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RESUMO

A sepse é um processo inflamatério/infeccioso agudo que induz uma resposta do
organismo denominada resposta de fase-aguda, que inclui o desenvolvimento de
febre (que pode ser antecedida por hipotermia), ativacdo do eixo hipotadlamo-
hipdfise-adrenal (HHA), alteracdo da secrecdo neuro-hipofisaria e alteracbes
comportamentais, tais como diminuicdo do apetite, anedonia, diminuicdo do
comportamento social, menor atividade motora, resumidamente chamadas de
sickness behavior. O objetivo deste trabalho foi verificar a participagdo dos
endocanabindides no sickness behavior durante a sepse induzida por LPS avaliando
temperatura corpoérea, interacdo social, ingestdo de alimento e ganho de peso e
atividade de grupamentos neuronais hipotalamicos. Os resultados demonstraram
que a administracdo do antagonista CB; AM251 exarceba a hipotermia e diminui a
febre induzida pelo LPS. A administracdo de um antagonista V1 de vasopressina
(AVP), reconhecidamente como antipirético endogeno, faz com que ndo haja mais
essa hipotermia exacerbada. J4 a administragcdo do AM404, inibidor da recaptcdo de
endocanabindides, diminui a hipotermia e exacerba a febre, mostrando que AM251 e
AM404 possuem efeitos antagonicos. Quando testados quanto a ingestdo de
alimento e ganho de peso, conclui-se que os endocanabinoides nédo interferiram na
resposta frente a sepse, enquanto que quando testados quanto a interacdo social,
apenas o AM404 mostrou uma menor interagdo, demonstrando que ha influéncia
dos endocanabindides no sickness behavior induzido pelo LPS. Quando se observa
a marcacao de Fos nas areas MnPO dorsal, MnPO ventral, PVN e SON; observa-se
gue a marcacgao para Fos esta aumentada em ratos tratados com LPS nessas areas
cerebrais, assim como esperado, e que 0 PVN possui menor expressao na sepse
guando héa tratamento com AM251, ou seja, a area caracterizada pela homeostase
energética esta alterada devido ao bloqueio dos endocanabindides sobre o receptor
CB;. A partir desses resultados pode-se afirmar que ha participacdo dos

endocanabindides no sickness behavior na sepse.

Palavras-chave: Endocanabindides. Sepse. Sickness behavior.



ABSTRACT

Sepsis is an inflammatory / infectious process that induces an acute response of the
body called acute-phase response, which includes the development of fever (which
may be preceded by hypothermia), activation of the hypothalamic-pituitary-adrenal
(HPA) axis, change neuro-pituitary secretion and behavioral changes such as
decreased appetite, anhedonia, decreased social behavior, lower motor activity,
briefly called sickness behavior. The aim of this study was to investigate the
involvement of endocannabinoids in sickness behavior during sepsis induced by LPS
evaluating body temperature, social interaction, food intake and weight gain and
hypothalamic neuronal activity groups. The results showed that the administration of
the CB; antagonist AM251 exacerbates hypothermia and decrease fever induced by
LPS. The administration of an antagonist of vasopressin V1 (AVP), known as
antipyretic endogenous, causes hypothermia that was no more exacerbated. Already
the administration of AM404, an inhibitor of endocannabinoids uptake, reduces fever
and exacerbates hypothermia, showing that AM251 and AM404 have antagonistic
effects. When tested food intake and weight gain, it is concluded that
endocannabinoids not interfere with the response against sepsis, whereas when
tested social interaction, only the AM404 showed less interaction, demonstrating that
was influence of endocannabinoids in sickness behavior induced by LPS. When
observing the marking of Fos areas MNPO dorsal ventral MNPO, SON and PVN, it is
observed that the marking for Fos is increased in rats treated with LPS in these brain
areas, as expected, and that has a lower expression in the PVN sepsis when
treatment with AM251, ie the area characterized by energy homeostasis is altered
due to blockage of the cannabinoid CB; receptor. From these results it can be
suggested that there is involvement of endocannabinoids in sickness behavior in

sepsis.

Keywords: Endocannabinoids. Sepsis. Sickness behavior.
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1 INTRODUCAO

1.1 Endotoxemia

A interagcéo entre os sistemas imune e enddcrino é bidirecional e crucial para
a manutencdo da homeostase, sendo a interface neuro-imuno-endocrina mediada
pelas citocinas que atuam como fatores endocrinos, paracrinos ou autocrinos, e
regulam a proliferacéo celular, a secrecdo de hormonios, a atividade do eixo HHA e
o comportamento (HADDAD; SAADE; SAFIEH-GARABEDIANC, 2002). A acgéao das
citocinas também pode ser observada no estabelecimento, manutencdo e controle
de diversas funcdes fisiologicas como sono, ovulacédo e exercicios. Essa interacéo
foi inicialmente proposta por Selye (1936) que observou o aumento da glandula
adrenal e a involugdo do timo, 6rgdo relacionado com a maturagdo de células do
sistema imune, em resposta a diversos estimulos estressores.

O sistema endocrino tem uma importante funcdo na manutencdo da
homeostase em diversas situacdes de estresse, incluindo a endotoxemia (BERTOK,
1998). A resposta do organismo € diferente para os diversos agentes estressores
(pir6genos), implicando em uma variedade na magnitude de ativagdo de cada
sistema (PACAK; PALKOVITS, 2001).

Os pirdgenos podem ser divididos em exdgenos e enddgenos. Em geral, a
maioria dos pirbgenos exdgenos € proveniente de produtos gerados por
microorganismos como virus, bactérias, fungos e parasitas (ZEISBERGER, 1999).
Entre os pirbgenos exdégenos mais estudados podemos citar o LPS
(lipopolissacarideo de membrana de bactérias Gram negativas) e o MDP (Muramil-
dipeptideo, componente da parede celular de bactérias Gram positivas).

Os pir6genos enddgenos compreendem as proteinas termossensiveis e 0s
mediadores lipidicos. Sua producdo é geralmente estimulada pelos pirégenos
exdgenos e também por lesdes, traumas e estresse. Entre os principais pirégenos
enddgenos estdo as citocinas, quimiocinas, prostaglandinas, fator liberador de
corticotropina (CRF) e endotelina (ROTH; SOUZA, 2001).

Essencialmente, qualquer microorganismo pode causar sepse ou choque

séptico, porém as bactérias sdo 0s agentes etiologicos mais comuns. A maioria dos
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casos de sepse sao devido a bactérias Gram-negativas (Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Enterobacter sp, Pseudomonas aeruginosa e  outras)
(THIEMERMANN, 1999).

Em 1991 uma conferéncia de consenso realizada pelo American College of
Chest Physicians e a Society of Critical Care Medicine em 1992 definiram a
sindrome da resposta inflamatéria sistémica (SIRS) como ativacdo do sistema
imune por um agente infeccioso com a liberagcdo de citocinas e uma série de
substancias vasoativas. Sua resposta € caracterizada por alteracdes de temperatura
(> 38°C ou <36°C), frequéncia cardiaca elevada (> 90 batimentos / minuto),
taquipnéia (> 20 respiracdes / min) e leucocitose (> 12000 / m®). A sepse é a SIRS
com a presenca de uma doenca infecciosa com fonte identificavel. O choque séptico
€ uma sepse grave com presenca de hipotenséo (variacao do valor basal da presséo
sistolica arterial entre <90 mmHg ou > 44 mmHg).

Experimentalmente, o LPS pode ser utilizado para mimetizar uma situagao
clinica de choque séptico. Os componentes da parede bacteriana sdo potentes
ativadores do sistema imune do hospedeiro (GIUSTI-PAIVA et al.,, 2002; GIUSTI-
PAIVA et al., 2004).

O LPS desencadeia uma cascata de eventos que simulam a resposta
inflamatoria, estimulando principalmente células do sistema imune a liberar o fator
de necrose tumoral a (TNF-a), interleucina-1 (IL-1) e interleucina-6 (IL-6), que
estimulam uma intensa resposta celular (DE PAIVA et al., 2010). Durante o
desenvolvimento de um processo inflamatério ou infeccioso a producdo destas
citocinas apresenta-se extremamente elevada (TURNBULL; RIVIER, 1999).

Os mecanismos pelos quais as citocinas ativam o eixo HHA e a secrecao de
varios outros hormdnios, tais como a AVP, ocitocina (OT) e prolactina (PRL) ainda
nao sao completamente conhecidos, mas apontam para ativacdo de neurdnios
hipofisiotréficos hipotalamicos, por diferentes vias, como 0 mecanismo mais provavel
de modulacéo do eixo HHA (TURNBULL; RIVIER, 1999).

As citocinas sado moléculas protéicas grandes e hidrofilicas que né&o
atravessam a barreira hematoencefélica (BHE). Assim, a sinalizacdo das citocinas
no Sistema Nervoso Central (SNC) pode ocorrer via 6rgdos circunventriculares
(CVOs), que estdo livres da BHE e constituem estruturas especializadas que
possuem capilares fenestrados, permitindo desta forma a passagem de algumas

proteinas. Os CVOs incluem o 6rgao subfornicial (SFO), o 6rgdo vasculoso da
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lamina terminal (OVLT), a eminéncia mediana (EM), a area postrema (AP), a
glandula pineal, o 6rgdo subcomissural, o plexo cordide do IV ventriculo e o lobo
intermédio e posterior da hipofise (BERK; FINKELSTEIN, 1981; SAWCHENKO;
SWANSON, 1983).

A transmissdo da sinaliza¢do induzida pelas citocinas também pode ocorrer
via estimulagédo de nervos aferentes viscerais como o nervo vago (FLESHNER et al.,
1995; KAPCALA et al.,, 1996). Adicionalmente, diferentes trabalhos demonstraram
que a retirada das terminacdes das aferéncias vagais previne a febre, reduz os
efeitos comportamentais e diminui a hiperalgesia em resposta a administracédo
intraperitoneal de citocinas (WATKINS et al., 1994; BLUTHE et al.,, 1996; OPP;
TOTH, 1998). Entretanto, outros estudos demonstram que estas aferéncias ndo séo
importantes durante um processo inflamatério/infeccioso.

A divergéncia destes estudos provavelmente origina-se do emprego de
diferentes doses, bem como do uso de diferentes vias de administracdo do estimulo
(ENGBLOM et al., 2002). Outros mecanismos propostos relacionam-se com a
liberacdo de citocinas cerebrais pelas células gliais ou neurénios, por mecanismo
ndo conhecido, que entdo atuariam por efeito autdcrino ou paracrino (LECHAN et al.,
1990).

O sistema endocanabindide modula a ativacdo do eixo HHA principalmente
por inibir a secrecdo de CRF, pode-se esperar que a manipulacdo deste sistema
possa modificar as avaliagbes comportamentais do animal durante o estado doentio
induzido pelo LPS. O CRF também é um potente peptideo angiogénico e
possivelmente esteja envolvido com o fato do LPS provocar ansiedade em varios
paradigmas comportamentais, especificamente quando o efeito do LPS é avaliado
utilizando aparatos tais como o campo aberto, labirinto em cruz elevado e o teste
claro-escuro (PACAK; PALKOVITS, 2001).

Postula-se que a capacidade de muitos pirdgenos endégenos em causar
febre € dependente da producédo intracerebral do CRF, endotelina (ET) e/ou de
prostaglandinas (PGs) (RUMMEL et al., 2005).

As PGs sédo moléculas de origem lipidica, derivadas do metabolismo do acido
araquidénico (assim como os endocanabindides), o qual é formado a partir da
clivagem de fosfolipideos de membrana pela acédo das fosfolipases, principalmente
da fosfolipase A2. A conversdo do acido araquidénico em endoperoxidos ciclicos

(PGH2) ocorre pela acédo das enzimas ciclooxigenases (COX). Esta enzima existe
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em duas isoformas, referidas como COX-1 e COX-2. A COX-1 é constitutivamente
expressa em muitos tipos celulares, (HWANG et al., 1998). J4 a COX-2 nédo é
expressa em condicdes fisiologicas, exceto nos rins, estdmago e SNC (KHAN et al.,
2002). Contudo, a expressdao da COX-2 pode ser induzida em fibroblastos,
macrofagos, células endoteliais e em outros tipos celulares, por estimulos
fisiologicos e inflamatoérios (ELMQUIST et al., 1997).

Em resposta a um estimulo inflamatorio/infeccioso foi demonstrada a sintese
de PGE, na microvasculatura cerebral, bem como no parénquima cerebral
(KOMAKI; ARIMURA; KOVES, 1992). A administragdao de PGE; no OVLT e EM
induz aumento da concentragdo plasmatica de hormonio adrenocorticotréfico
(ACTH), enquanto, no bulbo ventrolateral induz a expressdao de Fos no PVN
(KATSUURA et al., 1990; MCCOY; MATTA; SHARP, 1994; ERICSSON; ARIAS;
SAWCHENKO, 1997).

O uso de diferentes bloqueadores da sintese de PGE2 induz reducdo da
resposta ao LPS frente a administracdo de citocinas, demonstrando a importancia
desta via na sinalizagdo em um processo inflamatoério/infeccioso. A ativacdo do
sistema imune € sinalizada para o SNC que desencadeia algumas respostas tais
como: leucocitose, ativagdo do sistema complemento, ativagdo do eixo HHA com
consequente aumento da producdo de glicocorticéides, alteracdes metabdlicas,
diminuicdo da concentracéo plasmatica de ferro e zinco e aumento da concentracao
de cobre, aumento da producao de proteinas de fase aguda (haptoglobina, proteina
C-reativa, ceruloplasmina e outras), anorexia e febre (TURNBULL; RIVIER, 1999;
BLATTEIS, 2006).

Essa resposta do organismo é denominada resposta de fase-aguda (KUSHNER,
1988) sendo seguida por uma inibicdo da secrecdo de alguns horménios em uma
fase tardia (Figura 3), como por exemplo a AVP (GIUSTI-PAIVA et al.,, 2002;
CARNIO; MORETO et al., 2006). Os mecanismos que controlam a secre¢do destes
horménios ainda néo estdo muito bem definidos. A producdo de neuromoduladores
inibitdrios no hipotalamo é responsavel por diminuir a secrecdo de hormoénios neuro-
hipofisarios durante a fase inicial e de inibir a secrecdo destes horménios numa fase
tardia (GIUSTI-PAIVA et al., 2002; MORETO et al., 2006).
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Figura 1- Resposta imune inata evocada por lipopolissacarideo endotéxico (LPS). LPS é um
componente importante das membranas de bactérias Gram negativas, que é o exemplo
mais bem caracterizado de reconhecimento inato associado a uma resposta inflamatoria
robusta por células fagocitarias. Secre¢cdo de citocinas por mondcito/neutrofilos e
macréfagos teciduais circulantes por LPS requer uma série de mecanismos em cascata,
sendo a primeira etapa a ligacdo do LPS com as proteinas séricas de ligacao a proteina
LPS (LBP) ou septinas. O complexo recém-formado pode entdo ativar diferentes
populacdes de células por ligacdo ao seu receptor CD14 e receptor toll-like 4 (TLR4). Este é
o atual receptor de sinalizacdo para LPS. Duas formas de receptores CD14 podem ser
encontrados. O primeiro esta presente na superficie das células mieldides (mCD14) e atua
como uma glicosil-fosfatidilinositol (GPI)-glicoproteina de membrana ancorada, a outra
forma é soluvel no soro (sCD14) e tem as propriedades de GPI, embora possa se ligar ao
LPS para ativar as células desprovidas de mCD14, tais como células endoteliais. LBP néo é
essencial para a sinalizagdo de LPS, mas o complexo LPS/LBP é particularmente eficaz em
ativar células de origem mieldide, isto é, neutrdfilos, mondcitos, macrofagos e microglia.
Uma das consequiéncias mais bem conhecidas dessa ativacao € a producdo de citocinas
pré-inflamatoérias, tais como IL-1, TNF e IL-6. Estas citocinas podem, por sua vez, se ligar
aos seus receptores cognatos expressos na superficie de células que formam a BHE, mas
nao sdo essenciais para a mediacdo dos efeitos de LPS no SNC. LPS é um ligante exégeno
do tecido cerebral que expressa ambos os receptores de LPS.

Fonte: ZHANG, J.; RIVEST, S., 2003, modificado.
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1.2 Regulacao da temperatura corporal

A febre é uma resposta complexa que envolve varios componentes como o
sistema enddcrino e autondmico, metabdlico e comportamental (SAPER; BREDER,
1994). E definida como elevacdo da temperatura corporal que ocorre em defesa a
entrada de patdogenos no hospedeiro (THE COMISSION FOR THERMAL
PHYSIOLOGY OF THE INTERNATIONAL UNION OF PHYSIOLOGICAL
SCIENCES, 2001). Esta resposta ocorre em todos os grupos de vertebrados:
mamiferos, passaros, lagartos, cobras, tartarugas, salamandras, peixes e em alguns
invertebrados. Isto indica que a febre tem um componente filogenético e esta
relacionada ao aumento da resposta de defesa do hospedeiro frente a uma infeccao
(BICEGO; BARROS; BRANCO, 2007)

A regulacdo da temperatura corporal estd sob o controle de uma hierarquia de
estruturas neurais (entre elas o hipotalamo, o sistema limbico, o tronco cerebral, a
formacdo reticular, a medula espinhal e os ganglios simpaticos) as quais sao
responsaveis por integrar as informagdes térmicas aferentes e centrais, antes de
estimular a ativacdo de respostas fisioldgicas e comportamentais apropriadas
(BOULANT, 2000). Embora a estimulacdo de areas do tronco cerebral e da medula
espinhal possa evocar mecanismos termorregulatérios especificos, estudos
realizados in vivo demonstram que a area pré-optica do hipotalamo anterior (POA)
desempenha papel crucial na regulacao precisa da temperatura corporal (GRIFFIN,
2004).

Nesta éarea sdo encontrados dois tipos de neurdnios. Os neurbnios
termossensiveis que podem ser sensiveis ao frio ou ao calor, e também os
neurdnios insensiveis, cuja frequéncia de disparo é afetada tanto por variacbes da
temperatura sanguinea na area adjacente, como por influéncia de conexdes diretas
com termorreceptores distribuidos na pele e musculos (DINARELLO; CANNON;
WOLFF, 1988). Assim, em resposta a variacdes de temperatura 0s neurénios
hipotalamicos iniciam respostas termorregulatérias apropriadas (retencéo, producao
ou perda de calor), com o objetivo de manter a temperatura interna constante
(GORDON, 1990).

A regulacdo da temperatura corporal observada nos animais homeotérmicos

pode ser explicada por uma teoria baseada na existéncia de um mecanismo similar
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a um termostato, denominado de set point de regulacdo térmica. O set point de
regulacdo térmica € definido como “o valor de uma variavel que um organismo
saudavel busca estabelecer pelo processo de regulacdo” (THE COMISSION FOR
THERMAL PHYSIOLOGY OF THE INTERNETIONAL UNION OF PHYSILOGICAL
SCIENCES, 2001). Esse valor € encontrado por meio da integracdo de informacdes
térmicas centrais e aferentes pelos neurdnios hipotalamicos (BOULANT, 1998).

Portanto, a febre € definida como uma elevacédo controlada da temperatura
corporal acima dos niveis normais, resultante de uma alteracdo do ponto de
regulagem hipotalamico (DINARELLO; CANNON; WOLFF, 1988). Os mecanismos
envolvidos nesse aumento do ponto de regulagem consistem em alteragbes na
freqiéncia de disparos dos neurbnios termorregulatérios do hipotalamo anterior,
promovidas por substancias que sao mediadores da resposta febril - os pirdgenos
(THE COMISSION FOR THERMAL PHYSIOLOGY OF THE INTERNATIONAL
UNION OF PHYSIOLOGICAL SCIENCES, 2001).

A administracao de pirdgenos resulta na producao de PGs, as quais possuem
papel importante na producdo da febre. Em 1971, foi demonstrado por MILTON e
WEDLANDT que a PGEZ2 induz febre quando injetada por via intracerebroventricular
(i.c.v.) em gatos. Estudos efetuados por FELDBERG e SAXENA (1971) e STITT
(1973) mostraram que microinje¢cdes de PGs na POA induzem febre em ratos e
coelhos, enquanto microinjecdes em outras areas encefalicas falham em induzir esta
resposta. Atualmente, a PGE2 € considerada o principal eicosanoide envolvido na
resposta febril, embora outros derivados do acido araquiddnico, particularmente a
PGF2a, também possam induzir febre em animais experimentais (ENGBLOM et al.,
2002; SOUZA et al., 2002).

Apesar de varios mediadores induzirem febre via PGs, o tratamento com
indometacina ndo modificou a resposta febril induzida em ratos por IL-8, quimiocinas
(MIP-1), PFPF (pre-formed pyrogenic factor) e ET-1 em ratos, sugerindo a existéncia
de um mecanismo adicional de mediacdo da resposta febril, independente da
sintese e/ou liberagéo das PGs (FABRICIO et al., 2005).

O choque endotoxémico é acompanhado por alteracdo da temperatura
corporal, sendo que a febre é o sinal termorregulatério mais freqiiente na sepse
(Figura 4). Porém a hipotermia também pode ocorrer em estado critico de choque e
agrava significativamente o prognéstico do paciente (HARRIS et al.,, 1987).

Romanovsky e colaboradores (1998) revisaram 0s mecanismos de hipotermia
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durante o choque séptico experimental. A hipotermia associada ao choque pode ser
resultado de uma reducdo da producdo de calor em conjunto com um
comportamento de busca do frio, 0 que sugere que a hipotermia na inflamacéo
sistémica grave pode constituir uma resposta adaptativa (ROMANOVSKY et al.,
1997).

A febre € um processo distinto de hipertermia. Enquanto na febre ha uma
alteracdo no ponto de regulagem hipotalamico, na hipertermia o aumento de
temperatura corporal observado é decorrente do comprometimento dos mecanismos
de dissipacéo de calor (DINARELLO; CANNON; WOLFF, 1988; BLATTEIS, 2006;
ROTH et al., 2006). Quando o organismo se encontra em temperaturas acima dos
niveis normais ocorre aumento da fagocitose, proliferacéo de linfocitos T, aceleracao
da quimiotaxia de neutréfilos, secrecdo de substancias antibacterianas e
potencializagédo das acdes do interferon, o que limita a proliferacdo bacteriana
(KLUGER, 1991).

Estudos de estimulacdo térmica demonstraram que o resfriamento da POA
promove 0 aumento da temperatura corporal, inicialmente por evocar respostas de
retencdo de calor, as quais incluem vasoconstricdo cutanea, piloerecéao e alteragbes
comportamentais de conservagdo de calor. Em seguida, ocorrem respostas de
producdo de calor, tais como termogénese provocada por tremores (shivering),
termogénese desencadeada pelo aumento da atividade metabdlica do tecido
adiposo marrom (nonshivering) e termogénese quimica, decorrente da elevacdo dos
niveis de horménios metabdlicos, tais como tiroxina (T4), catecolaminas e
glicocorticéides. Por outro lado, o aquecimento da POA promove vasodilatacao
cutanea, sudorese, e varias respostas comportamentais que favorecem a perda de
calor (BOULANT, 2000).

Assim como ocorre com a maioria dos processos biolégicos, a febre também
esta sujeita a um sistema de modulacdo endogena. Existe uma variedade de
mecanismos inibitérios especificos para a acdo das citocinas, incluindo a existéncia
de proteinas ligantes circulantes, de receptores solluveis e, no caso da IL-1, de um
antagonista endégeno do seu receptor, o IL-1ra (LUHESHI; ROTHWELL, 1996).
Existem ainda substancias denominadas cribgenos enddgenos que, ao contrario dos
pirdgenos endogenos, limitam as elevacdes na temperatura corporal, impedindo que
sejam atingidos valores de temperatura capazes de comprometer as funcdes vitais

do organismo. Entre eles estdo os glicocorticoides, a AVP, o hormdnio estimulante



24

de a-melandcitos (a-MSH) e a IL-10 (KASTING, 1989; COELHO; SOUZA; PELA,
1992; MARTIN, 1998; NAVA et al., 1997; LEDEBOER et al., 2002).
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Figura 2- Geragdo da febre apés infecgdo. A invasao tecidual por um agente infeccioso desencadeia
a resposta inflamatoria e ativa as células endoteliais locais e os leucdcitos circulantes. O
extravasamento de leucécitos para o tecido inflamado depende da interacao regulada por
varias citocinas, quimiocinas e moléculas de adesdo entre as células endoteliais. Os
leucécitos ativados liberam citocinas pirogénicas (TNF-a, IL- 1, IL-6), que ao atingirem a
circulacdo podem estimular a producédo das PGs, ETs e/ou do CRF, no sistema nervoso
central. Os sinais inflamatérios periféricos podem também atingir o sistema nervoso
central por meio de conexdes neuroniais (tais como o nervo vago). Os mediadores
centrais produzidos promovem alteracdo da frequéncia de disparo dos neurbnios da
APO/HA, resultando na elevagdo do “set point” termorregulatorio. O estado febril é entédo
atingido por meio da efetuacao de respostas fisioldgicas e comportamentais do organismo,
com o objetivo de aumentar a produgéo/conservacéo de calor. A febre pode exacerbar a
resposta inflamatéria sistémica em resposta a infeccdo por, entre outras alteracdes,
aumentar a funcao leucocitaria.

Fonte: ARONOFF, D.M.; NEILSON, E.G., 2001 apud SOARES, D.M., 2008.

A administracdo sistémica de LPS é comumente utilizada para avaliar uma
grande  variedade de  alteragbes comportamentais induzidas  pela
infeccao/inflamacdo, tais como: anorexia, sono, letargia, alteracdo do limiar

nociceptivo e febre. Especificamente com relacdo as alteracfes termorregulatérias
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que ocorrem ap6s a administragcdo de LPS, tém sido observado que estas
dependem da dose de LPS utilizado e da temperatura ambiente. Resumidamente,
baixas doses de LPS provocam apenas febre, enquanto altas doses provocam
hipotermia seguida por febre (GIUSTI-PAIVA et al., 2004).

1.3 Comportamento doentio

A ativacdo do sistema imune por endotoxina resulta em vérias alteracbes
comportamentais, que sdo coletivamente chamadas de comportamento doentio
(sickness behavior), as quais incluem a febre, reducéo da ingestdao de alimento,
reducdo da atividade locomotora e do comportamento social. Além disso, o LPS
provoca efeitos semelhantes a depressdo (depressive-like), particularmente a
anedonia, evidenciada pela reducdo do consumo de alimentos palataveis e
preferenciais (DE PAIVA et al., 2010).

O sickness behavior pode ser descrito por alteragdes comportamentais como
diminuicdo do apetite, anedonia, diminuicdo do comportamento reprodutivo, menor
atividade motora, febre, ocorréncia de alteracdes no padrao do sono, perda aparente
do interesse por atividades cotidianas e positivas, como a busca por alimento, perda
do contato social, e do interesse sexual (KUSHNER, 1988; KENT et al., 1992).

Hart em 1988 tentou conceituar o comportamento doentio de animais de
diversas espécies. Ele agrupou alguns achados comuns a todas as espécies e
processos estudados que incluiam febre, letargia ou prostracdo, perda de apetite e
diminuicdo do consumo de agua, diminuicdo de locomocdo em geral, reducédo de
autolimpeza em roedores, entre outros.

No mesmo trabalho foram listadas possiveis vantagens (aparentemente
paradoxais) das alteracbes comportamentais para 0S animais acometidos de
doencas tais como diminuicdo do gasto energético fisiolégico com digestdo de
comida (anorexia), menor perda de calor e exposicdo a possiveis predadores
(prostracdo) e geracdo de um ambiente menos favordvel a proliferacdo de
patogenos, favorecida pela atividade de células imunologicas (febre). Os animais

doentes ndo estdo incapacitados de realizar tarefas ou de responder a estimulos
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ambientais; apenas ndo o fazem dada a baixa prioridade que estas tarefas tém em
um determinado contexto.

A administracdo de um agente infeccioso via intraperitoneal (Listeria
monocytogenes) em camundongos resulta em anorexia e pode ser contornada por
alimentacao forgcada por gavagem. Tais animais sobrevivem, em média, metade do
tempo que aqueles alimentados ad libitum (MURRAY; MURRAY, 1979).

Anorexia e perda de peso sédo observadas durante os processos inflamatorios
e infecciosos em pacientes e em modelos animais experimentais de infeccdo. O
comportamento alimentar é regulado por um sistema complexo que envolve varias
regides do cérebro, desde o cértex ao tronco cerebral, com destaque para o
hipotalamo, onde ocorre a integracdo de sinais do estado energético e ingestao
calorica (SCHWARTZ et al.,, 2000). A integracdo destes sinais desencadeia
respostas neuroenddcrinas como secrecdo de peptideos orexigenos como
neuropeptideo Y (NPY) e orexina ou a ativacdo de um circuito de sinais
anorexigenos, representados pela expressdo do a-MSH e o transcrito regulado pela
cocaina e anfetamina (CART) (ELMQUIST et al., 1997).

A sinalizacdo periférica do balangco energético para o hipotdlamo ocorre via
leptina, hormonio circulante produzido pelo tecido adiposo branco. Receptores da
leptina estdo presentes no nucleo arqueado e sua ativagdo aumenta a expressao de
pro-opiomelanocortina (POMC) e reduz a expressdao de NPY neste nucleo
(ELMQUIST et al., 1997). O LPS é capaz de induzir aumento na concentracao
plasmatica de leptina, sendo esta acdo mediada pela IL-1 (SERGEYEV;
BROBEGER; HOKFELT, 2001). Foi observado, também, que a administracdo de
LPS ou TNF impede a reducao das concentracdes de leptina com o jejum, enquanto,
em animais alimentados a endotoxina induz aumento da secrecao de leptina, que
por sua vez induz aumento da expressdo de POMC no nucleo arqueado
(GRUNFELD et al.,, 1996; SERGEYEV; BROBEGER; HOKFELT, 2001). Deste
modo, a leptina poderia ser 0 mediador da anorexia induzida pelo LPS, entretanto,
0S mecanismos pelos quais a leptina induz reducédo da ingestdo de alimento, ou a
participagcdo de outros mediadores neste modelo experimental ainda sao
desconhecidos.

Evidéncias obtidas de estudos experimentais em murideos obesos
(camundongos ob/ob e db/db e ratos obesos Zuker) e normais mostraram que a

ativacdo de receptores CB; por canabindides enddgenos ou THC estimulam o
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consumo de alimentos; contrariamente, animais cujos genes dos receptores CB;
haviam sido suprimidos (CB;-/-) consomem menos comida e mostram fendtipo
magro, resistente ao aumento de peso induzido por dieta; em condi¢cdes normais, a
ingestao de nutrientes reduz os niveis de endocanabindides no hipotalamo e no proé-
enceéfalo limbico, enquanto o jejum tem efeito oposto (DI MARZO et al., 1998).

Isso sugere que o sistema endocanabindide controla a ingestdo de energia
em dois niveis. Reforca tonicamente e incentiva a motivacdo de busca e consumo
de comida, possivelmente por interagir com vias envolvidas em mecanismos de
recompensa ou entdo o sistema € ativado "sob demanda" ap6és um curto periodo de
privacdo de comida para entdo modular os niveis e ou a acao de outros mediadores
obesigenos e anorexigenos. A injecdo de endocanabindides em areas encefalicas
estimula o consumo de alimentos em roedores (BISOGNO; LIGRESTI; DI MARZO,
2005).

Cohn e De Sa-Rocha (2006) observaram alteracdes comportamentais
causadas pelo LPS em camundongos dominantes e submissos acomodados em
duplas estaveis. O LPS possui maior efeito em animais dominantes que, apds o
tratamento, apresentaram maior letargia e diminuigdo da busca por interacao social
gue os animais submissos. A interacdo social de um animal subordinado a um outro
talvez impeca a expressao do comportamento doentio, refletindo este fato na maior
prioridade do animal naquele momento para desempenho de outras atividades. No
entanto, os mediadores neuroquimicos envolvidos com a expressdo do
comportamento doentio ainda n&o foi muito bem elucidado.

Os efeitos do THC, um dos principios ativos da Cannabis sativa, ou de
agonistas dos receptores CB1 e altas doses de endotoxina provocam hipotermia e
0s endocanabinbdides atuam com neuromoduladores inibitorios relacionados a
termorregulagdo. Com isso, a hipétese deste trabalho € a de que durante a sepse
ocorre uma ativagdo do sistema endocanabindide central, e este poderia participar

do controle da temperatura corpdrea e comportamento doentio durante a sepse.
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1.4 Sistema Endocanabinéide

O sistema endocanabindide € formado por endocanabindides, seus
receptores e as enzimas que catalisam sua biossintese e degradacdo. Constitui-se
em um sistema de sinalizacdo enddégena que atua em diversas func¢des fisiologicas,
tais como a homeostase energética, modulacdo da nocicepcdo, resposta
imunologica e controle do metabolismo enddcrino (MARSICANO; LUTZ, 2006). Os
endocanabindides sado sintetizados a partir da quebra de fosfolipideos de membrana,
como o &cido araquidénico e agem como mensageiros retrogrados, sao sintetizados
nos neurbnios pés-sinapticos e se ligam aos seus receptores nos neurbnios pré-
sinapticos e restringem a atividade neural. A anandamida e a 2 araquidonoil-gliceral
(2-AG) sdo removidas da fenda sinaptica através de transportador de
endocanabindides pela membrana (EMT) pds e pré-sindptica e hidrolisadas pela
FAAH (a4cido graxo amida hidrolase) e MGL (monoacilglicerol lipase),
respectivamente (Figura 1). Também existem os canabindides exdgenos, que sao
constituintes da Cannabis sativa, mas néo participam do sistema endocanabinoide
por ndo se encontrarem naturalmente no organismo (SAITO; WOTJAK; MOREIRA,
2010).

A Cannabis sativa, mais conhecida como maconha ou marijuana, € a droga
ilicita mais consumida no mundo desde 1960 (ADAMS; MARTIN, 1996). Seu uso
teve origem na China h4 mais de cinco mil anos e era usada para a obtencdo de
fibras utilizadas na manufatura de tecidos e tratamento para tratar caimbras, dores
reumaticas e dores menstruais (MECHOULAM, 1986). Em 1964 o seu principio ativo
A’-tetra-hidrocanabinol (THC) foi isolado e sua estrutura quimica caracterizada
(GAONI; MECHOULAM, 1964). Atualmente varios analogos sintéticos da Cannabis
sativa vém sendo estudados e caracterizados (Figura 2). O dronabinol, um composto
sintético derivado do THC, foi aprovado pelo Food and Drug Administration (FDA)
ha mais de 15 anos como tratamento auxiliar de fases avancadas de portadores de

AIDS e cancer que possuem anorexia e caquexia (VOLICER et al., 1997).
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Figura 3- O sistema endocanabindide. Os endocanabindides s&o sintetizados e liberados da
membrana dos neurdnios pds-sinapticos segundo a demanda apés o influxo de célcio (1).
Eles ativam os receptores pré-sinapticos CB; e restringem a atividade neural (2). A
anandamida e a 2-AG sédo removidas da fenda sinaptica pela captagdo pds e pré-
sinaptica, respectivamente (3). Uma vez dentro dos neurdnios, a anandamida pode se
acoplar e passa por hidrolise pela FAAH, ao passo a 2-AG é hidrolisada pela MGL.

Fonte: SAITO; WOTJAK; MOREIRA, 2010, modificado.

Devane e colaboradores identificaram o primeiro receptor canabindide em
1988 e em 1993 esse receptor foi denominado CB;. Também em 1993 um segundo
receptor foi caracterizado e designado por CB, (MUNRO; THOMAS; ABU-SHAAR,
1993). Ambos os receptores estdo acoplados as proteinas Gi/o e pertencem a uma
grande e diversificada familia de proteinas acopladas a membrana celular. A
distribuicdo tecidual dessas estruturas explica a maior parte dos efeitos psicotropicos
do THC atribuidos aos receptores CB; pois encontra-se principalmente no SNC
(AMERI, 1999). Os efeitos dos receptores CB; estdo mais associados a resposta
imune (PORTER; FELDER, 2001).

Os receptores dos canabindides podem ser do tipo ionotropico ou
metabotropico. Os receptores ionotrépicos sdo canais abertos pela ligacdo de
agonistas e através dos quais fons como Na*, K" e/lou Ca®" podem passar. Os
receptores metabotropicos sdo receptores formados por sete segmentos
transmembrana acoplados a proteina G (GUZMAN, 2003). No caso especifico dos

receptores CB31, a modulacéo se faz sobre canais de Ca** ativados por voltagem (os
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quais inibem) e canais de K" (os quais estimulam), fazendo com que haja uma
inibicdo de liberacdo de neurotransmissores (MCALLISTER; GLASS, 2002).

Os receptores CB; sdo dentre os GPCRs (G protein-coupled membrane
receptor), os mais abundantes até agora identificados no SNC, embora estejam
também presentes no sistema nervoso periférico (DI MARZO; BIFULCO;
PETROCELLIS, 2004). Os endocanabindides exercem importantes acdes sobre o
SNC, que incluem a regulacdo da funcédo cognitiva e das emocdes em circuitos
neuronais do coértex, hipocampo e amigdala e no refor¢co dos efeitos de substancias
gue levam a dependéncia quimica no sistema mesolimbico incluindo a algumas
drogas de abuso como a cocaina, a heroina, a anfetamina e o alcool (DE VRIES;
SHAHAM ; HOMBERG, 2001; FATTORE et al., 2003; ANGGADIREDJA et al., 2004;
GALLATE et al., 1999).

Os receptores CB2 localizam-se em estruturas associadas a modulacdo do
sistema imune e da hematopoiese. A presenca do sistema endocanabindide em
tecidos linféides sugere que os endocanabindides podem exercer alguma funcéo
sobre o sistema imunolégico. Os receptores canabindides CB1 e principalmente CB2
estdo presentes em células B, células natural killer (NK), mondcitos, neutrofilos e
leucdcitos. Além disso, tanto os macrofagos como os leucécitos secretam
endocanabindides (PESTONJAMASP; BURSTEIN, 1998). A partir disso, pode-se
visualizar a utilizacdo dos canabindides como medida terapéutica para enfermidades
mediadas pelo sistema imunoldgico.

Os primeiros ligantes endogenos dos receptores canabindides
(endocanabindides) foram isolados em 1992 por Devane. Nos dias atuais, a
anandamida (N-araquidonoil etanolamina) e o 2-AG sdo, entre os canabindides
endogenos, 0os mais estudados. Ambos sdo agonistas dos receptores CB; e CB,. Os
niveis celulares e teciduais de 2-AG sdo mais elevados que os da anandamida
devido ao seu maior envolvimento em varias vias metabdlicas.

A maior parte dos endocanabindides identificados até o momento é derivada
de &cidos graxos poliinsaturados de cadeia longa, especificamente o acido
araquidonico. Assim, a anandamida e o 2-AG séo formados por vias dependentes de
fosfolipidios e cujas enzimas de sintese sdo a N-acilfosfatidiletanolamida-fosfolipase
D hidrolase (NAPE-PLD) e a DAGL, respectivamente (OKAMOTO et al., 2004).

Tanto a anandamida quanto o 2-AG tém sua acédo interrompida por processo

de recaptacédo pelos neurdnios e seguida de sua degradacao. Essa etapa ocorre por
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simples difusdo e/ou através de processo facilitado por uma proteina transportadora.
Ambos os endocanabindides sdo rapidamente metabolizados e hidrolizados pela
FAAH e pela MAGL respectivamente, em compostos inativos (DI MARZO; MATIAS,
2005).

(D) (E)

OH
OH

(F)

()

Figura 4- Representacdo esquematica das estruturas moleculares dos canabinéides. (A) A,-THC, (B)
Canabinoil, (C) canabidiol, (D) HU-210, (E) CP-55,940, (F) CP 47,497, (G) WIN-55,212-2,
(H) JWH-015, (I) JWH-018, (J) JWH-073.

Fonte: ALVES, SPANIOL, LINDEN, 2012.

O desenvolvimento de agonistas canabindides sintéticos permitiu um grande
avanco na pesquisa dos efeitos dos canabinodides. O WIN55212-2 (agonista CB1) é
amplamente utilizado e tem alta afinidade pelo receptor CB;. O WIN55212-2 &

bastante seletivo para o CB; e tem pouco efeito em outros sistemas de
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neurotransmissores, como: efeito anti-hiperalgésico, inducao de hipotermia, aumento
do reflexo de rertirada de cauda. Diferente desse, o composto A>-THC, que também
induz hipotermia, interage com outros receptores, incluindo os serotoninérgicos. Por
outro lado, pode-se utilizar inibidores da recaptacdo de canabindides tanto
enddgenos quanto exogenos. Isso pode ser feito através da inibicdo da enzima
FAAH ou inibicdo da proteina transportadora, ambos aumentam o tempo e a
quantidade de canabindides extracelular (BISOGNO; LIGRESTI; DI MARZO, 2005).

Outros estudos demonstraram o desenvolvimento de potentes e seletivos
antagonistas do receptor CB1, tais como SR141716A e AM 251. Segundo FOX e
colaboradores (2001), estes compostos podem bloquear os efeitos de hipocinesia,
hipotermia, catalepsia e anti-nocicepcdo do A°-THC e WIN55212-2 em ratos e
camundongos.

A maneira pela qual os endocanabindides atuam no sistema nervoso central
através de agonistas e antagonistas contraria 0s conceitos classicos que definem
um neurotransmissor. Os neurotransmissores classicos, tais como a acetilcolina, os
aminoacidos (como glutamato e GABA) ou as monoaminas (como dopamina e
serotonina), preenchem 0s seguintes critérios: 1) os transmissores sado sintetizados
nos terminais pré-sinapticos a partir de precursores especificos e armazenados em
vesiculas sinapticas; 2) eles sdo liberados na fenda sinptica apés um influxo de
calcio; 3) ha mecanismos especificos para que finalizem suas acdes, incluindo a
captacdo e a degradacdo enzimatica . Estes critérios tornam os endocanabindides
mensageiros atipicos, que medeiam a transferéncia das informagfes dos terminais
pos aos pré-sinapticos de uma forma retrégrada, sendo que os endocanabinoides
sdo sintetizados sob demanda e ndo sdo armazenados em vesiculas
(BURNSTOCK, 2009; PAGOTTO et al., 2006).

As sinteses ocorrem nos neurdnios pés-sinapticos apo6s o influxo de célcio e a
subsequente ativacado das fosfolipases (fosfolipase D no caso da anandamida e
diaciglicerol lipase no caso da 2-AG), que convertem os fosfolipideos em
endocanabindides (PIOMELLI, 2003). Eles atingem imediatamente a fenda sinaptica
por meio da difusdo livre ou assistida e se acoplam aos receptores CB;pré-
singpticos (EGERTOVA et al., 1998). Por meio de processos de sinalizacdo
intracelular, a ativacdo dos receptores CB; resulta em uma diminui¢cdo no influxo de
calcio nos terminais axbnicos e, dessa forma, na diminuicdo da liberacdo do
transmissor (SAITO; WOTJAK; MOREIRA, 2010).
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Os receptores CB; quando ativados pelos endocanabinéides podem causar
antinociceptividade (diminuicdo da sensibilidade aos estimulos dolorosos), controle
do movimento e inibicio da memoria de curto prazo; inibicdo da secrecdo de
prolactina (PRL) e do horménio do crescimento; efeitos ansioliticos, através de
acOes sobre o eixo HHA; modulacdo da resposta imune e inflamatoria; aumento da
frequéncia cardiaca, vasodilatagcdo e broncodilatagcdo; inibicdo da secre¢do de
testosterona, anovulacdo e relaxamento uterino; atividade antitumoral;
neuroprotecao diante de situacdes de trauma e hipdxia; modulacdo da ingestdo de
alimentos gracas aos seus efeitos sobre a liberacdo de peptideos e horménios
hipotalamicos e hipotermia (PAGOTO et al., 2006; COTA; MARSICANO; TSCHOP,
2003; DE PETROCELLIS; CASCIO; DI MARZO, 2004; WAGNER et al.,, 2001;
WENGER et al., 2001; PANIKASHVILI et al., 2001; DE PETROCELLIS; CASCIO; DI
MARZO, 2004; DI MARZO; MATIAS, 2005; RAWLS et al., 2004). Todos esses
efeitos pleiotropicos foram concisamente resumidos por Di Marzo e colaboradores
(1998) em uma Unica frase: "O sistema endocanabinoide reduz a sensacédo de dor,
controla o movimento, a memaria, 0 SOno, 0 apetite e protege”.

Os canabindides exdgenos exercem efeito inibitério sobre a secre¢cdo de
horménios neuro-hipofisarios, como por exemplo a vasopressina (AVP). A AVP é um
importante hormoénio sintetizado pelos neurbnios hipotalamicos paraventricular
(PVN) e supra-opticos (SON) e lancado em diferentes regides do cérebro e dos
terminais neurohipofisarios no sangue em resposta a muitos estimulos
fisiopatoldégicos (OOI, TAWANDROS, ESCALONA, 2004). O mecanismo que
controla a secrecdo de AVP nao foi completamente elucidado. O sistema
endocanabindéide é um sistema intercelular que modula diversas acgdes
neuroendocrinas. Endocanabindides sao liberados como mensageiros retrégrados
por muitos neurénios, incluindo os neurdnios magnocelulares do hipotadlamo.
Receptores de canabindides estdo localizados nesses neurdnios, assim como nos
lobos anterior e posterior da hipdfise, sugerindo um papel dos endocanabindides na
producao e liberacdo de AVP (DE LAURENTIIS et al., 2010).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivos gerais

Avaliar a influéncia do sistema endocanabindide sobre o sickness behavior

em ratos submetidos a endotoxemia.

2.2 0Objetivos especificos

bY

a) Determinar uma dose de LPS apropriada a indugédo de sepse e hipotermia
seguida de febre;

b) Avaliar a participacdo do sistema endocanabinodide na termorregulacéo durante a

sepse;

c) Avaliar a participacdo do sistema endocanabindide na interagdo social durante a

sepse;

d) Avaliar a participacéo do sistema endocanabindide nos testes de ganho de peso e
ingestao durante a sepse.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais

Foram utilizados ratos Wistar adultos com peso entre 270 e 320g
provenientes do Biotério Central da Universidade Federal de Alfenas (UNIFAL-MG).
Os animais foram mantidos no Biotério do Laboratoério de Fisiologia da UNIFAL-MG,
acondicionados em grupos de cinco em caixas plasticas cobertas com grades
metalicas, mantidos em condi¢cbes ambientais de luz (ciclo claro-escuro de 12 h, luz
das 07:00 h as 19:00 h), temperatura controlada (21+1 ) e racdo comercial
peletizada e agua ad libitum. Todos os experimentos foram iniciados entre 07:00 h e
08:00 h (periodo da manh&).Os experimentos foram aprovados pelo Comité de Etica
da UNIFAL-MG, aprovados pelo protocolo n® 459/2012.

3.2 Procedimentos experimentais

3.2.1 Estereotaxia

Para possibilitar a administracdo de drogas no SNC os animais receberam
implante de canula guia confeccionada a partir de agulhas hipodérmicas. Os ratos
foram anestesiados i.p. com o anestésico geral ketamina (0,08 mL/100 g de peso
corporal) e o sedativo/miorrelaxante/analgésico xilazina (0,04 mL/100 g de peso
corporal). Em seguida, foram colocados no aparelho estereotaxico Digital Lab
(Stoelting, modelo 51900) e foi realizada uma incisédo na pele e no tecido subcutaneo
ao longo da sutura sagital. O tecido subcutaneo e o peridstio foram removidos para a
perfuracdo do osso parietal direito, onde uma cénula de 10 mm foi introduzida
visando atingir o ventriculo lateral através das coordenadas indicadas no atlas de

Paxino e Watson (1998): anterior: -0,3 mm; lateral: -1,5 mm e dorsal: -3,7 mm,
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utilizando-se como referéncia o bregma. A céanula foi fixada ao osso utilizando-se
acrilico dentério apés a fixagdo de 2 parafusos “de escora”.

Apos o término dos experimentos todos 0s animais foram sacrificados por
guilhotinamento (exceto os animais destinados a imunohistoquimica). Em seguida foi
administrado 1uL de azul de metileno na cénula (através de uma injetora de 12
mm). Os cérebros foram entdo removidos e armazenados em paraformaldeido 10%.
Apos fixacdo, os cérebros foram analisados a fim de conferir o posicionamento das
canulas. Somente os animais com 0 posicionamento correto das céanulas foram

considerados para analise estatistica.

3.2.2 Implante do transmissor de temperatura (probe) e determinacdo da

temperatura corporal

Anteriormente a cirurgia, os probes foram higienizados em detergente
enzimatico e em solugdo de &lcool 70%. Apos a canulagdo do ventriculo lateral no
estereotdxico, com o0s animais ainda sedados, foi executada uma incisdo de
aproximadamente 2 cm na pele e musculos abdominais. O probe foi entdo inserido
na cavidade peritoneal. Os musculos e a pele foram suturados separadamente e 0s
animais receberam antiinflamatorio cetoprofeno subcutaneo (3 mg/animal) e
antibiotico pentabidtico intramuscular (2 mg/animal), ambos de uso veterinario.

Apés cirurgia, os animais foram mantidos em caixas individuais nas mesmas
condi¢cbes anteriormente citadas. Apés um periodo de cinco a sete dias, as caixas
foram colocadas sobre o receptor telemétrico (Data Science) conectado a um
computador, registrando-se a temperatura corporea em intervalos de 10 min durante
o0 experimento. Os dados foram coletados e graficamente exibidos no monitor,
impressos digitalmente e armazenados.

A temperatura basal foi calculada pelos 30 minutos antecedentes ao inicio
dos experimentos, ou seja, foram feitas 3 leituras de 10 em 10 min. Calculou-se a
diferenca da temperatura pela média da temperatura basal e obteve-se o delta da

temperatura.
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O gréfico de indice térmico é calculado pela integral do delta e possui uma
visualizagdo mais simples e mostra a diferenga significativa que existe entre 0s

diferentes grupos.

3.2.3 Interagao Social

A interacao social reflete um estado psicofisiologico saudavel manifestado por
reacOes proprias da espécie. O teste em arena consiste em confrontar o animal a
ser avaliado (residente) com outro desconhecido da mesma espécie de idade inferior
(visitante ou intruso). Para avaliar as alteracbes comportamentais, os animais foram
colocados no campo aberto (aparato para avaliacdo comportamental) por 5min. Os
experimentos foram filmados utilizando-se uma camera filmadora digital e os filmes
gravados em DVD para posterior analise.

Foram considerados como caracteres de avaliagcdo a exploracdo anogenital,
seguir o visitante ou colocar as patas dianteiras sobre ele, somando-se o tempo total
em que o residente interage com o visitante. A indiferenca ao visitante ou
comportamentos de submissao indicam a presenca de sintomas depressivos no

residente. As andlises foram realizadas 02 e 24 horas ap0s os tratamentos.

3.2.4 Ingestao Alimentar e Ganho de Peso

Para obtencdo de estimulo para ingestdo alimentar os animais foram
submetidos a 12 horas de jejum. Antes do teste o peso corporal e 0 peso da racéo
oferecida foram mensurados. O procedimento da pesagem da racao foi repetido 2,
4, 6 e 24 horas apOs os tratamentos verificando-se suas variacdes. A variacado do

peso corporal foi mensurado 24 horas apds os tratamentos.
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3.2.5 Imunohistoquimica

Os animais foram anestesiados com tribromoetanol 2,5% (1mL/100g de peso
corporal) e perfundidos através de uma puncdo intracardiaca com salina
heparinizada seguida de fixador (paraformaldeido 4%).

Os cérebros foram removidos e armazenados em fixador durante 4 horas e
em seguida transferidos para uma solucédo de sacarose 30% a 4°C. Posteriormente,
0s cérebros foram seccionados em cortes de 30um de espessura utilizando um
criostato e armazenados em solucdo anti-freezing. Nestas fatias de tecidos foi
realizado o bloqueio da peroxidase enddgena (solucéo 1% de H,O,) e as ligacbes
inespecificas com albumina 5%.

Para a realizagdo de imunohistoquimica para Fos, os cortes foram incubados
a temperatura ambiente de 14 a 16 horas com o anticorpo primario anti-Fos (Ab-5,
Oncogene Science, Manhasset, NY, USA, diluicdo 1:10.000) e em seguida
incubados com segundo anticorpo biotinilado (1:200). Para a coloracao foi utilizado o
complexo avidina-biotina-peroxidase (Vector), empregando-se diaminobenzidina
(DAB) e niquel como cromogeno. O produto da reacdo confere uma coloracdo
nuclear violeta escuro — preto.

Os cortes foram montados utilizando-se laminas com Gelatina de Albrecht
(1,5% gelatina/alcool 80%) secas a temperatura ambiente, desidratadas com xileno
e cobertas com o meio de montagem. A visualizagdo microscoépica do tecido permite
analisar o padréo espacial da imunomarcacéo, realizado empregando-se um sistema
de videomicroscopia. As imagens foram capturadas por meio de uma camera de
video de alta resolucédo acoplada a um microscopio. As células imunorreativas para
Fos em neurbnios foram contadas manualmente com auxilio de um microscopio

Nikon modelo Eclipse 80i.

3.2.6 Drogas

As drogas utilizadas nestes experimentos foram lipopolissacarideo de E.
coli sorotipo 026:B6, AM251 (antagonista CB1), AM404 (inibidor da receptacdo de
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endocanabinoide) e antagonista do receptor V1 da vasopressina obtidos da Sigma-
Aldrich. Cetoprofeno (Cristalina), Pentabidtico Veterinario (Fort Dodge Saude Animal
LTDA), Ketamina (Dopalen) e Xilazina (Dopaser). O veiculo do AM251 e do AM404
foram DMSO 10% de DMSO 20% em salina estéril, respectivamente. As demais

drogas foram diluidas em salina estéril.

3.2.7 Anélises estatisticas

Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da média. Para
comparacao de trés ou mais médias aplicou-se a analise de variancia One-way ou
Two-way, quando apropriado, seguido do pos-teste de Newman-Keuls. Os dados da
telemetria foram demonstrados pelo grafico de linhas e sua estatistica foi realizada
através da area sob a curva calculado (integral) do delta da temperatura e
denominado indice térmico. O nivel de significAncia para rejeicdo da hipotese de
nulidade foi fixado em 5% (p<0,05).

3.3 Protocolos experimentais

3.3.1 Determinacao da dose de LPS

Para determinacdo da dose de escolha de LPS na resposta sobre a
temperatura corporal, foram administradas as doses de 500, 1000 e 2000 pg/kg.
Os animais foram divididos em 4 grupos (n=7) assim denominados:
C1 — grupo controle (administracdo de veiculo — salina isotdnica, 100 mL/kg)
E1l — experimental 1 (administracao de LPS - 500 pg/Kg)
E2 — experimental 2 (administracdo de LPS - 1000 ug/Kg)
E3 — experimental 3 (administracdo de LPS - 2000 ug/Kg)
A administracdo de LPS ou de veiculo foi realizada por via intraperitoneal em

dose Unica.
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3.3.2 Efeito dos endocanabindides na temperatura corpérea em ratos

Injecbes i.c.v. foram realizadas com seringa de Hamilton de 5 yL e uma
seringa odontoldgica. O volume de cada injecdo foi de 1 yL (AM251) e 5 uL (AM404
e antagonista V1 AVP) por um periodo de tempo acima de 1 min, e realizadas de

acordo com o0s seguintes protocolos experimentais:

3.3.2.1 Efeito da administragdo central de antagonista endocanabindide (AM251) na

temperatura corpérea em ratos

Os ratos (n= 8 a 12 por grupo) foram pré-tratados com AM251 (5 ug/uL; i.c.v.)
ou veiculo, 1 hora antes da injecdo de LPS (dose 1000 pg/kg; i.p.) ou salina (1 ml/kg;

i.p.). A temperatura corpoérea foi medida por 8 horas como descrito anteriormente.

3.3.2.2. Efeito da administracéo central de inibidor de proteinas de membrana de
recaptacdo de endocanabindides (AM404) na temperatura corpérea em

ratos

Os ratos (n= 8 a 13 por grupo) foram pré-tratados com AM404 (10 pg/5uL;
i.c.v.) ou veiculo, 1 hora antes da injecao de LPS (dose 1000 ug/kg; i.p.) ou salina (1
ml/kg; i.p.). A temperatura corpérea foi medida por 8 horas como descrito

anteriormente.

3.3.2.3 Efeito da administracdo central de antagonista endocanabinodide (AM251)
seguida da administracdo de antagonista vasopressinérgico na temperatura

corpérea em ratos
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Os ratos (n= 6 a 11 por grupo) foram pré-tratados com AM251 (5 ug/uL, i.c.v.)
e 45 min apés foram tratados com o antagonista vasopressinérgico (500 ng/5 uL;
i.c.v.) ou veiculo e apds 15 min administrou-se LPS (dose 1000 pg/kg, i.p.) ou salina.

A temperatura corporea foi medida por 8 horas como descrita anteriormente.

3.3.3 Efeito dos endocanabindides na interacdo social

3.3.3.1 Efeito da administragdo central de antagonista endocanabindide (AM251) na

interacdo social

Os ratos (n= 10 a 14 por grupo) foram pré-tratados com AM251 (5 ug/uL,
i.c.v.) ou veiculo, 1 hora antes da injecao de LPS (dose 1000 ug/kg; i.p.) ou salina (1
ml/kg; i.p.). Duas e vinte e quatro horas apds, o animal residente e o intruso foram

colocados no campo aberto e foi realizado o teste de interag&o social.

3.3.3.2 Efeito da administracdo central de inibidor de proteinas de membrana de

recaptacao de endocanabindides (AM404) na interacéo social

Os ratos foram pré-tratados com AM404 (10 ug/5uL; i.c.v.) ou veiculo, 1 hora
antes da injecéo de LPS (dose 1000 pg/kg; i.p.) ou salina (1 ml/kg; i.p.). Duas horas
(n=9 a 11 por grupo) e vinte e quatro (n= 11 a 16 por grupo) horas apds, o animal
residente e o intruso foram colocados no campo aberto e foi realizado o teste de

interacéo social.

3.3.4 Efeito dos endocanabindides na ingestéao alimentar e ganho de peso
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3.3.4.1 Efeito da administracdo central de antagonista endocanabindide (AM251) na
ingestao alimentar e ganho de peso

Os ratos (n= 8 a 13 por grupo) foram pré-tratados com AM251 (5 ug/uL; i.c.v.)
ou veiculo, 1 hora antes da inje¢do de LPS (dose 1000 pg/kg; i.p.) ou salina (1 ml/kg;
I.p.). A avaliacdo de ingestdo alimentar e ganho de peso foi realizado conforme

descrito anteriormente.

3.3.4.2 Efeito da administragdo central de inibidor de proteinas de membrana de
recaptacdo de endocanabindides (AM404) na ingestédo alimentar e ganho de

peso

Os ratos (n= 7 a 9 por grupo) foram pré-tratados com AM404 (10 pg/5uL;
i.c.v.) ou veiculo, 1 hora antes da injecao de LPS (dose 1000 ug/kg; i.p.) ou salina (1
ml/kg; i.p.). A avaliacdo de ingestdo alimentar e ganho de peso foi realizado

conforme descrito anteriormente.

3.3.5 Efeito da administracdo central de antagonista endocanabindide (AM251)

sobre a ativacao neuronal

Os ratos (n= 4 a 7 por grupo) foram pré-tratados com AM251 (5 ug/uL; i.c.v.)
ou veiculo, 1 hora antes da injecdo de LPS (dose 1000 pg/kg; i.p.) ou salina (1ml/kg;
i.p). Duas 2 horas apds a administragdo de LPS ou salina, os animais foram
perfundidos com salina heparinizada seguido de paraformaldeido 4%
(aproximadamente 200 mL). Em seguida os cérebros foram processados para a
realizacdo de imunohistoquimica a fim de avaliar a expressao da proteina Fos como
descrito anteriormente. As areas analisadas foram MnPO dorsal, MnPO ventral, PVN
e SON.
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4 RESULTADOS

4.1 Determinacdo da dose de LPS

Como pode ser observado no Grafico 1 a administracao de diferentes doses
de LPS causa uma resposta bifasica, caracterizada por uma hipotermia seguida por
febre. Ao se aumentar a dose de LPS aumenta-se a resposta de hipotermia, no
entanto as respostas febris foram similares. A hipotermia tem seu nadir em
aproximadamente 90 minutos apos administracdo i.p. de LPS, ja a febre comeca
aproximadamente 3 horas apos LPS e é continua até o final das 8 horas totais de

avaliacao.
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Gréfico 1- Efeito da administragéo intraperitoneal (i.p.) de diferentes doses de LPS (500, 1000 e
2000pg/kg) ou veiculo sobre a temperatura corporea em ratos. A temperatura foi
mensurada até 8 horas apés o tratamento sendo que cada linha representa a temperatura
(°C) dos ratos.

Fonte: Da autora.

A variacdo de temperatura durante as 8 horas de experimento é calculada

com base na média da temperatura basal e mostrada no Grafico 2.
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Gréfico 2- Efeito da administracao intraperitoneal (i.p.) de diferentes doses de LPS (500, 1000 e 2000
pg/kg) ou veiculo sobre a variagdo da temperatura corpérea em ratos. A temperatura foi
mensurada até 8 horas apds o tratamento sendo que cada linha representa o delta de

temperatura (°C) dos ratos.
Fonte: Da autora.

A partir do Gréafico 2 pode-se calcular o indice térmico do periodo de

hipotermia e de febre, que correspondes respectivamente os tempo de 0 a 2 horas

( ff ) e de 3 a 7 horas ( jf ) que podem ser observados nos Gréficos 3 e 4,

respectivamente.
Baseando-se nos graficos e em estudos prévios, a dose escolhida (menor

dose que causa evidente hipotermia) para os experimentos posteriores foi a de 1000
HQ.

No grafico 3 observamos o indice térmico do periodo de 0 a 2 horas apés a
administracdo de LPS nas doses de 1000 e 2000 ug/kg que provocaram uma
reducdo do indice térmico quando comparado com o grupo controle (Fz.7;= 4,474;

p<0,05), caracterizando a hipotermia provocada pelo LPS.
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Gréafico 3- Efeito da administracdo intraperitoneal (i.p.) de diferentes doses de LPS (500, 1000 e
2000pg/kg) ou veiculo sobre a temperatura corpérea em ratos. O indice térmico (°C.min)
referente a integral do gréafico 2 no periodo de 0 a 2 horas (hipotermia). Valores expressos
como média + SEM *p<0,05; **p<0,01 comparado com o grupo Veiculo (ANOVA de uma
via seguido pelo pds-teste de Newman-Keuls).

Fonte: Da autora.

O Gréfico 4 mostra o indice térmico do periodo de 3 a 7 horas apos a
administracdo de LPS. Os grupos tratados com LPS nas doses de 1000 e 2000
Hg/kg apresentaram indice térmico maior que o controle (F327= 4,054; p<0,0183), ou

seja, 0 LPS em altas doses causa febre nos animais.
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Gréfico 4- Efeito da administragdo intraperitoneal (i.p.) de diferentes doses de LPS (500, 1000 e
2000pg/kg) ou veiculo sobre a temperatura corpérea em ratos. O indice térmico (°C.min)
referente a integral do gréafico 2 no periodo de 3 a 7 horas (febre). Valores expressos como
média + SEM *p<0,05 comparado com o grupo Veiculo (ANOVA de uma via seguido pelo
poés-teste de Newman-Keuls).

Fonte: Da autora.

4.2 Efeito dos endocanabindides na temperatura corp ~ 6rea em ratos

No Gréfico 5 observa-se o efeito do pré-tratamento com AM251 (antagonista
CB;,) ou veiculo sobre a resposta de hipotermia e de febre provocada pelo LPS. O
AM251 em conjunto com a administracdo de LPS causou aos animais uma
hipotermia exacerbada e uma febre atenuada quando comparada aos animais
controle e podem ser melhor analisados quando observamos a variacdo da

temperatura (gréafico 6).
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Gréfico 5- Efeito do pré-tratamento com AM251 (dose 5 pg/pL; i.c.v.) ou veiculo seguido de LPS
(1000 upg/kg; i.p.) ou salina na variacdo da temperatura em ratos. A temperatura foi
mensurada até 8 horas apds a administracéo de LPS sendo que cada linha representa a
temperatura (°C) dos ratos. O tratamento com AM251 altera a resposta febril induzida pela
sepse, exacerbando a hipotermia e atenuando a posterior febre.

Fonte: Da autora.
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Gréfico 6- Efeito do pré-tratamento com AM251 (dose 5 pg/uL; i.c.v.) ou veiculo seguido de LPS
(1000 pg/kg; i.p.) ou salina na variacdo da temperatura em ratos. A temperatura foi
mensurada até 8 horas apés a administracao de LPS sendo que cada linha representa a
temperatura (°C) dos ratos. O tratamento com AM251 altera a resposta febril induzida
pela sepse, exacerbando a hipotermia e atenuando a posterior febre.

Fonte: Da autora.

A partir do Gréafico 6 pode-se obter o indice térmico do periodo de hipotermia

(1.T.0-2) e de febre (1.T.3.7), conforme demonstrado nos Gréaficos 7 e 8. No grafico 7
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observamos uma reducdo do I.T.o» no grupo Veiculo + LPS, quando comparado
com o grupo Veiculo + Veiculo. A administracdo de AM251 ndo alterou a
temperatura do animal tratado com veiculo, porém acentuou a hipotermia do animal
tratado com LPS (F339= 13,27; p<0,0001). No grafico 8, no periodo de 3 a 7 horas
apos a administracdo de LPS (1.T.3.7) observa-se que a administracdo de Veiculo +
LPS provocou elevacao da temperatura (febre), quando comparado com o grupo
controle horas (Fz39= 4,776; p<0,0067). A administracdo de AM251 nao alterou a
temperatura do animal tratado com veiculo, porém atenuou a febre do animal tratado
com LPS.

O Gréfico 8 mostra que existe diferenca estatistica entre o grupo
Veiculo+Veiculo e o grupo Veiculo+LPS e entre o grupo Veiculo + LPS e o grupo
AM251+LPS de 3 a 7 horas (F3 39= 4,776; p<0,0067).

—~ 1

E 1 Veiculo
G 1 3 AM251
o

— 0 e—

(@]

3 1

£

1

o 17 *

8

£ T

*%k%

)
L
+*

Veiculo LPS

Gréfico 7- Efeito do pré-tratamento com AM251 (dose 5 pg/pL; i.c.v.) ou veiculo no indice térmico do
periodo de 0 a 2 horas apés os animais serem tratados com LPS (1000 ug/kg; i.p.) ou
salina. Valores expressos como média + SEM *p< 0,05, ***p<0,001 comparado com 0
grupo Veiculo + Veiculo; #p<0,05 comparado com o grupo Veiculo + LPS (ANOVA de uma
via seguido pelo pds-teste de Newman-Keuls).

Fonte: Da autora.
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Graéfico 8- Efeito do pré-tratamento com AM251 (dose 5 pg/uL; i.c.v.) ou veiculo no indice térmico do
periodo de 3 a 7 horas apés os animais serem tratados com LPS (1000 ug/kg; i.p.) ou
salina. Valores expressos como média + SEM *p<0,05 comparado com o grupo Veiculo
+ Veiculo; #p<0,05 comparado com o grupo Veiculo + LPS (ANOVA de uma via seguido
pelo pos-teste de Newman-Keuls).

Fonte: Da autora.

A AVP é considerada um agente antipirético endégeno e supde-se que esteja
envolvida nesta hipotermia exacerbada sendo liberada quando o sistema
endocanabindide esta bloqueado. Nos Graficos 9 e 10 conclui-se que existe a
participagcédo da vasopressina na termorregulacao, pois ao se usar um antagonista do
receptor V1 da vasopressina, a hipotermia que antes era exacerbada se modera, ou
seja, a presenca da vasopressina € importante para regular a hipotermia induzida

pela sepse.
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Gréfico 9- Efeito do pré-tratamento com AM251 (dose 5 pg/pL, i.c.v.) ou veiculo, seguida 45 min apés
de tratamento com antagonista V1 AVP (dose 500 ng/5 pL; i.c.v.) ou veiculo e de LPS
(1000 ug/kg; i.p.) ou salina 15 min apdés na temperatura em ratos. A temperatura foi

mensurada por até 8 horas apés a administragdo de LPS.
Fonte: Da autora.
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Grafico 10- Efeito do pré-tratamento com AM251 (dose 5 ug/uL, i.c.v.) ou veiculo, seguida 45 min
apos de tratamento com antagonista V1 AVP (dose 500 ng/5 uL; i.c.v.) ou veiculo e de
LPS (1000 pg/kg; i.p.) ou salina 15 min apds na variacdo da temperatura em ratos. A
temperatura foi mensurada por até 8 apds a administracéo de LPS.

Fonte: Da autora.

A partir do Grafico 10 pode-se obter o indice térmico conforme demonstrado
nos Graficos 11 e 12. No Grafico 11 observamos uma reducao do |.T.p.2 ho grupo
AM251 + Veiculo + LPS, quando comparado com o grupo AM251 + Veiculo +
Veiculo. A administracdo de AM251 ndo alterou a temperatura do animal tratado
com veiculo, porém acentuou a hipotermia do animal tratado com LPS e isso foi

revertido pela administracdo do antagonista V1 AVP (Fz3= 3,671; p<0,0234). A
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hipotermia existente foi revertida pela presenca do antagonista V1 da vasopressina,
isso indica sua participacdo na termorregulacdo durante a sepse. No periodo de 3 a
7 horas apo6s a administracédo de LPS (1.T.37) observa-se que os tratamentos nédo
alteraram a temperatura, porém percebe-se que existe uma tendéncia dos grupos

tratados com LPS possuirem um maior indice térmico.

~—~ 10_
E 4 AM251 + Veiculo
@) 1 T 71 AM251 + Antagonista V1 AVP
o 0.5+
S
O
E 00
)
|_
8 .05
ge] *
= Veiculo LPS
-1.0-

Gréfico 11- Efeito do pré-tratamento com AM251 (dose 5 pg/uL, i.c.v.) ou veiculo, seguida 45 min
ap6s de tratamento com antagonista V1 AVP (dose 500 ng/5 pL; i.c.v.) ou veiculo e de
LPS (1000 ug/kg; i.p.) ou salina 15 min apés no indice térmico do periodo de 0 a 2 horas
em ratos. Valores expressos como média + SEM *p<0,05 comparado com o grupo
AM251 + Veiculo + Veiculo; #p<0,05 comparado com o grupo AM251 + Veiculo + LPS
(ANOVA de uma via seguido pelo pds-teste de Newman-Keuls).

Fonte: Da autora.
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Grafico 12- Efeito do pré-tratamento com AM251 (dose 5 upg/uL, i.c.v.) ou veiculo, seguida 45 min
apos de tratamento com antagonista V1 AVP (dose 500 ng/5 uL; i.c.v.) ou veiculo e de
LPS (1000 ug/kg; i.p.) ou salina 15 min apés no indice térmico do periodo de 3 a 7 horas
em ratos.

Fonte: Da autora.
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J4& a administracio do AM404, que aumenta a disponibilidade de
endocanabindides, mostra uma menor hipotermia seguida de uma febre exacerbada.
Isso condiz com os experimentos anteriores, pois agora que ha disponibilidade de
endocanabindides, ha também a inibicdo de liberacdo de neurotransmissores. No
caso especifico da AVP, ndo havera sua liberagédo, fazendo com que a hipotermia
seja branda conforme pode ser visto nos Gréficos 13 e 14.
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Gréfico 13- Efeito do pré-tratamento com AM404 (dose 10 ug/5 pL; i.c.v.) ou veiculo seguido de LPS
(1000 pg/kg; i.p.) ou salina na temperatura em ratos. A temperatura foi mensurada até 8
horas apés a administracdo de LPS sendo que cada linha representa a temperatura (°C)
dos ratos. O tratamento com AMA404 altera a resposta febril induzida pela sepse,
atenuando a hipotermia e exacerbando a posterior febre.

Fonte: Da autora.
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Gréfico 14- Efeito do pré-tratamento com AM404 (dose 10 ug/5 pL; i.c.v.) ou veiculo seguido de LPS
(1000 pg/kg; i.p.) ou salina na variacdo da temperatura em ratos. A temperatura foi
mensurada até 8 horas apés a administracédo de LPS sendo que cada linha representa a
temperatura (°C) dos ratos. O tratamento com AM404 altera a resposta febril induzida
pela sepse, atenuando a hipotermia e exacerbando a posterior febre.

Fonte: Da autora.

A partir do Grafico 14 pode-se obter o indice térmico conforme demonstrado
nos Graficos 15 e 16. O Grafico 15 mostra que o grupo tratado com AM404 reverteu
a hipotermia induzida por LPS no I.T.g2 (F3.42= 4,332; p<0,001). O Grafico 16 mostra
gue o grupo com sepse e pré-tratado com AM404 exibiu uma febre mais exacerbada
que a febre dos animais tratados somente com o LPS no I.T.37 (F342= 5,390;
p<0,0034).



54

—_ 1-
-E ” Veiculo
G AM404
o
S
O
£ 0
NG
|_
(0]
O
e}
\E

-1 *

Veiculo LPS

Gréfico 15- Efeito do pré-tratamento com AM404 (dose 10 pg/5 pL, i.c.v.) ou veiculo no indice térmico
do periodo de 0 a 2 horas apds os animais serem tratados com LPS (1000 ug, ip) ou
salina. Valores expressos como média + SEM *p<0,05 comparado com o grupo Veiculo
+ Veiculo; #p<0,05 comparado com o grupo Veiculo + LPS (ANOVA de uma via seguido
pelo pés-teste de Newman-Keuls).

Fonte: Da autora.
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Graéfico 16- Efeito do pré-tratamento com AM404 (dose 10 pg/5 pL, i.c.v.) ou veiculo no indice térmico
do periodo de 3 a 7 horas apds os animais serem tratados com LPS (1000 ug, ip) ou
salina. Valores expressos como média + SEM *p<0,05; **p<0,01 comparado com 0O
grupo Veiculo + Veiculo; #p<0,05 comparado com o grupo Veiculo + LPS (ANOVA de
uma via seguido pelo pos-teste de Newman-Keuls).

Fonte: Da autora.
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4.3 Efeito dos endocanabinoides na interagdo social

O teste de interacéo social de 2 horas ap6s administracao de Veiculo ou LPS
indicou que o AM251 néo alterou o comportamento do animal tratado. J& o animal
tratado com AM404 quando exposto ao desafio imunolégico demonstrou uma menor
interacdo social mesmo comparado com o0 animal tratado somente com o LPS.
Sugere-se entdo que o sistema endocanabindide esteja relacionado nessa
caracteristica do comportamento doentio.

Conforme descrito na literatura os animais tratados com LPS possuem
comportamento diferente dos animais tratados com Veiculo, chamado
comportamento doentio, conforme pode ser visto nos Graficos 17 e 18.

Os grupos tratados com LPS desenvolveram um menor comportamento de
interacdo social, o qual € evidente nos grupos tratados com Veiculo (F3so= 11,76;
p<0,001 quando comparado Veiculo + LPS e Veiculo + Veiculo; p<0,0001 quando
comparado AM251 + LPS e AM251 + Veiculo). O AM251 nédo alterou o
comportamento doentio apresentado em animais com sepse. Portanto, o bloqueio da
sinalizacdo endocanabindide, utilizando-se o antagonista do receptor CB;, nédo

interferiu na interacdo social.
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Grafico 17- Efeito do pré-tratamento com AM251 (dose 5 ug/uL, i.c.v.) ou veiculo na interacdo social
de 02 horas apdés os animais serem tratados com LPS (1000 pg/kg; i.p.) ou salina.
Valores expressos como média + SEM **p<0,001 comparado com o grupo Veiculo +
Veiculo (ANOVA de duas vias seguido pelo pés-teste de Newman-Keuls).

Fonte: Da autora.

Os grupos tratados com LPS desenvolveram reducdo da interacdo social
evidenciado pelo menor tempo de interacdo com o animal intruso quando
comparados com os grupos tratados com Veiculo (Fs 3= 8,322; p<0,05).

O AM404 alterou o comportamento doentio apresentado em animais com
sepse, acentuando-o. Portanto, possivelmente a presenca de uma maior
disponibilidade de endocanabindides interferiu na interacdo social (WISKERKE et
al., 2012).

Pode-se observar que o0s animais tratados com LPS interagem menos como
forma de poupar energia para tentar restabelecer sua homeostase, e nesse caso 0s

animais tratados com o AM404 também pouparam energia.
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Gréfico 18- Efeito do pré-tratamento com AM251 (dose 10 pg/5 pL, i.c.v.) ou veiculo na interagao
social de 02 horas apds os animais serem tratados com LPS (1000 ug/kg; i.p.) ou salina.
Valores expressos como média + SEM ***p<0,001; **p<0,01 comparado com o grupo
Veiculo + Veiculo; #p<0,05 comparado com o grupo Veiculo + LPS (ANOVA de duas

vias seguido pelo pés-teste de Newman-Keuls).
Fonte: Da autora.

Quando se analisa a interacdo social 24 horas ap0s o estimulo conclui-se que
0S animais apresentam comportamento de animais saudaveis, isso demonstra que

depois de 24 horas o LPS ja ndo causa mais seus efeitos, conforme pode ser visto

nos Graficos 19 e 20.
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Gréfico 19- Efeito do pré-tratamento com AM251 (dose 5 pg/uL, i.c.v.) ou veiculo na interagdo social
de 02 horas ap6s os animais serem tratados com LPS (1000 ug/kg; i.p.) ou salina.

Fonte: Da autora.
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Gréfico 20- Efeito do pré-tratamento com AM404 (dose 10 pg/5 L, i.c.v.) ou veiculo na interagao
social de 02 horas ap0ds os animais serem tratados com LPS (1000 ug/kg; i.p.) ou salina.
Fonte: Da autora.

4.4 Efeito dos endocanabindides no ganho de peso e ingestao alimentar

O ganho de peso e a ingestdo alimentar fazem parte das caracteristicas
avaliadas no comportamento doentio. O ganho de peso e a ingestao alimentar nao
foram alterados quando administrou-se o AM251, conforme pode ser visto nos
Graficos 21 e 22. Os animais tratados com LPS apresentaram o comportamento de
menor ganho de peso e menor ingestao alimentar guando comparados com 0 grupo
tratado com o Veiculo (F33,=26,98; p<0,001). A administracdo do pré-tratamento

com AM251 néo alterou este comportamento (Grafico 21).
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Gréfico 21- Efeito do pré-tratamento com AM251 (dose 5 pg/uL, i.c.v.) ou veiculo no ganho de peso
ap6s os animais serem tratados com LPS (1000 pg/kg; i.p.) ou salina. O AM251 nao
alterou esse comportamento. Os animais tratados com LPS exibiram o comportamento
doentio como esperado. Valores expressos como média + SEM ***p<0,001 comparado
com o grupo Veiculo + Veiculo (ANOVA de duas vias seguido pelo pds-teste de
Newman-Keuls).

Fonte: Da autora.

Os grupos tratados com LPS apresentaram menor ganho de peso e ingestao
alimentar, o qual ndo é percebido nos grupos tratados com Veiculo (F340= 49,60;
p<0,05 apo6s 24 horas o estimulo). O AM251 nao alterou este comportamento nos
animais com sepse. Portanto, o bloqueio dos receptores CB; nao interferiu tanto no

ganho de peso quanto na ingestao.
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Gréfico 22- Efeito do pré-tratamento com AM251 (dose 5 pg/uL, i.c.v.) ou veiculo na ingestédo apés os
animais serem tratados com LPS (1000 ug/kg; i.p.) ou salina. O tratamento com AM251
nao alterou a ingestdo. Os animais tratados com LPS exibiram o comportamento doentio
como esperado. Valores expressos como média + SEM *p<0,05 comparado com o grupo
Veiculo + Veiculo (ANOVA de uma via seguido pelo pés-teste de Newman-Keuls).

Fonte: Da autora.

O ganho de peso e a ingestdo alimentar ndo foram alterados quando
administrou-se o AM404, conforme pode ser visto nos Graficos 23 e 24. Os animais
tratados com LPS apresentaram o comportamento de menor ganho de peso e
menor ingestao alimentar quando comparados com o grupo tratado com o Veiculo

(Fz32= 49,47; p<0,001). A administracdo do pré-tratamento com AM404 nao alterou
este comportamento.
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Gréfico 23- Efeito do pré-tratamento com AM404 (dose 10 pg/5 pL, i.c.v.) ou veiculo no ganho de
peso apos os animais serem tratados com LPS (1000 pg/kg; i.p.) ou salina. O tratamento
com AM404 ndo altera o ganho de peso. Os animais tratados com LPS exibiram o
comportamento doentio como esperado. Valores expressos como meédia + SEM
***n<0,001 comparado com o grupo Veiculo + Veiculo (ANOVA de duas vias seguido

pelo pés-teste de Newman-Keuls).
Fonte: Da autora.

Os grupos tratados com LPS obtiveram menor ganho de peso e ingestao
alimentar. No tempo de 4 horas os animais do grupo Veiculo + LPS ja comecaram a
exibir uma menor ingestao (F333= 3,004; p<0,05). No tempo de 6 horas os animais
do grupo AM404 + LPS também comecaram a exibir uma menor ingestdo (Fz33=
4,309; p<0,05). No tempo de 24 horas tanto os animais do grupo Veiculo + LPS
quanto AM404 + LPS exibiram menor ingestéo (F3 33= 64,48; p<0,001).
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Graéfico 24- Efeito do pré-tratamento com AM404 (dose 10 ug/5 L, i.c.v.) ou veiculo na ingestdo apds
0s animais serem tratados com LPS (1000 ug/kg; i.p.) ou salina. O tratamento com
AM404 altera a ingestdo. Os animais tratados com LPS exibiram o comportamento
doentio como esperado. Valores expressos como média + SEM *p<0,05; ***p<0,001
comparado com o grupo Veiculo + Veiculo (ANOVA de uma via seguido pelo pés-teste
de Newman-Keuls).

Fonte: Da autora.

O efeito de LPS nesse caso € perceptivel, assim como no caso da interacao
social, pois o comportamento doentio também € visualizado. O animal tratado com
LPS além de perder peso, ao contrario do animal tratado com veiculo que ganhou,
também ingeriu muito menos ragdo quando comparado ao grupo Veiculo. Essa
caracteristica pode ser devida ao armazenamento de energia, pois para se alimentar
o animal tem que se locomover e quando doente ha preferéncia em permanecer
parado estocando energia para restabeler a homeostase.

Os parametros analisados relacionados ao comportamento doentio nos
mostram que além da temperatura corpérea, a interacao social também é alterado
quando ha modificacbes no sistema endocanabindide. Ja o ganho de peso e

ingestdo ndo estdo inclusos nessa interacdo com o sistema endocanabindide.
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4.5 Efeito da administragéo central de antagonista endocanabindide (AM251)

sobre a ativacao neuronal

No Grafico 25 pode-se observar que tanto os animais pré-tratados com
AM251 quanto com Veiculo e tratados com LPS aumentaram o numero de células
positivas para Fos no MnPO dorsal (F316= 48,19; p<0,0001) quando comparado com

o grupo Veiculo, sendo que o AM251 néo altera esta resposta.
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Grafico 25- Fotomicrografias representativas (10x) de cortes de cérebros mostrando células positivas
para fos no MnPO dorsal e seu respectivo grafico. Pré-tratamento com AM251 (dose 5
pg/uL, i.c.v.) ou veiculo e em seguida tratados com LPS (1000 pg/kg; i.p.) ou salina.
Escala: 100 ym. Valores expressos como média + SEM ***p<0,001 comparado com o
grupo Veiculo + Veiculo (ANOVA de duas vias seguido pelo pés-teste de Newman-

Keuls).
Fonte: Da autora.

No Gréfico 26 pode-se observar que tanto os animais pré-tratados com
AM251 quanto com Veiculo e tratados com LPS aumentaram o nimero de células
positivas para Fos no MnPO ventral (F315=13,81; p<0,0003) quando comparado com

0 grupo Veiculo.
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Graéfico 26- Fotomicrografias representativas (10x) de cortes de cérebros mostrando células positivas
para fos no MnPO ventral e seu respectivo grafico. Pré-tratamento com AM251 (dose 5
pg/uL, i.c.v.) ou veiculo e em seguida tratados com LPS (1000 ug/kg; i.p.) ou salina.
Escala: 100 ym. Valores expressos como média + SEM **p<0,01 comparado com o0
grupo Veiculo + Veiculo (ANOVA de duas vias seguido pelo pés-teste de Newman-
Keuls).

Fonte: Da autora.

No Gréfico 27 pode-se observar que o pré-tratamento com AM251 diminuiu o
namero de células positivas para Fos nos animais com sepse no PVN (F3,,= 31,41,
p<0,0001) quando comparado com o grupo Veiculo + LPS. O grupo AM251 + LPS e
o grupo Veiculo + LPS também se diferenciam estatisticamente do grupo controle.

Houve interacdo entre o pré-tratamento e o tratamento (F1 19= 6,948; p<0,05).
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Graéfico 27- Fotomicrografias representativas (10x) de cortes de cérebros mostrando células positivas
para fos no PVN e seu respectivo grafico. Pré-tratamento com AM251 (dose 5 pg/uL,
i.c.v.) ou veiculo e em seguida tratados com LPS (1000 pg/kg; i.p.) ou salina. Escala: 100
um. Valores expressos como média + SEM ***p<0,001 comparado com o grupo Veiculo
+ Veiculo; ##p<0,01 comparado ao grupo Veiculo + LPS (ANOVA de duas vias seguido
pelo pés-teste de Newman-Keuls).

Fonte: Da autora.

No Gréafico 28 pode-se observar que tanto os animais pré-tratados com

AM251 quanto com Veiculo e tratados com LPS aumentaram o nimero de células
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positivas para Fos no SON (F320= 24,86; p<0,0001) quando comparado com 0 grupo

Veiculo.
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Graéfico 28- Fotomicrografias representativas (10x) de cortes de cérebros mostrando células positivas
para fos no SON e seu respectivo gréafico. Pré-tratamento com AM251 (dose 5 pg/uL,
i.c.v.) ou veiculo e em seguida tratados com LPS (1000 ug/kg; i.p.) ou salina. Escala: 100
um. Valores expressos como média + SEM ***p<0,001 comparado com o grupo Veiculo
+ Veiculo (ANOVA de duas vias seguido pelo pés-teste de Newman-Keuls).

Fonte: Da autora.



68

5 DISCUSSAO

5.1 Inducao de hipotermia e febre pelo LPS

A resposta bifasica que acontece na sepse consiste em uma hipotermia
seguida de febre (GIUSTI-PAIVA et al., 2002; SAIA et al., 2013; SAIA et al., 2008).
Essa mesma resposta foi observada em duas das trés doses escolhidas de 500,
1000 e 2000 pg/kg. Elevadas doses de LPS (1000 e 2000ug) administradas
perifericamente sdo suficientes para promover tanto hipotermia quanto febre.

Akarsu e Mamuk (2007) demonstraram que a dose de 250 pg causa uma
pequena e ligeira hipotermia aproximadamente 2 horas apdés a administracdo do
LPS, ja Liu e colaboradores (2012) viram que ao se administrar 5000 ug
perifericamente a resposta bifdsica acontece notavelmente (BISON et al., 2009;
ROMANOVSKY et al., 1998). A fim de elaborar uma curva de dose resposta
escolheu-se as doses de 500, 1000 e 2000 pg/kg para escolher a que apresentasse
resultados visiveis de hipotermia seguida de febre.

Al-Saffar e colaboradores (2013) viram que o LPS causa febre quando
administrado tanto central quanto perifericamente, porém a hipotermia so foi
visualizada com a administracéo periférica de LPS. A escolha pela administracao i.p.
de LPS é uma importante consideracdo a se fazer pois pode influenciar a
termorregulacdo bem como a comunicacao neuroimune (BASSI et al., 2012).

Outro fator crucial € a cepa da bactéria E. coli utilizada. Cada cepa possui
suas caracteristicas e pode causar sintomas mais ou menos evidentes, como por
exemplo maior ou menor producdo de prostaciclinas e atividade da enzima
conversora de angiotensina, entre outros (WATANABE e JAFFE, 1993). A cepa
escolhida e utilizada pelo Laboratério de Ciéncias Fisioldgicas da UNIFAL-MG é a
026:B6. Watanabe e Jaffe (1993) viram que as cepas de E. coli 055:B5 e 0111:B4
sdo mais potentes que 026:B6 quando estudada a producéo de prostaciclinas e a
atividade enzima conversora de angiotensina. A cepa de E. coli 055:B5 produz
somente febre enquanto que as cepas 0127:B8 e 0111:B4 produzem hipotermia
seguida de febre, ou seja, realmente ha diferencas quanto as respostas
termorregulatorias e as cepas utilizadas (DOGAN; ATAOGLU; AKARSU, 2000) . As
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doses elevadas utilizadas justificam-se pela cepa com menor poténcia e que causam
hipotermia ao animal.

A temperatura ambiente também deve ser considerada um importante fator no
controle da termorregulacdo. Um problema existente no meio cientifico € que muitos
experimentos sao realizados em temperaturas ambiente muito divergentes
(GOURINE et al., 2002). Nos estudos de Li e colaboradores (2003) a temperatura
ambiente utilizada foi 22-25 €, enquanto que Gourine e colaboradores (2002)
utilizaram 29-31 T. A resposta de termorregulacdo ao LPS depende da temperatura
ambiente, sendo que uma diferenca de poucos graus centigrados € suficiente para
alterar a resposta drasticamente, por exemplo, a partir de hipotermia a febre
(ROMANOVSKY et al, 1998; RUDAYA et al., 2005). A temperatura utilizada no
presente estudo foi subneutra, ou seja, menor que a temperatura neutra dos ratos.
Essa temperatura é utilizada para que possa haver o aparecimento de hipotermia.
Em temperaturas maiores a hipotermia nédo € visualizada e a resposta € composta
por 3 fases de febre (ALMEIDA et al., 2006).

No presente estudo a dose escolhida foi a de 1000 pg/kg de LPS i.p., pois
essa dose resultou em hipotermia e febre, sendo que a hipotermia € o assunto de
escolha em nosso trabalho.

5.2 Envolvimento dos endocanabindides na temperatura co rpérea em ratos

A sepse causada pela administracdo de LPS pode ser visualizada através de
varias alteragcdes comportamentais que podem ser chamadas de comportamento
doentio. No comportamento doentio 0s animais podem apresentar anorexia,
anedonia, prostracdo, menor locomotividade e também o aparecimento da febre
como descrito anteriormente (DE PAIVA et al., 2010; FABRICIO et al., 2005).

Os animais tratados com LPS apresentaram hipotermia seguida de febre, que
€ uma das alteracdes que ocorrem no comportamento doentio, e a administracao de
AM251 (antagonista CB1) além de atenuar a febre produzida pelo LPS, também

aumentou a resposta hipotérmica.
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A maioria dos processos biolégicos esta sujeita a um sistema de modulacao
enddgena e o sistema endocanabindide esta incluso nessa modulagédo. Portanto, a
sepse e o sistema endocanabindide estado interligados.

A influéncia dos endocanabindides no controle da regulacdo da temperatura
corpOrea durante a sepse é pouco abordada até agora. Estudos farmacoldgicos
evidenciam os efeitos promovidos pelos canabindides, incluindo antinocicepcao,
hipomotilidade, hipotermia, cataplexia, hiperfagia, e deterioracdo de processos de
aprendizagem e memoria (HILLARD, 2000; MURILLO-RODRIGUEZ et al., 1998;
STEIN et al., 1996; WILLIAMS; KIRKHAM, 2002).

A administragdo central e periférica da anandamida (endocanabindide) induz
mudancas comportamentais e celulares semelhantes aos promovidos por A%-THC. A
maioria das alteracbes moleculares e de comportamento observados apds a
administracdo da anandamida é consequéncia da ativacdo dos receptores CB1 e
CB2, esses efeitos podem ser bloqueados usando-se antagonistas especificos
(MURILLO-RODRIGUEZ, 2008).

Existem alguns antagonistas especificos para CB1 que sé&o utilizados
experimentalmente como rimonabant (SR141716) e AM251. Fraga e colaboradores
(2009) realizaram experimentos a fim de analizar a contribuicdo do receptor central
CB1 de canabindides e os mecanismos envolvidos na resposta febril induzida por
LPS. A administracdo sistémica de LPS induziu febre nos animais, essa febre foi
atenuada com o pré-tratamento com AM251 i.c.v. (5 ug/1 uL, mesma dose utilizada
em nossos experimentos). Também foi mostrado que inje¢des i.c.v. unicamente de
AM251 ndo alteraram a temperatura corporea dos animais controle. Além disso, o
tratamento com AM251 também atrasou o inicio da resposta febril ao LPS e o tempo
necessario para o pico de seu efeito. Os endocanabindides centrais parecem entao
desempenhar um papel relevante na termorregulacdo em animais com sepse
(FRAGA et al., 2009).

Estudos relatam que o tratamento tanto sistémico quanto central com
canabindides exdgenos induz respostas hipotérmicas em roedores (HOLTZMAN et
al, 1969; LOMAX; CAMPBELL, 1971; TAYLOR; FENNESSY, 1977; RAWLS et al,
2002). Da mesma forma, a administracdo sistémica de anandamida em ratos pode
causar respostas hipotérmicas, que s&do blogueados por tratamento i.p. de
antagonista do receptor CB1 SR141716A (CHAPERON; THIEBOT, 1999; COSTA et
al., 1999). Inversamente, a administragédo de A1-THC ou A9-THC, ambos derivados
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da Cannabis, causou efeitos duais em ratos, isto €, aumentos da temperatura
corpGrea em doses mais baixas, mas hipotermia profunda em doses mais elevadas
(SOFIA, 1972; TAYLOR; FENNESSY, 1977).

Pesquisas indicam que a administracdo sistémica do antagonista CB1
SR141716A impediu o desenvolvimento de febre induzida por LPS em ratos
(BENAMAR et al., 2007). A mesma pesquisa descobriu que injecdes periféricas de
agonistas CB1 WIN-55212-2 ou A9-THC, em doses que ndo causam hipotermia per
se, também inibiram a resposta febril ao LPS, e que o efeito antipirético de WIN-
55212-2 (que também reduziu os niveis plasmaticos de IL-6), foi impedido por
SR141716A. Os autores sugeriram que suas descobertas inesperadas poderiam
talvez dever-se a uma atividade agonista parcial de SR141716A em receptores CB1.
As conclusbes diferentes, a respeito das mudancas de temperatura corporea
induzida periférica (BENAMAR et al., 2007) e central (FRAGA et al., 2009) através
de injecbes de agonistas e antagonistas do receptor CB1, podem indicar que
endocanabindides centrais e periféricos tém funcdes moduladoras especificas nas
alteracdes da termorregulacéo induzidas por pirdgenos.

Para melhor compreensédo da fase hipotérmica induzida pela administracao
periférica de alta dose de LPS, a participacdo de neuromoduladores antipiréticos foi
sugerido como nosso objetivo de estudo. Embora o mecanismo da regulacdo da
hipotermia observada durante a sepse ndo seja completamente compreendido, &
provavel que resulte da interacdo de agentes pirogénicos e agentes antipiréticos. A
AVP € um agente antipirético endogeno (PITTMAN et al., 1998; KOZAK et al., 2000;
GIUSTI-PAIVA et al., 2003; ROTH et al, 2004). Uma elevacdo nos niveis
plasmaticos de AVP tem sido associada com uma maior intensidade de hipotermia
durante a endotoxemia (ROMANOVSKY et al., 2005). Derijk e Berkenbosch (1994)
foram os primeiros a sugerir o envolvimento de AVP na hipotermia causada por LPS.
Em seus estudos, esta hipotermia foi impedida por administracdo de um antagonista
seletivo dos receptores de vasopressina V1 (2 pg, i.c.v.). Oliveira-Pelegrin e
colaboradores (2009) também relataram que a hipotermia foi relacionada com um
aumento nos niveis plasméticos de AVP em animais com puncédo e ligacdo cecal
(cirurgia que também causa sepse). Isso sugere um papel da AVP na regulacdo da
temperatura corpérea durante a sepse.

Experimentos forneceram provas de que a AVP funciona como uma

substancia enddgena antipirética no sistema nervoso central (KASTING, 1989).
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Injecdo i.c.v. de PGE1 ap0s injecdo i.c.v. de um antagonista do receptor V1 da
vasopressina produziu um aumento significativo na temperatura central (TANG,
FEWELL; ELIASON, 1999). Da mesma maneira, em nossos experimentos observou-
se gue o antagonista do receptor V1 da vasopressina diminuiu a hipotermia induzida
pelo LPS e exacerbada pela administracéo i.c.v. de AM251.

Terlouw e colaboradores (1996) demonstraram que a administragdo i.c.v. de
AVP atenua a resposta de hipotermia. A resposta da temperatura, no entanto, nao
foi significativamente alterada pela administracdo i.c.v. unicamente de um
antagonista do receptor V1 da vasopressina, sugerindo assim que em condi¢des
fisiol6gicas, a AVP ndo desempenha um papel na resposta a temperatura em ratos
machos, somente quando ha algum estimulo, como por exemplo o LPS.

Nas fases iniciais da sepse ha um aumento acentuado nas concentracdes
plasmaticas de AVP. Com a progressdo do quadro, por razdes ainda nao
esclarecidas, esses niveis reduzem a concentragdes proximas as basais mesmo
permanecendo 0s sinais clinicos e laboratoriais de sepse (BRACKETT; SCHAEFER,
1985; LANDRY; LEVIN, 1997; SHARSHAR; BLANCHARD, 2003).

Apenas 10 a 20% do contetdo hormonal dentro da neurohipofise podem ser
liberados de uma vez so, e & medida que o conteudo é descarregado na circulacao,
a AVP continua a ser secretada em resposta a estimulos apropriados, porém em
uma velocidade reduzida (SKLAR; SCHRIER, 1983). Todo o processo de sintese,
transporte e estoque na neurohipdfise leva de 1 a 2 horas (CUNNINGHAM;
SAWCHENKO, 1991; HOLMES; PATEL, 2001). Em ratos, as concentracdes
plasmaticas de AVP aumentam nas 2 primeiras horas apés a administracdo de LPS
seguido de diminuicdo nas proximas 6 horas até sua queda em 24 horas (GIUSTI-
PAIVA et al., 2002). Pode-se observar que o pico de hipotermia se encontra nesse
intervalo de 2 horas.

Pode-se entdo afirmar que o bloqueio do sistema endocanabindide em
animais tratados com LPS modula a liberagdo de AVP que causa hipotermia
acentuada nos animais.

J4 a administracdo central de AM404 produziu aumento na temperatura
corpOrea dos ratos tratados com LPS, fazendo com que a hipotermia fosse atenuada
e a febre subsequente fosse exacerbada.

Além da inibicdo da FAAH (URB 597), a principal enzima responsavel pela
degradacdo da anandamida, e da administracdo de agonistas, também existe outra
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alternativa para aumentar a concentracdo enddégena de endocanabinoides. Pode-se
inibir o transporte para recaptacado da anandamida utilizando-se o AM404. As ac¢bes
do AM404 sao similares aquelas produzidas pela administracdo exogena de
anandamida. Inibidores do transporte de anandamida podem ser utilizados
experimentalmente para descobrir as fungbes do sistema endocanabindide
(PIOMELLI et al., 1998). Além disso, os inibidores de transporte de anandamida
podem oferecer uma abordagem racional para a elevacao dos niveis de anandamida
em seus sitios de langamento e podem resultar numa resposta mais seletiva do que
a ativacdo farmacoldgica direta dos receptores CB1 através de agonistas
(BELTRAMO et al., 2000).

Agonistas do receptor CB1 possuem um amplo espectro de respostas
comportamentais que incluem catalepsia, analgesia, movimento reduzido, e
hipotermia. O AM404 possui a capacidade de melhorar a sinalizacdo da anandamida
de uma forma dependente da demanda fazendo com que a anandamida se acumule
em regides especificas do SNC(PERTWEE, 1997). A liberacdo desta substancia
endocanabindide é desencadeada por estimulos adequados, como por exemplo a
alta dose de LPS.

Apesar disso, nossos resultados mostraram que a administracdo central do
inibidor da recaptacdo da anandamida AM404 n&o causou hipotermia, e sim
aumentou ainda mais a temperatura corporal do animal tratado com LPS.

Esse conflito de respostas encontradas pode ser encontrada na literatura ja
gue alguns autores afirmam que a anandamida causa hipotermia (SMITH et al.,
1994; PERTWEE, 1997) enquanto outros afirmam que a anandamida causa febre
(FRAGA et al., 2009).

Conclui-se entdo que existem fatores que podem interferir na resposta
termorregulatéria do sistema endocanabindide frente ao estimulo LPS. A
ativagdo/inibicio do sistema endocanabindide regula a liberacdo de
neurotransmissores que podem estar envolvidos diretamente na regulacdo da
temperatura corporal. Embora o mecanismo da regulacdo da hipotermia observada
durante a sepse ndo seja completamente compreendido, é provavel que resulte da
interacdo de agentes pirogénicos e agentes antipiréticos. A AVP é um agente
antipirético endogeno e uma elevacdo nos niveis plasmaticos de AVP tem sido
associada com uma maior intensidade no periodo de hipotermia durante a
endotoxemia (PITTMAN et al., 1998; KOZAK et al., 2000; GIUSTI-PAIVA et al., 2003;
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ROTH et al., 2004; ROMANOVSKY et al., 2005). Isso sugere um papel da AVP na
regulacdo da temperatura corpérea durante a sepse.

5.3 Envolvimento dos endocanabindides na interagdo soci al

Animais tratados com LPS apresentam interacao social diminuida, conforme
pode ser visto nas alteragdes envolvidas no comportamento doentio. O antagonista
CB; nao alterou esta resposta. O inibidor de recaptacéo de anandamida n&o alterou
a interacdo social dos animais controle, porém diminuiu ainda mais esse
comportamento quando tratados com LPS.

Os canabindides podem tanto acentuar quanto inibir a interacdo social em
ratos, dependendo de como o sistema endocanabindide é estimulado. A ativagéo
dos receptores canabinodides no cérebro, o qual ocorre por exemplo durante 0 uso
de Cannabis, inibe a sociabilidade e a administracdo do agonista canabindide
WIN55,212-2 também reduz o comportamento social. Porém, o inibidor da enzima
de recaptacdo da anandamida URB597 acentuou o comportamento social. Estes
resultados ressaltam a relacdo paradoxal entre exposicdo a Cannabis e de
sociabilidade (TREZZA; VANDERSCHUREN, 2008).

Outro fator que pode ser levado em conta é a dose das drogas administradas.
Isso faz com que a concentracdo dos endocanabindides varie e por conseguinte
haja alteracdo também no comportamento do animal devido as alteracdes de outros
neurotransmissores como adrenalina e serotonina (FENESSY; TAYLOR, 1977).

Além de estar relacionada a termorregulacdo, a AVP modula uma variedade
de comportamentos e processos cognitivos relacionados ao funcionamento social
(CALDWELL; DONALDSON; YOUNG, 2008). Muitos dos efeitos comportamentais
da AVP sdo mediados pela acéo central do receptor subtipo V1. Uma longa historia
de experimentacdo em AVP e V1 elucidou um papel fundamental para a ativacéo
desse receptor no reconhecimento social, bem como comportamentos sociais tipicos
mais complexos, como agressividade (ALBERS et al.,, 2006; BIELSKY; YOUNG,
2004).

Estudos demonstraram que a aplicacdo de AVP estende a memoéria de curto
prazo e habilidades de reconhecimento social (FERGUSON; INSEL; YOUNG, 2002;
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DONALDSON; SPIEGEL; YOUNG, 2010). Considerando-se que a AVP encontra-se
elevada ao se bloguear os receptores CB1 dos canabindides, o resultado esperado
entdo era que a interacdo social ocorresse mais que nos animais controle. Ja a
resposta de fase aguda a infeccdo € acompanhada por reducdes na investigacao
social (YEE; PRENDERGAST, 2012).

Estudos anteriores mostram que a aplicacdo aguda de SSR149415
(antagonista AVP V1b) faz com que os animais explorem lugares aversivos (labirinto
elevado em ratos, claro/escuro em camundongos) e diminui a interacdo social
(SERRADELEIL-LE et al.,, 2002; GRIEBEL et al., 2002). Em nossos estudos a
administracao do antagonista CB1 (AM251) nao alterou a resposta social, enquanto
a administracdo do inibidor da recaptcdo da anandamida (AM404) diminuiu o
comportamento social dos animais. Isso corrobora com o encontrado na
administracdo de SSR149415 que diminuiu o comportamento social (LITVIN;
MURAKAMI; PFAFF, 2011). Como dito anteriormente, o papel dos
endocanabindides na interacdo social é paradoxal possuindo varios fatores que
podem alterar isso, como método de administracdo, dose, estimulo, entre outros
(TREZZA; VANDERSCHUREN, 2008). Ja 24 horas ap6s o estimulo, o animal
tratado com LPS nao se diferenciou do animal controle quanto a interag&o social.

5.4 Envolvimento dos endocanabindides no ganho de peso e ingestao

alimentar

Durante a sepse o consumo de comida e agua estdo transitoriamente
reduzidos e o peso corporal é diminuido (GRANGER et al., 2012). Essa
caracteristica ndo se altera quando had modulagdo do sistema endocanabindide
através de administracdo de agonistas e antagonistas.

Rorato e colaboradores (2010) demonstraram que a administracdo de LPS
estimula o eixo HHA e aumenta os niveis de CRF que possui efeitos anorexigenos.
O LPS também estimula outro fator envolvido com hipofagia, a colecistoquinina, que
também possui efeitos anorexigenos. Ambos tem seu papel na diminuicdo de ganho

de peso e ingestdo alimentar em animais com sepse.
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Rimonabant quando administrado isoladamente inibe a ingestao de alimentos
e 0 ganho de peso corporal, este agente produz nauseas e distirbios psiquiatricos
como efeito colateral em seres humanos (JANERO; MAKRIYANNIS, 2009). Em ratos
0 AM251 produz nausea e vomitos (MCLAUGHLIN et al., 2005). Outros antagonistas
do receptor CB1 como o AM4113 também demonstraram reduzir a alimentacdo e o
ganho de peso em ratos mas sem os efeitos secundarios de nduseas ou vomitos
(CHAMBERS et al., 2007; SALAMONE et al, 2007; SINK et al, 2008).

Quando associada sepse e sistema endocanabindide observou-se que
agonistas e antagonistas de CB1 nao se diferenciaram de seus controles. Nossos
resultados demonstraram que a administracdo tanto de AM251 quanto de AM404
I.c.v. em ratos nao alterou a ingestao dos animais e nem o ganho de peso tanto dos

animais controle quanto dos animais tratados com LPS.

5.5 Envolvimento da administracdo central de antagonist a endocanabindide

(AM251) sobre a ativagao neuronal

Animais tratados com LPS apresentam um aumento na expressédo de Fos.
Quando os animais tratados com LPS foram pré-tratados com AM251, o PVN
mostrou menor expressao de Fos enquanto nas areas MnPO dorsal, MnPO ventral e
no SON nao houve alteracédo da expressao.

A expressdo de Fos pode ser induzida por diferentes estimulos agudos
incluindo hemorragia, contencédo e estresse por éter, estimulos nocivos, febre
induzida pela administracdo de endotoxina e administracdo de substancias
biologicamente ativas diferentes (ROBERTS et al, 1993; MIYATA et al, 1995;
SMITH; DAY, 1994).

A sequéncia de eventos que conduzem a inducdo de proteina Fos no cérebro
inclui a despolarizacdo dos neurdnios, a liberacéo e ligacdo do neurotransmissor aos
receptores pos-sindpticos, ativacdo de sistemas de segundos mensageiros, e
transcricdo/traducdo de Fos (KJAER et al, 1994). Estudos tém sugerido que a AVP,
OT, CRF, ACTH, e os neurdnios de encefalina podem estar envolvidos na expressao
de Fos (KJAER et al, 1994). Foi demonstrado que a proteina Fos € induzida no PVN
e SON por injecbes sistémicas de LPS, além disso, um aumento do namero de
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células Fos positivas foi observado em outras regides do cérebro, como a area
septal lateral, BNST, POA, amigdala, e locus coeruleus apo6s indugcdo de sepse
(D"COSTA et al., 1991). Nossos resultados corroboram com tais afirmacdes visto
gue houve aumento significativo de expresséo de Fos nos animais tratados com LPS
guando comparados com veiculo nas seguintes areas: MnPO dorsal, MnPO ventral,
PVN e SON.

A liberacdo de prostaglandinas, bem como a histamina, representam o0s
mediadores primarios da acdo da endotoxina nas aferéncias periféricas. Estes
resultados sugerem que expressao de Fos induzida por LPS no cérebro é pelo
menos parcialmente mediado pela liberacdo de histamina periférica, pois a
administracdo de um antagonista H1 (difenidramina) reduz expressao de Fos. Assim
como as prostaglandinas, pois a administracdo de indometacina pode tanto inibir
quanto diminuir Fos (WAN et al., 1994).

Em resumo, estes resultados mostram que ha um comum substrato neural
que é ativado por uma variedade de estimulos que geram potentes respostas
autondmicas e neuroenddcrinas. No entanto, é evidente que existem diferentes vias
neurais através do qual este circuito central comum pode ser ativado (WAN et al.,
1994).

O aumento da corticosterona no plasma induzido por LPS é acompanhado
por um aumento acentuado do numero de células que expressam a proteina Fos no
PVN consistente com a ativacdo do eixo HHA (HARE; CLARCKE; TOLCHARD,
1996).

No que diz respeito aos mecanismos centrais de hipotermia induzidos por
LPS o BNST possui um importante papel. A parte dorsal deste nucleo contém
neurbnios vasopressinérgicos que se projetam para a area ventral do septo e estao
envolvidos na antipirese enddgena. A hipotermia induzida por LPS é acompanhado
por um aumento acentuado do numero de células que expressam a proteina Fos no
BNST, enquanto que a febre sozinha induzida por LPS néo ativa o0 BNST (HARE;
CLARCKE; TOLCHARD, 1995).

Neurdnios da POA sdo conhecidos por serem o local central da
termointegracdo do SNC e é conhecido como centro termorregulatorio (STEINER;
ANTUNES-RODRIGUES; BRANCO, 2002). O MnPO e o MPO foram ambos

implicados no controle da temperatura do corpo, a ativacdo ocorre nessas regides
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geralmente em resposta a ambientes quentes (MARUYAMA et al., 2003; SCAMMEL,
PRICE; SAGAR, 1993).

O sistema hipotalamo-neurohipofisal é altamente composto de neurdnios
magnocelulares no PVN e SON, esses ax0nios se projetam para a neurohipofise. O
PVN e o SON estdo envolvidos nas atividades corpoéreas, incluindo, mas nao
limitado a, regulagdo osmotica, controle cardiovascular, parto e lactacao,
homeostase energética e da resposta ao estresse, resultando em uma plasticidade
funcional, permitindo a modulacdo necessaria para responder as demandas
fisiologicas de forma adequada (HINDMARCH; MURPHY, 2010). Sob condi¢bes
normais, 0s neurdnios magnocelulares do PVN e SON sintetizam principalmente
AVP e OT (SWAAB; NIJVELDT; POOL, 1975). E importante notar que o hipotalamo
€ particularmente enriquecido com receptores CB1 (TSOU et al., 1998).

O sistema endocanabindide medeia parte da termorregulacdo aguda e das
respostas endocrinas ao LPS (FRAGA et al, 2009; STEINER et al., 2011). A ativagédo
do eixo HHA, também uma caracteristica da resposta ao LPS, faz com que haja uma
rapida mudanca no conteudo endocanabindide no cérebro e alteracdo na expressao
de receptores de CB1 (WANG et al., 2012; HILL; HUNTER; MCEWEN, 2009).

O mecanismo pelo qual se altera a expressao de CB1 pelo LPS nao é
conhecido. No entanto, ha evidéncias de que a febre induzida pelo LPS envolve
endocanabindides (FRAGA et al., 2009). A producéo endocanabindide pode causar
regulacdo de CB1. De acordo com esta possibilidade, agonistas CB1 induzem
downregulation do receptor dentro de minutos a horas (STRAIKER; WAGER-
MILLER; MACKIE, 2012).

Anandamida foi administrado em ratos machos por meio de uma unica injecao
i.p. (0,02mg/kg). Em uma experiéncia paralela, a administracdo de anandamida foi
precedida pela injecdo de rimonabant (1,0 mg/kg), antagonista do receptor de
canabindide. Utilizando-se de marcacdo da proteina Fos por imunohistoquimica,
observou-se que a parte parvocelular do PVN foi ativado 45 min apds a injecéo de
anandamida, isto €, o PVN mostrou uma imunorreatividade aumentada. O pico de
imunurreatividade foi observada 90 min apdés o tratamento. Ja a prévia
administracdo de rimonabant potencializou a secre¢cdao hormonal, assim como o
namero de duplas marcacdes para Fos/AVP no SON e PVN dos animais (WENGER
et al., 1997).
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O ndcleo central da amigdala, o hipocampo e o giro dentado revelaram uma
elevacdo na expressdo de Fos ap6s administracdo aguda de anandamida, resposta
semelhante foi observada no BNST e na POA (PATEL et al., 1998). No hipotalamo,
tanto o nucleo periventricular quanto o ndcleo paraventricular mostraram elevacgao
na expressdo de Fos. O SON e a eminéncia mediana mostraram Fos quando
comparados com 0s animais controle. Todos o0s ndcleos positivos atingiram um nivel
maximo de expressdo de Fos 2h apds a injecdo, no entanto, varios nucleos
apresentaram uma variacao na duracéo da ativacao (PATEL et al., 1998).

Estudos mostraram que a administragdo de anandamida aumenta
significativamente os niveis de ACTH e CRF. Este resultado é consistente com a
expressdo de Fos no PVN apds a administracdo de anandamida (WENGER et al.,
1997). Em conjunto, estes dados indicam que o PVN poderia ser o local no qual um
aumento marcado em ACTH e corticosterona € iniciada pela anandamida
(WEIDENFELD; FELDMAN; MECHOULAM, 1994).

O sistema endocanabindide atua como um tampao contra os efeitos do
estresse no cérebro. Episddios repetidos de tensdo sdo acompanhados por um
aumento nos niveis de endocanabindides no sistema limbico e no hipotdlamo. O
tratamento agudo com um antagonista do receptor CB1 pode inverter esse estresse
(PATEL et al, 2004).

O grupo tratado com AM251 + LPS possui uma menor expressao de Fos no
PVN que o grupo Veiculo + LPS, o PVN modula a homeostase energética e também
esta relacionada a termorregulacdo. Como a marcagao de Fos € inespecifica, ndo se
pode afirmar com certeza o que esta diminuindo essa expressao.

Estes dados sugerem que o sistema endocanabindide atua para modular ou
diminuir a ativacdo do eixo de tensdo neural (PATEL et al, 2005). Como dito
anteriormente, essa teoria corrobora com nossos resultados pois o PVN mostrou

uma menor expressao de Fos.
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6 CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos pode-se afirmar que a dose de 1000 pg/kg de
LPS induz hipotermia seguida de febre. Essa hipotermia € acentuada e a febre
atenuada quando ha a administragcdo do antagonista CB1 (AM251). A AVP é um
antipirético endégeno que ao ser bloqueado atenua essa resposta de hipotermia, ou
seja, o sistema endocanabindide € neuromodulatorio e esta envolvido no controle da
liberacdo de AVP e consequentemente da termorregulagcdo. A administracdo do
agonista CB1 (AM404) tem resposta antagonica, o animal tratado com LPS tem a
hipotermia atenuada e a febre acentuada.

Algumas caracteristicas do comportamento doentio, além da febre, como a
interacdo social e o ganho de peso e ingestdo também foram testados com agonista
e antagonista CB1 em animais tratados com LPS, porém somente a interagdo social
de 02 horas apds o estimulo teve diferenca dos animais controle. Os animais pré-
tratados com AM251 e tratados com LPS apresentaram uma interacéo social menor.

A expressdo de Fos dos animais tratados com LPS se apresenta acentuada
guando comparada com animais controle. A administragdao de AM251 néo alterou a
expressdo de Fos nas areas MnPO ventral, MnPO dorsal e SON, ja o PVN que é o
nacleo relacionado a modulacdo da homeostase teve expresséo de Fos diminuida.

Pode-se entdo concluir que o sistema endocanabindide possui influéncia na
hipotermia e febre em animais tratados com LPS, sendo que a hipotermia possui
como um de seus causadores a AVP. Além da termorregulagéo, houve alteracdo da
interacéo social que também é caracteristico do comportamento doentio induzido na

sepse.
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