esse perfil de resposta também é
verificado em ratos, em que as concentraces plasmaticas de nitrato ndo aumentaram
antes de 2h ap0s a injecdo intravenosa de uma alta dose de LPS (GIUSTI-PAIVA et. al.,
2004). Em pintainhos de 4 dias de idade, a concentragdo de nitrito e a expresséo de
RNAmM da NOSi aumentam no pulméo e no figado 3 horas apds a injecdo de LPS 10
mg/kg (NIKAMI et al., 2008). Estes fatos poderiam indicar que o NO originado na
periferia estd envolvido na sinalizagdo ao SNC para mudancgas na Tc induzidas pela
endotoxina. Entretanto, varias outras evidéncias do presente estudo e da literatura sao
contrérias a essa hipdtese.

Né&o foi observada correlacdo entre as alteragcdes de Tc induzidas por LPS 2 e
100 pg/kg e as concentragfes plasmaticas dos produtos do metabolismo do NO nos
nossos pintainhos (Fig. 2). A concentracdo plasmatica de nitrito + nitrato 4h apds
injecdo de LPS-100 é cerca de 2,6 vezes maior do que a de LPS-2 sendo que a Tc
apresenta aumentos semelhantes em ambos os grupos (Figs. 1 e 3). Tal resultado pode
ser indicativo de auséncia de participagdo do NO periférico tanto na queda quanto no
aumento da Tc induzidos por LPS. Evidéncia em ratos € consistente com a idéia de uma
acdo do NO no encéfalo e ndo na periferia, como sinalizacdo para a febre e choque
endotoxémicos (GIUSTI-PAIVA et al., 2003; STEINER et al., 2004; SOSZYNSKI et
al., 2013). Neste caso, foi sugerido que a redugédo da Tc e a hipotensdo por altas doses
de LPS em ratos pode envolver uma liberacdo dependente de arginina vasopressina
(AVP) no hipotédlamo (GIUSTI-PAIVA et al., 2002; 2003).

De acordo com Pereira et al., (2006) e Mortola e Feher (1998) ratos neonatos
termorregulam pelo comportamento, ficando mais unidos quando expostos a uma Ta
baixa e se espalhando quando submetidos a hipdxia (indutor de anapirexia) nessa

mesma Ta. No caso da febre, por ser um aumento regulado da temperatura corporal
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(resposta oposta a anapirexia; IUPS Glossary, 2001), € esperado que 0s animais jovens
que nascem ou eclodem em grupos optem por ficarem mais juntos, como uma forma de
elevar, ou auxiliar na manutencdo de sua Tc mais alta (semelhante ao que ocorre no
frio). Os pintainhos do presente estudo preferiram ficar mais unidos no momento em
que comecgou a aumentar sua Tc apos a injecdo LPS-100 (Fig.6 A-1 e B-1). J& no grupo
“L-NAME+LPS100” mantido a 31-32°C a diminuicdo da Tc foi potencializada no
inicio (1h) e o subsequetente aumento da Tc foi reduzido (Fig. 3), enquanto a taxa
metabolica permaneceu baixa todo o tempo (Fig. 4 D). Nesse caso, 0 pretratamento com
L-NAME induziu um maior agrupamento dos pintainhos a partir do tempo 2h depois da
injecdo de LPS-100 quando comparado ao grupo “Salina + LPS100” (Figs 6 e 7),
indicando que os animais ativaram ainda mais 0S mecanismos comportamentais de
conservacao de calor para compensar a reducao da termogénese pelo L-NAME (Fig. 4).
Caso 0 L-NAME estivesse inibindo uma via nitrérgica sinalizadora de febre, seria
esperado que este agente inibisse todos os termoefetores de ganho de calor,
autonébmicos e comportamentais. Vale mencionar que o L-NAME é um agente
vasoconstritor e que, portanto, deve atuar aumentando a conservacao de calor e evitando
a queda de pressao arterial durante o chogue endotoxémico, mas mesmo assim, causou
maior queda de Tc e inibiu 0 aumento subsequente da Tc dos pintainhos. Juntos, esses
resultados indicam que o L-NAME atenua a termogénese nos pintainhos com desafio
pirogénico do LPS e, para compensar essa falha da producdo de calor, os animais
potencializam a atividade de outros efetores, como o comportamental, para aumentar a
Tc. Isto é evidenciado também pela falta de efeito do L-NAME sobre a Tc dos animais
tratados com LPS-2 ou LPS-100 e mantidos em ambiente quente (Fig. 5). Nessa
condicdo, ndo ha grande demanda termogénica para aumento da Tc induzida por um

agente pirogénico, pois ha uma menor tendéncia a perda de calor corporal para o
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ambiente e, portanto, a inibicdo da termogénese ndo constitui um fator limitante para a
alteracdo da Tc. Estudos em ratos também mostram que ocorre efeito inibidor do L-
NAME do aumento da Tc frente ao LPS quando os animais sdo expostos a 24 °C, mas
nesse caso, efeito oposto, isto €, aumento maior de Tc, é observado a 31°C (STEINER
et al., 2004). Além disso, em ratos ndo infectados, 0 L-NAME ndo afeta a Tc de animais
a 30°C mas reduz essa variavel quando sdo expostos a 18°C (KAMERMAN et al.,
2003).

Esse cenario em relagdo aos pintainhos do presente estudo parece ser 0 mesmo
relatado por Gray et al. (2005) sobre a inibicdo do aumento de Tc pelo L-NAME
periférico em patos adultos tratados com LPS. E interessante notar que esse efeito
termogénico do NO periférico deve ter sido conservado nos animais endotérmicos, aves
e mamiferos. Como mencionado acima, Kamerman et al. (2003) demonstrou que o L-
NAME afeta termogénese em ratos expostos ao frio e varias evidéncias indicam que o
NO na periferia ndo atua como sinalizador febril também em ratos (STEINER e
BRANCO, 2001; STEINER et al., 2004). Os efeitos inibidor e estimulador da injecéo
sisttmica de L-NAME sobre a febre e a reducéo da Tc, respectivamente, induzidas por
altas doses de LPS, parecem ser resultado da inibicdo direta da termogénese no tecido
adiposo marron (TAM) em ratos. As aves, diferentemente dos mamiferos, ndo possuem
TAM, assim produzem calor utilizando termogénese por tremor, ou até sem tremor, em
musculo esquelético. Ainda ndo é bem definido como as aves geram energia térmica
sem tremor, mas existem evidencias sugerindo mecanismos dependentes de Ca?*
(BICUDO et al., 2002) ou da atividade de proteinas desacopladoras de prétons, avUCP
(COLLIN et al., 2003) ou hmUCP (BICUDO et al., 2002), analogas & UCP-1 do TAM
de mamiferos (revisdo de BICEGO et al., 2007). Mais estudos sd0 necessarios para

identificar o efeito do éxido nitrico nos mecanismos termogénicos especificos de aves.
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Né&o pode ser descartada a hipotese de que os resultados observados no presente
estudo teriam influéncia da idade dos animais, j& que utilizamos animais de 5 dias de
vida pos-eclosdo. Entretanto, as semelhancas de respostas observadas nos nossos
pintainhos em relacdo aquelas de ratos adultos ou frangos e galinhas mais velhos
(STEINER et al., 2004; CHENG, et al., 2004; ALMEIDA et al., 2006; DE BOEVER et
al., 2009), como descrito acima, e o fato dos frangos serem animais de desenvolvimento
precoce, sendo capazes de ativar termorregulagdo autondmica e comportamental logo
no inicio da vida pds-eclosdo (cf. DAWSON e WHITTOW, 2000, Mortola, 2009; Toro
et al. 2014) indica que o NO periférico parece atuar na termogénese tanto de aves
quanto mamiferos, mas ndo deve constituir um sinal febrigénico para 0 SNC nesses

animais. E evidente que s&o necessarios mais estudos para confirmar essa hipétese.
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6 CONCLUSAO

Os resultados do presente estudo sdo consistentes com a nog¢ao de que o 6xido
nitrico sisttmico ndo parece estar envolvido na febre e na queda da Tc induzidas por
LPS, sendo que os efeitos do L-NAME periférico estdo mais relacionados com a

inibicdo da termogénese do que da sinalizagéo febril em pintainhos de 5 dias.
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