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RESUMO

O envolvimento dos endocanabinodides no controle da temperatura corporal e na resposta
febril ainda ndo estavam bem claros. Por esta razdo, o presente estudo teve como objetivo
investigar o envolvimento dos canabindides enddgenos no controle da temperatura
corporal e na resposta febril. As alteragdes na temperatura corporal foram medidas em
intervalos de 30 minutos até a sexta hora apos a administracdo do tratamento, através de
uma sonda retal em ratos Wistar machos. Todos os pré-tratamentos foram administrados
30 minutos antes do tratamento. Tanto a administragdo intracerebroventricular (0,01, 0,1,
1 e 10 pg/2 ul, ic.v.) como intrahipotalamica (0,1, 1, 10 e 100 ng/0,2 pl, i.h.) de
anandamida (AEA) induziram aumentos dose-dependentes na temperatura corporal. O
aumento na temperatura corporal induzido pela AEA (1 pg, i.c.v.) foi precedido e
acompanhado por uma redu¢do da temperatura da pele da cauda dos animais o que foi
causado por uma significativa vasoconstricao representada pelo indice de perda de calor
(IPC). A dose de 1 pg, i.c.v. de AEA foi selecionada para os demais experimentos. O
URB597 (0,001, 0,01, 0,1, 1, 10, 100 e 1000 ng/2 ul, i.c.v.), inibidor da enzima amido
hidrolase dos acidos graxos (FAAH, do inglés fatty acid amide hydrolase), promoveu uma
curva em forma de sino. O agonista CB; seletivo ACEA (0,001, 0,01, 0,1 e 1 pg/2 ul,
i.c.v.) também induziu um aumento na temperatura corporal em forma de sino. O pré-
tratamento dos animais com o antagonista CB; seletivo, AM251 (1,0, 5,0 ¢ 10,0ng/2ul,
i.c.v.) reduziu de forma dose-dependente a resposta febril induzida pela AEA e ACEA
0,01pg, i.c.v. A dose 5 ng de AM251 foi selecionada para os demais experimentos. A
injecdo i.c.v. do agonista CB, seletivo AM1241 (0,01, 0,1 e 1 pg/2 ul, i.c.v.) ndo
promoveu nenhuma alteracdo significativa da temperatura corporal. O pré-tratamento com
o antagonista CB; seletivo AM630 (10 pg/2 pl, i.c.v.), assim como com o antagonista dos
receptores vaniloides capsazepina (1, 3 e 10 pug/2 pl, i.c.v.), ndo alteraram a resposta febril
induzida pela AEA. O inibidor ndo seletivo das enzimas ciclooxigenase (COX)
indometacina (2 mg/kg, i.p.), € o inibidor seletivo da COX-2 celecoxib (5 mg/kg, p.o.),
reduziram a febre induzida pela AEA. A AEA induziu um aumento significativo na
concentracdo de PGE; no fluido cerebroespinal (CSF) que foi abolido pelo pré-tratamento
com o AM251. O antagonista ndo seletivo dos receptores opiodides, naloxona (1 mg/kg,
s.c.), aboliu a febre induzida pela AEA. Por sua vez, a AEA aumentou a concentracdo no
CSF de B-endorfina. O pré-tratamento com AM251 foi capaz de reduzir este aumento
induzido pela AEA. O AM251 também reduziu a febre induzida pelo lipopolissacarideo
(LPS 50 pg/kg, i.p.), interleucina (IL)-1B (3 ng, i.c.v.), fator de necrose tumoral (TNF)-a
(250 ng, i.c.v.), IL-6 (300 ng, i.c.v.), fator liberador de corticotrofina (CRF 2,5 pg,i.c.v.) e
da endotelina (ET-1 1 pmol, i.c.v.). Porém, o AM251 nio foi capaz de reduzir a resposta
febril induzida pelas prostaglandinas (PGE, 250 ng, i.c.v.) ¢ PGF,, (250 ng, i.c.v.) Em
conjunto, estes dados sugerem que a AEA, pela ativagdo dos receptores CBj, € capaz de
induzir febre. Esta resposta ¢ dependente da sintese/liberagdo de prostaglandinas e
opidides endogenos. Além disso, os endocanabindides estdo envolvidos no
desenvolvimento da resposta febril induzida pelo LPS e por diversos mediadores que
orquestram esta resposta incluindo IL-13, TNF-a, IL-6, CRF ¢ ET-1, mas ndo PGE; ou a
PGFy.

Palavras-chaves: Febre, endocanabinoides, anandamida, LPS, citocinas, prostaglandinas e
opioides endogenos.



ABSTRACT

The involvement of endocannabinoids in the control of body temperature and in the fever
response has not been well understood. For this reason, the present study aimed to
investigate the contribution of the endogenous cannabinoids on the body temperature
control and in the febrile response. Changes in rectal temperature were measured in a 30
min interval up to 6h by inserting a thermistor probe in the rectum of male Wistar rats. All
pre-treatments were made 30 min before the stimuli. Both intracerebroventricular (AEA
0.01, 0.1, 1 and 10 pg/2 pl, i.c.v.) and intrahypothalamic (0.1, 1, 10 and 100 ng/0.2 ul,
i.h.) injection of anandamide induced a dose dependent increase on body temperature. The
increase on body temperature induced by AEA (1 pg, i.c.v.) was preceded by a decrease
in the tail skin temperature and consequently by a significant vasoconstriction represented
by the heat loss index (HLI). The dose of 1 pg, i.c.v. was selected for the following
experiments. The fatty acid amide hidrolase inhibitor, URB597 (0.001, 0.01, 0.1, 1, 10,
100 and 1000 ng/2 ul, i.c.v.), induced a bell shaped increase on body temperature. The
selective CB; agonist ACEA (0.001, 0.01, 0.1 and 1 pg/2 pl, i.c.v.) also induced a bell
shaped increase on body temperature. The i.c.v. pre-treatment with the selective CB,
antagonist AM251 (1, 5 and 10 pg/2 pl, i.c.v.) reduced in a dose dependent fashion the
fever induced by AEA (1 ug, i.c.v.) and ACEA (0.01ug, i.c.v.). The dose of 5 ug, i.c.v. of
AM251 was selected for the following experiments. The i.c.v injection of the selective
CB; agonist AM1241 (0.01, 0.1 and 1 pg/2 pl, i.c.v.) did not induce a significant change
on body temperature. Both the pretreatment with the CB, selective antagonist AM630 (10
png/2 ul, i.c.v.), as with the vanilloid receptor antagonist capsazepine (1, 3 ¢ 10 pg/2 pl,
i.c.v.) did not reduced the febrile response induced by AEA. The non-selective
cyclooxygenase (COX) inhibitor, indomethacin (2 mg/kg, i.p.) and the selective COX-2
inhibitor, celecoxib (5 mg/kg, p.o.) reduced the fever induced by AEA. AEA induced an
increase in the PGE, concentration in the cerebrospinal fluid (CSF), which was abolished
by the pre-treatment with AM251. The non-selective opioid receptor antagonist naloxone
(1 mg/kg, s.c.) abolished the fever induced by AEA. AEA also increased the B-endorphin
concentration in the CSF. AM251 reduced this B-endorphin increase. AM251 also
reduced the fever response induced by lipopolysaccharide (LPS 50 pg/kg, i.p.),
interleukin (IL)-1B (3 ng, i.c.v.), tumor necrosis factor (TNF)-a 250 ng, i.c.v.), IL-6 (300
ng, i.c.v.) corticotrophin release factor (CRF) 2.5 ug, i.c.v.) and endothelin (ET)-1 (1
pmol, i.c.v.). Nevertheless AM251 was not able to reduce the fever induced by
prostaglandins (PG)E; (250 ng, i.c.v.) and PGF;, (250 ng, i.c.v.). Altogether, these results
suggest that AEA, through the activation of the CB; receptors, is able to induce a true
fever. This response is dependent on the synthesis and release of prostaglandin and
opioids. Besides, endocannabinoids are involved in the development of the febrile
response induced by LPS and by the different mediators that orchestrate this response (IL-
1B, TNF-a, IL-6, CRF e ET-1), but not of PGE, and PGF,.

Key-words: Fever, endocannabinoids, anandamide, LPS, cytokines, prostaglandins and (-
endorphin
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1.1 O Processo Inflamatério e a Resposta de Fase Aguda

Os seres vivos sao expostos constantemente a uma grande variedade de agentes
potencialmente fatais que incluem agentes de origem fisica, quimica e/ou microbiana.
Felizmente, a maioria dos seres vivos ¢ dotada de sistemas de defesa complexos e
eficientes que permitem combater estes agentes agressores. Dentre estes sistemas destaca-
se a reacgdo inflamatoria, cuja ativagdo resulta na mobilizacdo de células pertencentes ao
sistema imune ¢ na produ¢ao de mediadores inflamatorios.

A reacdo inflamatodria visa restaurar a homeostase do tecido agredido atuando
através da diluicdo, destruicdo ou isolamento dos agentes agressores (revisado por
GALLIN et al., 1992; CRONSTEIN ¢ WEISSMANN, 1993). Contudo, a magnitude desta
resposta pode ser tal que os mediadores liberados alcangam a circulacdo sangiiinea
desencadeando um sistema complexo de reagdes organizadas, que sdo coletivamente
chamadas de resposta de fase aguda (RFA). Esta resposta é caracterizada por sinais e
sintomas como febre, aumento da produgdo de proteinas de fase aguda, leucocitose,
ativagdo do sistema complemento, alteragdo nas concentragdes plasmaticas de metais
como ferro, zinco e cobre (STADNYK e GAULDIE, 1991).

A RFA ¢ iniciada e mediada por um grande numero de proteinas soluveis que
regulam o sistema imune, designadas citocinas. Estas podem ser produzidas por diferentes
tipos celulares como polimorfonucleares, monocitos, linfocitos, fibroblastos, células
endoteliais, células da glia, dentre outras (revisado por ZEISBERGER, 1999). Estas
citocinas podem ser divididas em pro-inflamatorias, que sdo responsaveis por desencadear
e direcionar o processo inflamatério ou antiinflamatorias, que conferem protecdo contra
uma reag¢do exagerada, bem como promovem a finalizacdo do processo inflamatorio.

Dentre os mediadores pro-inflamatorios destacam-se as interleucinas (IL)-1 (o e B), fator
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de necrose tumoral-o. (TNF-a); IL-6, proteina inflamatoéria derivada de macréfagos-1
(MIP-1); o fator pirogénico pré-formado em macréfagos (PFPF) dentre outras. Por sua
vez, dentre os mediadores antiinflamatdrios encontram-se a IL-10, arginina vasopressina
(AVP) e os glicocorticoides (KUBES, 1993).

Dentre os fendmenos da RFA, um dos mais evidentes € comumente associados as

doengas ¢ a resposta febril, sendo por esta razdo um dos mais estudados e conhecidos.

1.2 Controle da Temperatura Corporal e Resposta Febril

A temperatura corporal ¢ regulada tanto em animais homeotérmicos (endotérmicos)
como nos heterotérmicos (ectotérmicos; poiquilotérmicos), embora neste tltimo grupo este
controle dependa da temperatura ambiente (BLATTEIS, 1998).

De modo geral, acredita-se que a temperatura corporal seja regulada por uma ativa
rede neuronial, que exerce seus efeitos sobre os sistemas controladores da temperatura
presente por todo o corpo (ADLER et al., 1988). Muitas evidéncias sugerem que o local de
controle termorregulatério primario nos mamiferos, que sdo endotérmicos, seja a area pré-
Optica do hipotdlamo anterior (APO/HA), a qual receberia as informagdes aferentes dos
neurdnios sensoriais de frio e de calor provenientes tanto da periferia do corpo como dos
6rgaos internos. No entanto, existem outros locais como, por exemplo, a medula espinhal
que também sdo de grande importancia para a termorregulacdo. (BLIGH, 1973; NECKER,
1984; GRIFFIN, 2004).

Estudos eletrofisiologicos realizados na APO/HA demonstraram que esta area
apresenta uma classe especial de neurénios capaz de responder a alteragdes de temperatura.
Cerca de 30% dos neurdnios presentes nesta estrutura sdo classificados como sensiveis ao

calor, uma vez que sua freqii€ncia de disparos aumenta durante o aquecimento ¢ diminui
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durante o resfriamento da APO/HA. Ha ainda uma classe de neurénios em menor quantidade
denominados de sensiveis ao frio que, ao contrario dos neurdnios sensiveis ao calor,
aumentam sua freqiiéncia de disparos durante o resfriamento e diminuem durante o
aquecimento da APO/HA (BOULANT, 1998; 2000; 2006). Os demais neuronios nesta area
sdo considerados insensiveis a variagdes de temperatura, ou seja, ndo apresentam alteracao
de sua freqiiéncia de disparos durante o aquecimento ou resfriamento.

Fisiologicamente, a freqiiéncia de disparo dos neurdnios termosensiveis, localizados
na APO/HA, ¢ afetada tanto por variagcdes da temperatura sanguinea adjacente, como por
influéncia de conexdes diretas com termoreceptores distribuidos na pele € nos musculos
(DINARELLO et al., 1988). Assim, em resposta a variagdes de temperatura, os neurdnios
hipotalamicos iniciam respostas termorregulatorias apropriadas (retengdo, producdo ou perda
de calor), com o objetivo de manter a temperatura interna constante.

BOULANT (2000), por meio de estudos de estimulagdo térmica, demonstrou que o
resfriamento da APO/HA promove o aumento da temperatura corporal, inicialmente por
evocar respostas de retengao de calor, as quais incluem vasoconstricao cutanea, piloeregao
e alteracdes comportamentais como a procura por ambientes favoraveis. Em seguida,
ocorrem respostas de producdo de calor, tais como termogénese provocada por tremores
(shivering), termogénese desencadeada pelo aumento da atividade metabolica do tecido
adiposo marrom (non-shivering) e termogénese quimica, decorrente da elevacdo dos
niveis de hormoOnios metabolicos, tais como tiroxina (T4), catecolaminas e
glicocorticdides. Por outro lado, o aquecimento da APO/HA promove vasodilatacdo
cutanea, sudorese, e varias respostas comportamentais que favorecem a perda de calor.

Neste contexto, surge o conceito de ponto de regulagem ou ponto de balango (set
point). O modelo do ponto de regulagem pode ser descrito simplificadamente como a

regulacdo da temperatura corporal dentro dos niveis determinados pela APO/HA. Este
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ponto de regulagem da temperatura corporal relativamente constante, pode ser alterado
em algumas situagdes patoldgicas, principalmente nas de origem microbiana, como as
causadas por virus e bactérias onde o individuo apresenta um aumento da temperatura
corporal conhecido como febre (DINARELLO, 1997). Assim, a febre consiste na
elevagdo controlada da temperatura interna de um organismo para niveis acima dos
normais, decorrente de uma alteracdo do ponto de termorregulagem hipotaldmico
(DINARELLO et al.,, 1988). A elevacdo do ponto termorregulatério desencadeia a
inibicdo de mecanismos de perda de calor e a ativacdo de mecanismos de producdo e
retencdo de calor (DINARELLO et al., 1988; KLUGER, 1991; BOULANT, 2000).

Vale ressaltar que febre ¢ um processo distinto de hipertermia. Na hipertermia, o
ponto de regulagem hipotalamico ndo ¢ alterado e o aumento da temperatura corporal
observado ¢ decorrente do comprometimento dos mecanismos de dissipacdo de calor ou
de situagdes em que a dissipac¢do ndo ¢ suficiente para a manutengdo da temperatura em
niveis normais, devido a uma produgdo excessiva de calor ou a temperaturas externas
muito elevadas (DINARELLO et al., 1988; BLATTEIS, 2006). Uma caracteristica
temorregulatoria comportamental familiar a qualquer pessoa e que diferencia as duas
situacdes ¢ que pessoas em estado febril preferem ambientes quentes, facilitando a
conservacgdo de calor; enquanto pessoas com hipertermia preferem ambientes frios, a fim
de perder calor (BLATTEIS, 2006).

Contudo, qual seria o beneficio para o organismo deste aumento controlado da
temperatura corporal? Tem-se demonstrado que o aumento da temperatura corporal traz
beneficios nas situagdes de infeccdo. Nesta situacdo, ha aumentos na capacidade
fagocitica das células de defesa, na migragdo de neutréfilos, na proliferacdo de células T e
na produgdo de radicais livres de O, além de uma redugdo na proliferacdo de alguns

agentes infectantes (BLATTEIS, 1998).
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ATKINS (1960) propds que diferentes substidncias exdgenas provenientes de
virus, bactérias ou fungos seriam capazes de induzir resposta febril (por isso foram
chamados pirogénios exogenos PEx), além de produzirem também outros sinais e
sintomas da inflamacdo. Estes PEx entrariam entdo em contato com células fagociticas
que, por sua vez, produziriam e liberariam mediadores enddgenos da resposta febril,
sendo estes designados pirogénios endogenos (PE).

Sendo assim, para estudar a resposta febril em laboratorio, algumas estratégias sao
adotadas para mimetizar, em animais, o que ocorre em um organismo infectado por um
agente agressor. Sabe-se que as infec¢des com bactérias GRAM-negativas em particular
resultam na liberacdo de complexos lipopolissacarideos (LPS), que constituem um potente
pirogénio derivado de suas paredes celulares, que pode ser fagocitado por leucocitos,
especialmente macréfagos, os quais, por sua vez, passam a sintetizar e liberar citocinas, os
PE descritos por ATKINS (1960). Algumas destas citocinas sdo ativadores enddgenos do
processo de elevagdo do termostato hipotalamico (DINARELLO et al., 1999). Outra
substancia menos freqiientemente utilizada para induzir febre ¢ o muramil-dipeptideo
(MDP), uma estrutura imunoadjuvante da parede de peptideoglicanos de bactérias
GRAM-positivas. Ele apresenta muitos dos efeitos biologicos do LPS, porém, ¢ menos
potente que este (ZEISBERGER e ROTH, 1998).

Embora ndo represente exatamente o que ocorre durante uma invasdo microbiana,
o LPS tem sido empregado como desencadeador da resposta febril na maioria dos estudos
experimentais, pois seus efeitos sdo mais uniformes do que os obtidos com bactérias vivas
ou mortas e porque ele ¢ comercialmente disponivel em forma altamente purificada

(ZEISBERER, 1999).
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1.2.1 Citocinas envolvidas na resposta febril

O termo citocina ¢ usado como nome genérico para um vasto grupo de proteinas
soluveis, as quais atuam como moduladores humorais das fungdes de células individuais e
de tecidos (THOMSON, 1994). Seu peso molecular pode variar entre 8 ¢ 26 kDa e podem
ser produzidas por uma grande variedade de tipos celulares.

Estas proteinas s3o em sua maioria fatores de crescimento que modulam a
proliferacdo e desenvolvimento das células do sistema imune, além de estarem envolvidas
na embriogénese e no desenvolvimento de 6rgaos (BARTFALI et al., 1993; ROTHWELL
et al., 1996).

As citocinas sdo mediadores que habitualmente atuam no tecido onde sdo
produzidos. Em situa¢des como o processo inflamatorio, em que sdo produzidas em
grandes quantidades, podem ser rapidamente transportadas para a corrente sangiiinea,
podendo atuar em diferentes regioes do corpo (HOPKINS et al., 1995).

Dentre as citocinas que participam da resposta febril, podem-se destacar: IL-1 (o e
) (DINARELLO, 1984), fator de necrose tumoral-a (TNF-a) (DINARELLO et al.,
1986); IL-6 (HELLE et al., 1988), IL-8 (ROTHWELL et al., 1990; ZAMPRONIO et al.,
1994a) e IL-11 (LOPEZ-VALPUESTA & MYERS, 1994); interferon (IFN) o, B e y
(DINARELLO et al., 1984; DINARELLO et al., 1988); proteina inflamatdria derivada de
macréfagos-1 (MIP-1; DAVATELIS et al., 1989; MINANO et al., 1990 MELO-SOARES
et al., 2006), fator neurotrofico ciliar (SHAPIRO et al., 1993) e RANTES (regulated upon
activation normal T-cell expressed and secreted) (TAVARES & MINANO, 2000,
MACHADO et al., 2007).

Nesse contexto, certamente a citocina que ¢ mais estudada e que, por isso,
apresenta maior numero de detalhes sobre o seu mecanismo de agdo ¢ a IL-1. A IL-1

existe na forma de tré€s proteinas relacionadas IL-1a, IL-1f3 e o antagonista do receptor de
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IL-1 (IL-1ra) as quais sdo produtos de trés genes distintos (ROTHWELL et al., 2000). A
IL-1a e a IL-1P atuam como agonistas, e suas acdes ocorrem por ativacdo de um receptor
de superficie celular de 80 kDa, o IL-1RI, que necessita da associagdo de uma proteina
acessoria (AcP) para a transdugdo de sua resposta (SIMS et al., 1988; GREENFEDER et
al., 1995).

Existe ainda, um segundo receptor de 68 kDa, o IL-1RII, ao qual a IL-1 também se
liga, porém, este receptor ndo apresenta um dominio intracelular e, desta forma, ndo ¢ capaz
de iniciar a transdugdo de sinais (MCMAHAN, et al., 1991; SIMS, et al., 1993). Sugere-se
que este receptor funcionaria como um modulador da atividade da IL-1 por competir pela
sua ligacdo no receptor IL-1RI (SIMS, et al., 1993). Ensaios de imunohistoquimica
demonstraram a presenca de ambos os receptores para IL-1 em varias regides do sistema
nervoso central (SNC) de camundongos (FRENCH et al., 1998).

O terceiro membro da familia da IL-1 ¢ o IL-Ira, o qual ¢ um antagonista
competitivo altamente seletivo que se liga ao IL-1RI. Contudo, como ele ndo ¢ capaz de
promover a associacdo do receptor com a AcP, n3o inicia a transdug¢do de sinais e
conseqiientemente bloqueando a agdo da IL-1a e B ; (GREENFEDER et al., 1995).

Quanto a participagdo da IL-1 na resposta febril, tem sido sugerido que
especificamente a IL-1J constitui o principal mediador da resposta febril (LONG et al.,
1990; ROTHWELL, 1991). Esta citocina, natural ou recombinante, induz febre em
diferentes espécies animais, seja ela administrada no SNC ou perifericamente (DINARELLO
et al., 1984; FARRAR et al., 1987; LONG et al., 1990). Outra observagdo importante ¢ que
camundongos deficientes em IL-1[ apresentam resposta febril reduzida apos a administragao
intraperitoneal (i.p.) de LPS em relacdo aos ndo deficientes (KOZAK, et al., 1995). Além
disso, o pré-tratamento de animais com o anti-soro para IL-1B ou com o IL-1ra, inibiu a

febre induzida por inje¢Ges periféricas de LPS e IL-6, sugerindo sua participagdo nas
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respostas febris induzidas por estes pirogénios (LeMAY et al., 1990; LUHESHI et al., 1996).
Foi constatado, ainda, que a administracdo intracerebroventricular (i.c.v.) de LPS promove
um aumento da expressdo de mRNA para IL-1pB, IL-1RI e para a AcP no hipotalamo de
ratos (ILYIN, et al., 1998).

Além da IL-1, outra potente citocina pro-inflamatoria ¢ o TNF-a.. Esta citocina esta
presente na circulacdo sangiiinea durante a sepse e apds a administragdo de endotoxina em
voluntarios humanos (CANNON et al., 1990). Esta citocina também ¢ um pirogénio
endogeno capaz de induzir febre quando administrada perifericamente ou i.c.v.
(DINARELLO et al., 1986).

De maneira geral, os efeitos do TNF-a no organismo podem envolver a ativagao de
dois tipos de receptores, denominados p55 e p75. Além disso, foi verificada a presenca de
mRNA constitutivo para o receptor pS5 em varias regides do SNC, o que ndo ocorre para o
receptor p75. No entanto, estimulos imunogénicos promoveram o aumento da expressao para
ambos os receptores no SNC. Em relagdo a resposta febril, estudos apontam para um
envolvimento maior do receptor p55 do que do receptor p75. (BENIGNI et al., 1996;
SUNDGREN-ANDERSSON et al., 1998).

A IL-6 ¢ uma citocina produzida em grandes quantidades apos a administragdo de
PEx e ¢ potente indutora de febre quando administrada no SNC de ratos (SUNDGREN-
ANDERSSON et al., 1998; CARTMELL et al., 2000). O pico de aumento nos niveis desta
citocina no fluido cérebroespinhal (CSF) acompanha o pico da febre em animais
experimentais (HOUSSIAU et al., 1988; LeMAY et al., 1990; ROTH et al., 1993). Além
disso, a administragdo de LPS e IL-13 promovem um aumento nos niveis de IL-6 no CSF, ¢
a imunoneutraliza¢do da IL-6 diminuiu a febre induzida por estes mediadores (LeMAY et

al., 1990; ROTHWELL et al., 1991).
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Os efeitos da IL-6 sdo mediados no SNC pelo receptor IL-6R, encontrado em
condigdes basais no SNC de ratos. Porém, a administragao periférica de LPS, mas nao de IL-
1 B (intravenosa i.v.), promove o aumento de sua expressao em varias regides do SNC, com
especial importdncia no o6rgdo vascular da lamina terminal (OVLT) e no hipotalamo
(VALLIERES, 1997).

A IL-8, o MIP-1 e a RANTES pertencem a um grupo de citocinas com atividade
quimiotatica, denominadas quimiocinas. Estas podem ser produzidas e secretadas por
varios tipos celulares, tendo efeito regulatério sobre a migragdo leucocitaria (LUSTER,
1998). A administra¢do central de IL-8, MIP-1a ou MIP-13 ¢ RANTES induz febre em
ratos (ROTHWELL et al, 1990; ZAMPRONIO et al., 1994a; MYERS et al., 1993;
MINANO et al., 1996; BAJETTO et al., 1999; MELO-SOARES et al., 2006;
MACHADO et al.,, 2007). As quimiocinas produzem seus efeitos biologicos por
interagirem com receptores especificos acoplados a proteinas G da superficie celular das
respectivas células-alvos (SCHALL, 1991).

As citocinas n3o sdo as responsaveis diretas pela alteracdo no termostato
hipotalamico, uma vez produzidas na periferia, estas citocinas devem traduzir a sua
informacdo para o SNC, através da produgdo de mediadores centrais, para que ocorra uma
alteracdo no ponto de termorregulagem localizado na APO/HA. Embora o mecanismo
pelo qual estas citocinas alcancam o SNC nao esteja totalmente elucidado, existem varias
hipdteses que tentam explicar como ocorre esta comunicacao.

Como proteinas com peso molecular variando de 8 a 26 kDa as citocinas
circulantes ndo podem atravessar facilmente a barreira hematoencefalica (BHE) (BANKS
et al., 1991). No entanto, o SNC possui areas especificas denominadas orgdos
circunventriculares (CVOs), as quais apresentam capilares fenestrados e sdo, portanto,

desprovidas de BHE (BROADWELL et al, 1976). Uma das hipoteses ¢ a de que as
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citocinas poderiam entrar no SNC via CVOs, particularmente através do OVLT, visto que
a destruicdo desta estrutura por lesdes eletroliticas reduz a resposta febril induzida por IL-
1B e TNF-a (BLATTEIS et al., 1983; HASHIMOTO et al., 1994).

A segunda hipotese, proposta por BANKS et al. (1991), considera que as citocinas
hidrofilicas podem entrar no cérebro através da BHE, através de um sistema especifico de
transporte saturavel, realizado por carreadores especificos. No entanto a hipdtese mais
aceita ¢ a de que as citocinas atuem nas células endoteliais do SNC estimulando a
producao dos mediadores lipofilicos, os quais seriam os responsaveis pelas alteragdes no
termostato hipotalamico. Dentre estes mediadores estariam as prostaglandinas (PGs) que
serdo discutidas mais adiante (CAO et al., 1999).

Outra linha de pesquisa investiga a participacdo de nervos aferentes periféricos na
comunicacdo entre elementos do sistema imune ¢ 0 SNC. Esses estudos tém levantando a
hipotese de que o transporte de sinais inflamatdrios da periferia para o SNC, induzindo
febre durante a reac¢do inflamatoria, ndo se deve exclusivamente a mecanismos humorais
(ROTH, 1999). A vagotomia subdiafragmatica inibe respostas controladas pelo cérebro,
incluindo a febre, induzida pela administragdo periférica de LPS ou PE (WATKINS et al.,
1995a, WERNER et al., 2003), a indugdo de RNAm para IL-1f no cérebro (LAYE et al.,
1995), a hiperalgesia (WATKINS, 1994) e a ativagdo do eixo hipotalamo-pituitaria-
adrenal (HPA) (FLESHNER et al., 1995).

Ap6s chegarem ao SNC, estas citocinas devem traduzir a informacdo nelas contida
em um sinal para que ocorra a elevacdo do termostato hipotalamico. Aparentemente, ndo
sdo elas que atuam diretamente sobre o hipotalamo promovendo esta alteracdo. Muitas
evidéncias sugerem que estas citocinas induzem a producdo de mediadores centrais, sendo
eles: a prostaglandina (PG)E,, PGF,,, fator liberador de corticotrofina (CRF), endotelina

(ET) e opidides endogenos.
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1.2.2 Mediadores centrais da resposta febril

Os mediadores inflamatoérios, tais como IL-1f, IL-6, TNF-a e LPS, podem ativar a
fosfolipase A, e promover uma rapida liberagdo de acido araquidénico (AA) que se
encontra esterificado na membrana celular (DINARELLO, 1991). Uma vez liberado, o
AA, pode ser metabolizado principalmente por duas classes de enzimas, sendo elas as
enzimas lipoxigenases ou ciclooxigenases (COX).

As lipoxigenases sdo uma familia de enzimas que catalisam a oxigenagdo do AA
em hidroperoxidos lipidicos denominados hidroxiperoxieicosatetraendicos (HPETE). Os
HPETE sao metabolitos instaveis, metabolizados por varias enzimas. A 5-lipoxigenase, ¢
considerada uma das principais enzimas de metabolizacdo do AA, pois ¢ ela que
possibilita a formagdo dos leucotrienos (LT) (SAMUELSSON et al., 1987). Os LT
parecem ndo participar na indu¢do da resposta febril, uma vez que a injecao de LTB4,
LTD4 e LTE4 i.c.v. ou na area pré-optica do hipotalamo de ratos ndo promoveu aumento
na temperatura retal destes animais (O’ROURKE e RUDE, 1984).

Por outro lado, as enzimas COX oxidam o AA, gerando endoperdxidos ciclicos
instaveis, os quais sdo designados PGG; e PGH,. Através da acdo de isomerases teciduais
especificas, a PGH, ¢ convertida em PGD;, PGE, ou PGF,,, ou em prostaciclina (PGI,)
pela acdo da enzima de sintese da prostaciclina, ou ainda em tromboxano A, (TxA»)
gerado pela enzima de sintese do tromboxano (VANE & BOTTING, 1992; O’NEILL &
FORD-HUTCHINSON, 1993; O’ BANION, 1999).

Existem duas isoformas da enzima COX que sdo responsaveis pela produgdo de
PGs. A COX-1 ¢ a isoforma expressa constitutivamente nas células, e responsavel pela
produgdo de PGs que atuam em processos fisioldogicos, como na protecdo da mucosa
gastrica, pela diminuicdo da secrecdo acida gastrica e aumento da producdo de muco

(O’NEILL & FORD-HUCTHINSON, 1993; O’BANION, 1999). Ja a isoforma COX-2
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tem sua expressdo seletivamente aumentada no cérebro apods estimulos inflamatorios,
como LPS, IL-1a, IL-1B e TNF-a.. (KOMHOFF et al., 1997; MAJERUS, 1998; CAO et
al., 1997).

Uma constatagdo muito importante com relacdo as enzimas que metabolizam o
AA foi feita por LI et al. (1999). Utilizando camundongos com deficiéncia para os genes
que codificam ou COX-1 ou COX-2, estes autores observaram que apds a injecao
periférica de LPS, somente os animais com genes nocauteados para a COX-2 ndo
apresentaram febre, reforcando a importancia da isoforma induzida na gé€nese da febre
promovida por este PEx.

Embora a indug¢do de COX-2 pelas citocinas, com conseqiiente aumento na
producdo de PGs, so tenha sido demonstrada na década de 90, a participacdo destes
eicosanoides na resposta febril ja havia sido prevista anteriormente. Em 1971, MILTON
& WENDLANDT propuseram que a acdo antipirética dos antiinflamatérios nao
esteroidais (AINEs) devia-se a sua capacidade de inibir a formagao de PGs no SNC em
resposta aos PEx e demonstraram, ainda, que a PGE,;, quando injetada no terceiro
ventriculo de gatos, induzia febre de forma dose dependente. No mesmo ano,
FELDBERG & SAXENA observaram que a PGE,; induzia febre quando injetada por via
i.c.v., ndo apenas em gatos, como também em ratos e coelhos e que o CSF coletado do
terceiro ventriculo de gatos com febre continham niveis elevados de PGs. Posteriormente,
diversos estudos confirmaram estes achados, utilizando particularmente ratos e
camundongos (revisado por KLUGER, 1991).

A PGE;, quando administrada pela via i.c.v., induz febre por atuar em neuronios
sensiveis a variacdes de temperatura no hipotalamo, estimulando diretamente a
termogénese (MURAKAMI e WATANABE, 1989; DINARELLO, 1991). A PGE; pode

atuar através da ativagdo de quatro subtipos de receptores da série-E para prostagladinas
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sendo eles: EP;, EP,, EP; ¢ EPs (COLEMAN et al., 1994; USHIKUBI et al., 1995).
Dentre estes quatro, os receptores EP;, EP; e EP4 sdo expressos na APO/HA (OKA et al.,
2000) e parecem ser importantes para o desenvolvimento da resposta febril. A
administracdo por via i.c.v. de PGE; ou por via i.v de IL-1B ou LPS nido foi capaz de
induzir febre em camundongos knockout para o subtipo EP;, indicando que este receptor
seria importante na génese da febre (USHIKUBI et al.,, 1998). OKA et al., (2000)
observaram que a administragdo i.v. de LPS em ratos promoveu um aumento na expressao
dos receptores EP4 no SNC e sugeriram que este receptor estaria envolvido no
desenvolvimento da fase inicial da resposta febril induzida por essa toxina.
Posteriormente, estes mesmos pesquisadores observaram que camundongos knockout para
os receptores EP; também ndo desenvolviam resposta febril depois de tratados com LPS
(OKA et al., 2003).

No entanto, a PGE; ndo ¢ a tnica PG que esta envolvida na gé€nese da febre. A
PGF,,, € outro eicosanoide derivado do AA que parece ter participagdo efetiva como um
dos indutores da resposta febril. Essa PG também induz aumento da temperatura corporal
de ratos e coelhos quando administrada via i.c.v. (MORIMOTO et al., 1988;
ROTHWELL, 1990) e ¢ encontrada em niveis elevados no fluido cerebroespinal de ratos
durante a febre induzida por pirogénios exogenos ou endogenos (COELHO et al., 1995;
FABRICIO et al., 2005; MELO SOARES et al., 2006; MACHADO et al., 2007).

A administragdo via i.p. de indometacina, que ¢ um inibidor ndo seletivo das
enzimas COX e que, conseqiientemente, reduz a producdo de PGs, foi capaz de reduzir a
resposta febril induzida pela IL-13, TNF-a e IL-6 em ratos (SOUZA et al., 2002)

Embora a participagdo de PGs na resposta febril esteja bem documentada, existem
evidéncias de que algumas citocinas induzem resposta febril em ratos por mecanismos

independentes da acdo destes eicosanodides. A febre induzida por MIP-1 ndo foi
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modificada pelo tratamento dos animais com ibuprofeno ou indometacina (DAVATELIS
et al., 1989; MINANO et al., 1990), e a febre induzida por IL-8 ndo foi reduzida pelo
tratamento dos animais com indometacina (ZAMPRONIO et al., 1994).

A exemplo das PGs, varios peptideos, sdo capazes de induzir um aumento na
temperatura corporal quando administrados no SNC de animais experimentais. Dentre
eles destacam-se o fator liberador de corticotrofina (CRF), endotelina (ET) e os opidides
endogenos.

O CRF ¢ um peptideo de 41 aminoacidos, produzido principalmente por neurdnios
do nucleo paraventricular hipotalamico, que atua na glandula pituitaria induzindo a sintese
de pro-opiomelanocortina (POMC), que € processada em diferentes peptideos, dentre eles:
ACTH, B-endorfina e MSH (VALE et al., 1981; YASUDA et al., 1978; ROTHWELL,
1990).

Sabe-se que a administragdo intracerebral de CRF modifica a liberagdo de insulina
e glucagon, inibe a ingestdo de alimentos, aumenta a atividade simpética. Além disso,
quando administrado em pequenas quantidades por via i.c.v. em ratos, o CRF promove
um grande e rapido aumento da taxa metabolica, e estimula a atividade termogénica do
tecido adiposo marrom, o que eleva a temperatura corporal destes animais (BROWN et
al., 1982; LeFEUVRE et al., 1987; DIAMANT et al., 1991).

Desta forma, ROTHWELL (1991) sugeriu que os efeitos pirogénicos de citocinas
como IL-1PB e IL-6 sdo mediados por CRF, j& que o antagonista do CRF (CRFy.4;),
reverteu o aumento da temperatura corporal e o aumento do consumo de oxigénio
induzido por estas citocinas. Entretanto, as respostas da IL-lo. e TNF-o ndo foram
reduzidas pelo antagonista do CRF, demonstrando que embora elas dependam de PGs,

nao dependem de CRF para sua acdo.
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Como a febre causada pela PGF,, € inibida pelo antagonista de CRF (a-helical
CRFq.4;), diferentemente da resposta febril promovida pela PGE,, sugere-se que as
respostas da IL-1P e IL-6 sdo mediadas por PGF,, e que as da IL-la e TNF-a sdo
mediadas por PGE; (ROTHWELL, 1990). Aparentemente, o efeito pirogénico da IL-8
que, como citado anteriormente, ¢ independente da sintese de PGs, também seja mediado
pelo CREF, ja que a resposta febril induzida por essa citocina foi inibida pelo antagonista
de CRF (ZAMPRONIO et al., 1994).

Outro peptideo que tem sua expressio aumentada por LPS e por diferentes
citocinas (IL-1 e TNF-a) ¢ a endotelina (ET)-1 (EHRENREICH et al., 1990, CORDERet
al., 1995; MARSDEN et al., 1992). Este peptideo que ¢ a isoforma mais conhecida da
familia, possui a¢do vasoconstritora potente e participa de varios eventos inflamatorios
por ativar receptores especificos ETa e ETg (EHRENREICH et al., 1990; RAE &
HENRIQUES, 1998).

A administracdo por via i.v. de ET-1 é capaz de promover um aumento dose-
dependente da temperatura corporal de coelhos (KOSHI et al., 1992). FABRICIO e cols.
(1998) demonstraram que a ET-1, quando administrada por via i.c.v., também é capaz de
induzir um aumento da temperatura corporal de ratos. Estes ultimos pesquisadores
observaram que o bosentam, antagonista dual de receptores ETA/ETg, foi capaz de reduzir
a resposta febril do LPS em ratos (FABRICIO et al., 1998). Aparentemente o receptor
envolvido na resposta febril mediada pela ET-1 corresponde ao tipo ETg, ja que tanto as
febres induzidas pela injecdo central de ET-1 e de LPS por via i.v., foram inibidas pelo
antagonista seletivo dos receptores ETg BQ 788, mas ndo foram modificadas pelo pré-
tratamento com o antagonista seletivo ETa, BQ 123 (FABRICIO et al., 1998).

Corroborando esses dados, outro estudo dos mesmos autores (FABRICIO et al.,

2005b) demonstrou que a injecdo via i.v. de LPS, em dose que causa febre de longa
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duracdo, promove aumento na producdo de ET-1 e seu precursor imediato, a big-
endotelina, no CSF de ratos.

Avaliando a participagdo das PGs na resposta febril induzida pela ET-1, FABRICIO
e cols. (2005a) utilizaram inibidores seletivos da COX-2, o celecoxibe ¢ o lumiracoxibe.
O lumiracoxibe, em base molar, foi duas vezes mais potente que o celecoxibe em reduzir
a resposta induzida pela ET-1 e pelo LPS. Entretanto, o celecoxibe reduziu os niveis de
PGs no CSF induzido tanto pela inje¢do via i.v. de LPS quanto pela inje¢do via i.c.v. de
ET-1. Contudo, o celecoxibe ndo alterou a febre induzida pela ET-1, quando administrado
em doses que efetivamente reduziram os niveis de PGs. Apoiados nestes resultados, os
autores sugeriram que a resposta febril induzida pela ET-1 independe das PGs.

Posteriormente, utilizando varios antagonistas de receptores especificos para
mediadores da resposta febril como IL-1ra (IL-1B), a-helical CRFq.4; (CRF); bosentan,
BQ-123 e BQ-788 (endotelinas) e em conjunto com dados obtidos em experimentos
anteriores (FABRICIO et al., 1998 e 2005a), estes autores propuseram que a ET-1 seja um
mediador intermediario na febre induzida pelo LPS, participando de um mecanismo que
envolve a liberacdo de PFPF (fator pirogénico pré-formado), CRF, ET-1 (via receptores
ETg), e por ultimo a IL-1p (FABRICIO et al., 2006).

Os peptideos opiodides endogenos também sdo importantes mediadores envolvidos
na resposta febril. Os primeiros relatos de seu envolvimento na regulagdo da temperatura
corporal foram observados com a morfina, um agonista opiéide com efeito predominante
sobre receptores u (ADLER et al., 1988; ZIMMERMAN et al., 1990).

Em ratos, a administracdo tanto periférica como central de morfina apresenta um
efeito dual na temperatura corporal em doses baixas causa aumento de temperatura, ja em
doses altas promove reducio da temperatura. E provavel que isso ocorre porque a morfina,

em doses baixas ativa os receptores L, que estdo associados com respostas que resultam em
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ganho de calor e quando em doses altas, este opidide ative os receptores Kk que medeiam
respostas de perda de calor (revisado por ADLER et al., 1988).

BLATTEIS et al. (1991), observaram que a naloxona, um antagonista ndo seletivo
dos receptores opidides, foi capaz de reduzir a resposta febril induzida pelo LPS, TNF-a e
IL-6 em cobaias. Além disso, o pré-tratamento por via i.c.v. de ratos com CTAP, um
antagonista seletivo para os receptores L, promoveu uma reducao significativa da resposta
febril induzida por LPS, TNF-a, IL-6, MIP-1a. ¢ ET-1, demonstrando assim que os
peptideos opiodides enddgenos, atuando através da ativacdo dos receptores p-opidides, sdo
importantes mediadores da reposta febril (HANDLER et al., 1998, BENAMAR et al.,

2000, BENAMAR et al., 2002, FRAGA et al., 2008).

1.3 Canabinoides e temperatura corporal

A planta Cannabis sativa (canabis) foi uma das primeiras plantas usadas pelo
homem para obter fibras téxteis, medicamentos e em rituais religiosos e sociais
(SCHULTES, 1969). A planta parece ser originaria da China, apesar de outras evidéncias
apontarem para a Asia Central. O famoso Pen Tsao Ching, farmacopéia escrita em 100
d.C., baseada nas compilagdes de plantas com propriedades farmacologicas do imperador
Shen Nung (2737 a.C.), mostrava que os chineses ja conheciam hé alguns milénios as
propriedades alucinégenas da canabis. Nesses periodos, a utilizagdo da planta estava
intrinsecamente ligada ao misticismo e ao curandeirismo.

Os efeitos da candbis em humanos sdo bem conhecidos ¢ incluem a sensacdo de
euforia, alteracdo da percepcdo, sedacdo, diminuigdo da memoria, efeitos na fungdo
motora, analgésica, estimulacdo do apetite entre outros (BRITISH MEDICAL

ASSOCIATION, 1997).
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Atualmente, mais de 60 compostos derivados da canabis foram identificados. O
principal principio psicoativo canabinéide presente na canabis é o A’-tetra-hidrocanabinol
(A’-THC), o qual foi isolado na década de 60 (MECHOULAM et al., 1965).

Em 1990, o receptor canabindide CB; foi clonado do cérebro de ratos
(MATSUDA et al., 1990). Além do cérebro de ratos, os receptores CB; também foram
clonados de tecidos de camundongos ¢ humanos e apresentam uma semelhanga de 97 a
99% dos seus aminoacidos entre as espécies (HOWLETT et al., 2002). Posteriormente,
em 1993, um segundo receptor canabinoide foi identificado em uma linhagem de células
promielociticas de leucemia humana HL60 (MUNRO et al., 1993). Os receptores CB,
possuem cerca de 48% de homologia com os receptores CBj, e a estrutura de ambos ¢
indicativa de receptores com sete dominios transmembrana, acoplados a proteinas G
(HOWLETT & FLEMING, 1984).

O receptor CB; ¢ considerado o receptor acoplado a proteina G mais abundante no
cérebro humano (HERKENHAM et al., 1990). Os receptores CB; e CB; sdo receptores
acoplados a proteina Gi/o e exercem seus efeitos fisiologicos pela inibi¢do da enzima
adenilil ciclase, com conseqiiente diminui¢ao dos niveis intracelulares de AMPc (Felder et
al., 1993; Vogel et al., 1993). Além disso, a ativa¢do de receptores canabindides pode dar
inicio a uma cascata de ativacdo de proteinas quinases ativadas por mitégeno (MAPK)
(BOUABOULA et al., 1995) e sinalizagdo mediada por genes de expressao rapida, como
c-FOS (PATEL et al., 1998) e a quinase N-terminal do c-Jun (JNK) (RUEDA et al.,
2000). Os receptores CB; também podem aumentar a condutancia de canais de potéssio
(Henry e Chavkin, 1995; Mackie et al., 1995) ou diminuir a condutancia de canais de
calcio atuando indiretamente pela ativagdo de proteina G e produgdo de segundos
mensageiros (FELDER et al.,, 1993; MACKIE et al.,, 1995; GEBREMEDHIN et al.,

1999). Os receptores CB; sdo expressos predominantemente em tecido nervoso tanto da
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periferia como do SNC e podem ser encontrados em maiores concentragdes em fibras
axonais, especialmente localizados em botdes terminais de neurdénios pré-sinapticos
(HAJOS et al., 2000; KATONA et al., 2000).

Fora do sistema nervoso, os receptores CB; podem ser encontrados em tecidos
periféricos como em células do sistema imune, nas glandulas pituitaria e adrenal, medula
Ossea, pulmoes, coragdo, figado, timo, e em tecidos de orgdos reprodutivos como a
prostata e os testiculos (BOUABOULA et al., 1993; GALIEGUE et al., 1995; NOE et al.,
2000; PERTWEE, 2005a).

Ja a ativagdo dos receptores CB; esta ligada a fun¢des do sistema imune onde
regulam a liberacdo de citocinas e a migragdo de células de defesa, podendo ser
encontrados em diversos tecidos linféides dentro ou fora do SNC (PERTWEE, 2005a).
Ensaios de hibridizagao in situ demonstraram a existéncia de RNAm para os receptores
CB; no figado, timo, medula 6ssea, pancreas, assim como em macréfagos, mondcitos e
em uma ampla variedade de células imunes em cultura (LYNN & HERKENHAM, 1994;
BUCKLEY et al., 1998). RNAm para os receptores canabindides CB, também foi
encontrado em tecido glial de cortex retirados de ratos recém-nascidos, inclusive em
concentragdes mais elevadas do que os niveis de RNAm para os receptores CB;
encontrados na mesma prepara¢do, demonstrando uma possivel funcdo dos receptores
CB:; no desenvolvimento cerebral (CARLISLE et al., 2002).

Apo6s a descoberta dos receptores, iniciou-se a procura pelos seus ligantes
canabinodides enddgenos. Surpreendentemente, o primeiro ligante endogeno isolado foi
um lipideo, ao contrario de um peptideo, como era esperado. Ele foi identificado como o
derivado amida do acido araquidonico com etanolamida e foi denominado anandamida

(DEVANE et al., 1992). A anandamida se liga com afinidade moderada e ¢ um agonista
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parcial dos receptores CBj, além de ser um agonista fraco dos receptores CB, (DEVANE
et al., 1992).

Trés anos depois, um segundo ligante endégeno denominado 2-araquidonilglicerol
(2-AG) foi identificado, este € capaz de ativar os receptores CB; ¢ CB, (MECHOULAM
et al., 1995).

E interessante ressaltar que os endocanabindides diferem dos neurotransmissores
classicos, pois ndo sdo estocados e liberados por vesiculas. Eles sdo sintetizados e
liberados rapidamente pelos neurénios em decorréncia da atividade elétrica induzida por
despolarizagdo e conseqiiente influxo de ions calcio (DI MARZO et al., 1998). Existem
evidéncias de que a ativagdo de receptores metabotropicos possa induzir a sintese
neuronal de anandamida independentemente de influxo i6nico (GIUFFRIDA et al., 1999).
De modo geral, os endocanabindides sdo sintetizados a partir de fosfolipidios de
membrana que sdo hidrolisados por fosfolipases as respectivas formas finais dos
neurotransmissores (BISOGNO et al., 2005). A formacdo da anandamida, por exemplo, é
realizada pela hidréolise de uma N-acil-fosfatidiletanolamina por uma fosfolipase D
especifica, enquanto o 2-AG ¢ formado pela hidrélise de um acilglicerol contendo o
araquidonato na posi¢do 2 catalisado por uma hidrolase de diacilglicerdis (BISOGNO et
al., 2005). Ainda ndo se tem certeza se a liberacdo dos endocanabinoides, a partir da
membrana neuronal ocorre por simples difusdo ou se existe algum mecanismo de difusdo
passiva ou carreamento por proteinas envolvido neste processo (Di MARZO et al., 1994;
PIOMELLI, 2003). Contudo, acredita-se que uma vez sintetizados, os endocanabindides
ajam como mensageiros retrogrados, sendo liberados pela membrana pds-sinaptica,
difundindo-se para a membrana pré-sinapse e agindo nos receptores canabinoides, muitas

vezes diminuindo a probabilidade de liberacdo de outros neurotransmissores, por
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interferirem em uma etapa dependente de calcio no processo de liberacdo de vesiculas
sinapticas (HOFFMAN & LUPICA, 2000).

O processo de inativacdo dos endocanabinodides ocorre por dois processos
cooperativos, a recaptagdo e a degradacdo. Embora os endocanabindides possam se
difundir livremente através da membrana plasmatica, a recaptacdo ¢ facilitada por um
sistema rapido e seletivo de carreamento presente em neurdnios e em células gliais (Di
MARZO et al., 1994; BELTRAMO et al., 1997a; HILLARD & CAMPBELL, 1997).

Depois de recaptados, os endocanabindides sdo metabolizados por enzimas de
degradacao especificas para cada ligante. A amido hidrolase de acidos graxos (FAAH, do
inglés fatty acid amide hydrolase) é responsavel pela hidrolise da anandamida a
etanolamina e 4acido araquidonico e do 2-AG a glicerol e acido araquidonico (CRAVATT
et al.,, 1996; GOPARAIJU et al., 1999). O 2-AG também pode ser hidrolisado por uma
lipase de monoacilglicer6is que, ao contrario da FAAH, parece ser especifica para este
tipo de molécula, dada a sua incapacidade de catalisar a degradacdo da anandamida
(GOPARAIJU et al., 1999).

Com relagdo aos efeitos dos canabinodides na temperatura corporal, existem relatos
de médicos arabes que descreviam as preparagdes da canabis como um bom agente
antipirético antes mesmo do século 10. Posteriormente, em 1845, Moreau menciona os
efeitos hipotérmicos do hashish (WENGER & MOLDRICH, 2002).

O principal efeito relatado sobre a temperatura corporal apos a administracdo do
A*THC é a redugdo da temperatura corporal. O A’ THC produz uma resposta hipotérmica
significativa quando administrado por via i.c.v. ou no quarto ventriculo em camundongos,
sendo que este efeito é acompanhado por uma diminui¢do no consumo de oxigé€nio
(FITTON & PETERWEE, 1982), e ¢ antagonizado pelo antagonista de receptores CB,

SR141716A (COMPTON et al., 1996).
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OVADIA et al. (1995) relataram que a administracdo do agonista canabindide
sintético HU-210 induziu hipotermia ap6s a administra¢do direta na APO/HA de ratos. A
administragio do WIN 55212-2, um agonista canabindide mais potente que o A’-THC, na
APO/HA também induziu hipotermia de forma dose dependente em ratos. Esta resposta
parece ser mediada por receptores CBj, pois foi abolida pela administragdo por via i.m. do
antagonista de receptores CB; SR141716A, mas ndo foi alterada pelo antagonista de
receptores CB, SR144528 (RAWLS et al., 2002).

CRAWLEY et al. (1993) observaram que a administrag@o periférica de altas doses
do endocanabin6ide anandamida em ratos diminuiu a temperatura corporal. Embora a
hipotermia seja a resposta mais relatada com a administragdo de A* THC, existem dados
na literatura que sugerem que a administracdo desta substincia pode promover tanto
aumento como reducdo na temperatura, dependendo da dose administrada. Em doses
baixas, foi observado aumento da temperatura e, em doses altas, reducdo da temperatura
em ratos e camundongos (revisado por PERTWEE, 1985). Ainda com relacdo a
controversa participagdo dos endocanabindides na temperatura corporal, nenhum dado foi
encontrado na literatura quanto ao efeito da administracdo central desses agonistas

endogenos.
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Como supracitado, os dados da literatura sugerem que os canabinodides podem
promover tanto diminui¢do como aumento na temperatura corporal. No entanto, existem
poucos dados a respeito da participacdo dos endocanabindides, principalmente no que se
refere aos efeitos centrais destes mediadores, na temperatura corporal.

Sendo assim, o presente estudo avaliou o efeito dos endocanabindides na
temperatura corporal, utilizando agonistas e antagonistas de receptores CB; e CB, para
caracterizar o papel de cada um nesta resposta. Assim também, investigamos a possivel
participacdo de prostaglandinas e opidides nesta resposta. Numa etapa posterior,
avaliamos ainda a possivel contribuicdo dos endocanabinodides na resposta febril induzida
tanto pelo LPS como pelos mediadores pirogénicos endogenos envolvidos no

desencadeamento da resposta febril.
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3.1 Animais.

Foram utilizados ratos Wistar (Ratus novergicus), machos, pesando entre 180-200

g. Todos os animais foram mantidos sob condigdes controladas de temperatura (24°C) e

luminosidade (ciclo claro/escuro de 12 hs) com livre acesso a ragdo e agua.

3.2 Drogas e reagentes

>

(R,S)-(+)-(2-Iodo-5-nitrobenzoil)-[ 1 -(1-metil-piperidina-2-ilmetil)- 1 H-indol-
3-il] metanona (AM1241, TOCRIS, EUA)
N-(piperidina-1-il)-5-(4-iodofenil)-1-(2,4-diclorofenil)-4-metil-1H-pirazol-3-
carboxamida (AM251, TOCRIS, EUA)
6-lodo-2-metil-1-[2-(4-morfolinil)etil]-1H-indol-3-i1](4-metoxifenil)
metanone (AM630, TOCRIS, EUA);

Antagonista de receptores de IL-1 recombinate de rato (R & D Systems Inc.,
EUA);

Araquidoniletanolamida (Anandamida, TOCRIS, EUA);

Capsazepina (CPZ Sigma Chem. & Co., USA);

Celecoxib (Celebra®, Pfizer, Brasil);

Cloridrato de oxitetraciclina (Terramicina®, Pfizer, Brasil);

Cloridrato de cetamina (Ketamina Agener® , Unido Quimica Farmacéutica
Nacional S/A, Brasil);

Dexametasona (Decadronal®, Prodome Laboratorios, Brasil)

Endotelina-1 (American Peptide Co., EUA)

Fator Liberador de Corticotropina (Sigma Chem. Co., EUA)

Indometacina (Merck, Sharp & Dohme, Brasil)
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» Interleucina-1p recombinante murina (lote n°. BN024121, R & D Systems,
Inc., EUA)

» IL-1ra (R & D Systems, Inc., EUA)

» Interleucina-6 recombinante murina (R & D Systems, Inc., EUA)

» Kit de Elisa para dosagem de PGE, (Caymam Chemical Co., EUA)

» Kit de Elisa para dosagem de B-endorfina (Bachem, EUA)

» Lidostesim (Probem, Brasil)

» LPS (endotoxina de E. coli 0111:B4, Sigma Chem Co., EUA)

» PGE; (Sigma Chem Co., EUA)

» PGF,, (Sigma Chem Co., EUA)

» Fator de necrose tumoral-a. (R & D Systems, Inc., EUA)

» URB597 (Caymam Chemical Co., EUA)

> Xilazina (Dopaser”, Laboratorios Calier S/A - Espanha)

3.3 Administragéo dos estimulos e veiculos

Anandamida, ACEA, AM251, AM1241, AM630 e URB597 foram diluidos com
propilenoglicol a 10% e Tween 80 a 1% e salina administrados por via i.c.v. em um
volume de 2 pl e a anandamida quando administrada i.h. em volume de 0,2 pl usando uma
agulha de microinje¢do (30 G curta), conectada a uma microseringa Hamilton (10-25 ul)
por um tubo de polipropileno. A capsazepina foi diluida em etanol a 20%, cremofor a
20% e salina e administrada p6 via i.c.v. em um volume de 2 pl. O celecoxib foi diluido
em agua e administrado via oral. A indometacina foi diluida em tampao TRIS
(Tris(hidroximetil)-aminometano 24,22 g em agua q.s.p. 1 litro) e administrada por via i.p.

A dexametasona e a naloxona foram diluidos em salina e administrada por via s.c. O LPS,
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IL-1B, TNF-a, IL-6, PGE,, PGF,,, CRF ET-1 ¢ IL-1ra foram diluidos com salina. O LPS
foi administrado por via i.p. e as demais drogas por via i.c.v.

AM251 foi administrado 30 minutos antes da AEA, ACEA, LPS, IL-1B, TNF-a,
IL-6, PGE,, PGF,,, CRF e ET-1. AMG630, capsazepina, indometacina, celecoxib,
naloxone e IL-1ra foram administrados 30 minutos antes da administracdo de AEA. Ja a
dexametasona foi administrada uma hora antes da AEA.

As doses das drogas foram obtidas da literatura ou de curvas doses-respostas
previamente determinadas no laboratdrio em estudos anteriores € que nao representam o

efeito maximo.

3.4 Cirurgia para implantacéo de canulas no ventriculo lateral e na area pré-
Optica hipotalamica.

Os animais foram anestesiados com pentobarbital sddico na dose de 40 mg/kg por
via intraperitoneal (ip). Apos tricotomia e antissepsia da pele, a cabeca do rato foi
imobilizada em um aparelho esteriotaxico (David-Kopf, modelo 900-USA). Foi
administrado pela via subcutanea cerca de 0.2 mL de uma solucgdo de lidocaina a 3% com
levoarterenol na parte superior da cabeca, seguida de uma incisdo de aproximadamente 1
cm de diametro na pele, para a exposi¢ao da calota craniana. Esse procedimento facilitou
a remogao do peridsteo, inibindo o estimulo doloroso e diminuindo o sangramento.

Ap6s a localizacdo do bregma (tomado como ponto de referéncia) os pardmetros
estereotaxicos utilizados para a perfuracdo do cranio e implantagdo da canula no
ventriculo lateral foram de: -0.8 mm anteroposterior e -1.5 mm lateralmente, com uma
inclinagdo de -3.3 mm da barra incisal. As cénulas esterilizadas, constituidas de
segmentos de agulhas hipodérmicas BD, com 10 mm de comprimento ¢ 0,7 mm de

diametro, foram conectadas por meio de um segmento de polietileno PE-50 a uma céanula



Materiais e Métodos 42

guia, fixada ao estereotaxico e introduzidas no tecido cerebral com coordenada ventral a
2.5 mm abaixo da superficie craniana. As coordenadas utilizadas foram determinadas com
base no atlas de PAXINOS & WATSON (1997).

Ja para a implantacdo na APO/HA as coordenadas a partir do bregma foram: 0.6
mm lateral, 7.7 mm anteroposterir com uma inclina¢do de -3.0 mm da barra incisal As
canulas esterilizadas, constituidas de segmentos de agulhas hipodérmicas BD, com 15 mm
de comprimento e 0,55 mm de diametro, foram conectadas por meio de um segmento de
polietileno PE-50 a uma canula guia, fixada ao estereotaxico e introduzidas no tecido
cerebral com coordenada ventral a 6.5 mm abaixo da superficie craniana. As coordenadas

utilizadas foram determinadas com base no atlas de PAXINOS & WATSON (1997).

3.5 Determinacédo da temperatura corporal.

A determinagdo da temperatura corporal foi realizada a temperatura ambiente de
28° C, através da inser¢do de uma sonda (YSI, n° 402, USA) conectada a um
teletermoémetro (modelo 46 TUC, YSI, EUA) a 4 cm de profundidade no reto dos animais,
sem que os animais fossem retirados de suas respectivas caixas. Os animais foram
adaptados as condicdes experimentais por meio da realizagdo desse procedimento duas
vezes no dia anterior ao experimento, a fim de minimizar variagdes de temperatura

induzidas pelo estresse decorrente do manuseio.

3.6 Determinagdo da temperatura da pele (cauda) e célculo do indice de
perda de calor.

A temperatura da cauda foi medida por meio de uma sonda posicionada na
superficie lateral do primeiro ter¢o distal da cauda. A sonda foi fixada a cauda e isolada

termicamente com a utilizagdo de uma fita adesiva de 2 a 3 cm de largura envolta por uma
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fita isolante. Um pedaco de fita micropore foi colocado sobre o local onde a sonda foi
inserida, para que ndo ocorresse irritacdo da pele cauda do animal e facilitar a insercdo e
retirada da sonda. Para o calculo do indice de perda de calor (IPC) levamos em
consideragdo a temperatura retal (Tr) dos animais, a temperatura da pele da cauda (Tp) e a
temperatura ambiente (Ta) sendo a seguinte formula: IPC = (Tp — Ta).(Tr — Ta)™. Os

limites teoricos para o IPC sdo: 0 (vasoconstricdo maxima) e 1 (vasodilatagdo maxima).

3.7 Coleta do fluido cerebroespinal (CSF)

A técnica de coleta de CSF foi padronizada segundo o método descrito por
CONSIGLIO & LUCION (2000). O animal foi anestesiado com pentobarbital (40 mg kg™,
i.p.) e fixado ao aparelho estereotaxico. A cabeca foi colocada no plano de fixacdo dos
incisivos superiores com o occipital posicionado quase no plano horizontal. O corpo do
animal foi deitado por baixo das barras auriculares para que o torax ficasse posicionado
verticalmente. Com o animal nesta posi¢do, € possivel a visualizacdo de uma pequena
depressao entre a protuberancia occipital e o processo espinhoso da vértebra. Um “scalp”
conectado a uma seringa de 1 ml foi inserido verticalmente na depressdo até atingir a
cisterna magna. A correta colocagdo da agulha ¢ percebida por meio da mudanca de
resisténcia durante o percurso. Com uma leve aspiragdo o CSF pode ser coletado no
“scalp”. Um volume variavel de 30 a 100 pl de CSF foi coletado e transferido para um
tubo pléstico do tipo “Eppendorf” mantido em gelo até que as amostras de CSF fossem
centrifugadas a 1300 g durante 15 min e estocadas a -70°C até o0 momento do ensaio. As

amostras que foram contaminadas com sangue nao foram utilizadas.
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3.8 Determinagdo da concentracdo de PGE; e B-endorfina no fluido
cerebroespinal

A concentracdo de PGE, e de B-endorfina no CSF foi determinadas por meio de
ensaio imunoenzimatico usando “kits” comerciais (PGE,;, Caymam Chemical e¢ [3-

endorfina, Bachem).

3.9 Analise estatistica

As respostas febris foram avaliadas pela variacdo da temperatura retal dos animais
em °C e expressas como média + EPM da varia¢do entre as médias das temperaturas
basais e a diferentes tempos ap6s a injecdo do estimulo (variagdo da temperatura retal -
ATc).

Os dados relativos a variagdo da temperatura corporal dos animais foram
submetidos a analise de variancia “ANOVA” de duas vias seguido pelo teste post hoc de
Bonferroni, ao passo que os dados relativos a concentracdo de PGE; e B-endorfina foram
submetidos a analise de ANOVA de uma via seguido pelo teste post hoc de Tukey. O
nivel de significancia considerado foi de 5%. Para realiza¢@o da analise estatistica usou-se

o programa “Graph Pad Prism® 4.0
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4.1 - Efeito da administracdo por via i.c.v. e i.h. de anandamida na temperatura

corporal, na pele da cauda e IPC

O primeiro passo deste estudo foi avaliar o efeito dos endocanabinodides sobre a
temperatura corporal. A administracdo de anandamida por via i.c.v. promoveu um
aumento da temperatura corporal de forma dose-dependente. Este aumento teve inicio a
partir da 2% h apds o tratamento para as doses de 0,1, 1 e 10 pg e o pico da resposta para
estas doses ocorreu na 5% h, perdurando até 6*. h apds o tratamento. A dose de 0,01 pg
ndo promoveu aumento significativo da temperatura corporal (Figura 1). Neste
experimento selecionamos a dose de 1 pg para os demais experimentos.

A administracdo por via i.c.v. de anandamida 1 pg promoveu aumento da
temperatura corporal (Figura 2A) precedido e acompanhado por uma reducdo da
temperatura da pele da cauda (Figura 2B). A reducdo da temperatura da pele da cauda
iniciou-se na primeira meia hora ap6s a administragdo, sendo que a menor temperatura foi
registrada em 1,5 h apos o tratamento, mantendo-se estavel neste patamar até a 6% h.

A administragdo por via i.c.v. de anandamida 1 pg promoveu uma reducdo
significativa no IPC. Essa reducdo comecou a partir da 1°. h e o pico desta resposta
ocorreu em 1,5 h, perdurando até a 6. h apos o tratamento (Figura 3).

A administracdo de anandamida por via i.h. promoveu um aumento da temperatura
corporal de forma dose-dependente. Este aumento teve inicio a partir da 1°. h para a dose
de 100 ng e em 1,5 h para as doses de 1 ¢ 10 ng apds o tratamento, ja o pico da resposta
para estas doses ocorreu na 4%, h, perdurando até o final do experimento para as doses de
10 e 100 ng e até¢ a 5 h apos o tratamento para a dose de 1 ng. A dose de 0,1 ng nao

promoveu aumento significativo da temperatura corporal (Figura 4).
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Figura 1: Efeito da administragdo por via i.c.v de anandamida na temperatura corporal.
Os animais receberam veiculo 2 pl, por via i.c.v. ou anandamida nas doses de 0,01, 0,1, 1
e 10 pg/2 pl, por via i.c.v. Os pontos representam a média =+ EPM da variacdo da
temperatura corporal dos animais (n=8-10). * Representa a diferencga significativa em

relacdo ao grupo veiculo, p<0,05 (ANOVA de duas vias ¢ Bonferroni).
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Figura 2: Efeito da administra¢ao por via i.c.v. de anandamida na temperatura corporal
(A) e da pele da cauda (B). Os animais receberam veiculo 2 pl, por via i.c.v. ou
anandamida na dose de 1 ug/2 ul, por via i.c.v. Os pontos representam a média + EPM da
variagdo da temperatura corporal dos animais (n=7-10). * Representa a diferenga

significativa em relag@o ao grupo veiculo, p<0,05. (ANOVA de duas vias e Bonferroni).
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Figura 3: Efeito da administragdo por via i.c.v de anandamida no indice de perda de calor
(IPC). Os animais receberam veiculo 2 pl por via i.c.v. ou anandamida 1 pg/2 ul, por via
i.c.v. Os pontos representam a média + EPM da variagdo do IPC dos animais (n=7-10). *
Representa a diferenca significativa em relagdo ao grupo veiculo, p<0,05. (ANOVA de

duas vias ¢ Bonferroni).
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Figura 4: Efeito da administragdo por via i.h. de anandamida na temperatura corporal. Os
animais receberam veiculo 0,2 pl por via i.h. ou anandamida nas doses de 0,1, 1, 10 e 100
ng/0,2 ul, por via i.h. Os pontos representam a média = EPM da variacdo da temperatura

corporal dos animais (n=7-9). * Representa a diferenca significativa em relagdo ao grupo

veiculo, p<0,05. (ANOVA de duas vias e Bonferroni).
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4.2 - Efeito da administragéo por via i.c.v. de URB597 na temperatura corporal

Posteriormente foi avaliado se a inibi¢do da enzima FAAH, responsavel pela
degradacao dos endocanabindides, seria capaz de alterar a temperatura corporal.

A administragdo por via i.c.v. de URB597, um inibidor da enzima FAAH,
promoveu um aumento da temperatura corporal descrevendo uma curva em forma de
sino. Este aumento teve inicio a partir de 1,5 h apds o tratamento para a dose de 0,1 nge o
pico da resposta para esta dose ocorreu na 5 h, perdurando até o final do experimento. O
aumento de temperatura para a dose de 1 ng ocorreu em 2,5 h apos o tratamento e o pico
da resposta ocorreu na 6. h apos o tratamento. O aumento de temperatura para as doses de
0,01, 10, 100 e 1000 ng ocorreu na 3*. h apos o tratamento sendo que o pico da resposta
ocorreu na 4%, h, todas perduraram até a 6. h. Somente a dose de 0,001ng ndo promoveu
aumento significativo da temperatura corporal (Figuras 5A e 5B). A figura 5C representa

a média de temperatura na 5% h apos o tratamento.
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Figura 5: Efeito da administragdo por via i.c.v.de URB597 na temperatura corporal. Os
animais receberam veiculo 2 pl ou URB597 nas doses de 0,001, 0,01, 0,1, 1, 10, 100 e
1000 ng/2 pl, por via i.c.v (Figuras A e B). A figura C representa o efeito do URB 597
sobre a temperatura corporal na 5% h. Os pontos representam a média + EPM da variag¢do
da temperatura corporal dos animais (n=6-7). * Representa a diferenca significativa em

relagdo ao grupo veiculo, p<0,05. (ANOVA de duas vias e Bonferroni).
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4.3 - Efeito do tratamento com AM251, AMG630 e capsazepina no aumento da

temperatura corporal induzido pela anandamida

Como a anandamida ¢ capaz de ativar os receptores CB;, CB, e vanildides
(DEVANE et al., 1992), investigou-se qual destes seria responsavel pelo aumento da
temperatura corporal induzido por este endocanabindide.

A administrag@o por via i.c.v. de anandamida 1 pg/2 pl promoveu um aumento
significativo da temperatura corporal a partir de 2% h apos o tratamento, com pico da
resposta na 5% h e sustentavel até a 6*. h apds o tratamento. O pré-tratamento dos animais
com AM251, antagonista seletivo dos receptores CBj, nas doses de 5 ¢ 10 pug/2ul, por via
i.c.v. reduziu a febre induzida pela anandamida a partir da 2% h apo6s o tratamento
permanecendo esta reducdo até a 6. h, por sua vez, a dose de 1 pg de AM251 ndo
promoveu reducdo significativa na resposta febril induzida pela anandamida. A
administracdo de AM251 10 pg sozinho n3o promoveu alteragdes significativas na
temperatura corporal dos animais (Figura 6). Neste experimento selecionamos a 5 ug de
AM251 para os demais experimentos.

O pré-tratamento dos animais com AM630, antagonista seletivo dos receptores
CB,, na dose de 10 pg/2 pl, por via i.c.v. ndo modificou a temperatura corporal dos
animais quando administrado sozinho e nem o aumento da temperatura corporal induzido
pela anandamida (Figura 7).

O pré-tratamento dos animais com capsazepina, antagonista dos receptores
vaniloides, nas doses de 1, 3 e 10 pg/2 ul, por via i.c.v. ndo modificou o aumento da
temperatura corporal induzido pela anandamida. A administracdo de capsazepina 10 pg

sozinha ndao promoveu variagdes significativas na temperatura corporal dos animais

(Figura 8).
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Figura 6: Efeito do AM251 sobre a resposta febril induzida pela anandamida. Os animais
receberam veiculo 2 pl por via i.c.v ou AM251 1, 5 e 10 pg/2 ul por via i.c.v, apds 30
minutos os animais receberam anandamida 1 pg/2 ul ou veiculo 2 ul por via i.c.v. Os
pontos representam a média = EPM da variagdo da temperatura corporal (°C) dos animais
(n=5-9). * Representa a diferenca significativa em relacdo ao grupo Veic/Veic, p<0,05. #
Representa a diferenga significativa em relagao ao grupo Veic/AEA, p<0,05. (ANOVA de

duas vias e Bonferroni).
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Figura 7: Efeito do AM630 sobre a resposta febril induzida pela anandamida. Os animais
receberam veiculo 2 pl por via i.c.v ou AM630 10 pg/2 pl por via i.c.v, apos 30 minutos
os animais receberam anandamida 1 pg/2 pl ou veiculo 2 pl por via i.c.v. Os pontos
representam a média = EPM da variagdo da temperatura corporal (°C) dos animais (n=5-

6). * Representa a diferenca significativa em relagdo ao grupo Veic/Veic p<0,05.

(ANOVA de duas vias e Bonferroni).
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Figura 8: Efeito do capsazepina sobre a resposta febril induzida pela anandamida. Os
animais receberam veiculo 2 ul por via i.c.v ou capsazepina 1, 3 e 10 ug/2 ul por via i.c.v,
apds 30 minutos os animais receberam anandamida 1 pg/2ul ou veiculo 2 ul por via i.c.v.
Os pontos representam a média = EPM da variagdo da temperatura corporal (°C) dos

animais (n=5-6). * Representa a diferenca significativa em relacdo ao grupo CPZ 10/Veic

p<0,05. (ANOVA de duas vias e Bonferroni).
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4.4 - Efeito da administragéo i.c.v. dos agonistas seletivos dos receptores CB; e CB,

ACEA e AM1241 respectivamente

Foi avaliado também, o efeito da administra¢ao central de agonistas canabinoides
seletivos sobre a temperatura corporal.

A administra¢do por via i.c.v. de ACEA, agonista seletivo dos receptores CBy,
promoveu um aumento da temperatura corporal descrevendo uma resposta em forma de
sino. Este aumento teve inicio a partir de 3% h para a dose de 0,01 pg e o pico da resposta
para esta dose ocorreu na 5% h, perdurando até a 6°. h apos a administracdo da droga. O
aumento de temperatura para as doses de 0,1 e 1 ug ocorreu a partir de 3,5 h sendo o pico
da resposta em 4 e 3,5 h respectivamente, somente a resposta da dose de 0,1 perdurou até
a 6°. H apos a administracdo da droga. A dose de 0,001 pg ndo promoveu aumento
significativo da temperatura corporal (Figura 9A). A figura 9B representa a média de
temperatura na 5% h apos a administracdo da droga. O pré-tratamento dos animais com
AM251 5 pg/2 ul, por via i.c.v., dose esta que foi capaz de abolir a resposta febril da
AEA, reduziu a febre induzida pelo ACEA 0,01 pg, por via i.c.v. a partir da 3% h
permanecendo esta reducdo até a 6°. h (Figura 10).

A administracdo de AM1241, agonista seletivo dos receptores CB,, nas doses de
0,01, 0,1 e 1 ug/2 ul, por via i.c.v., ndo promoveu alteracdo significativa na temperatura

corporal dos animais (Figura 11).
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Figura 9: Efeito da administracdo por via i.c.v.de ACEA na temperatura corporal. Os
animais receberam veiculo 2 ul ou ACEA nas doses de 0,001, 0,01, 0,1 ¢ 1 pg/2 ul, por
via i.c.v. (Figura A). A figura B representa o efeito do ACEA sobre a temperatura
corporal na 5% h. Os pontos representam a média £+ EPM da variagdo da temperatura
corporal dos animais (n=8-9). * Representa a diferenca significativa em relacdo ao grupo

veiculo, p<0,05. (ANOVA de duas vias ¢ Bonferroni).
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Figura 10: Efeito do AM251 sobre a resposta febril induzida pelo ACEA. Os animais
receberam veiculo 2 pl por via i.c.v. ou AM251 5 pg/2 pl, i.c.v, ap6és 30 minutos os
animais receberam ACEA 0,01 pg/2 pl ou veiculo 2 ul por via i.c.v. Os pontos
representam a média = EPM da variagdo da temperatura corporal (°C) dos animais (n=5-
6). * Representa a diferenca significativa em relagdo ao grupo AM251/Veic. # Representa
a diferenca significativa em relagdo ao grupo Veic/ACEA p<0,05. (ANOVA de duas vias

¢ Bonferroni).
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Figura 11: Efeito da administragao i.c.v.de AM1241 na temperatura corporal. Os animais
receberam veiculo 2 ul por via i.c.v. ou AM1241 nas doses de 0,01, 0,1 e 1 pug/2 ul, por
via i.c.v. Os pontos representam a média £ EPM da variagdo da temperatura corporal dos

animais (n=0)
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4.5 — Participacéo de prostaglandina na resposta febril induzida pela anandamida

O proximo passo foi avaliar se a anandamida induz febre diretamente ou se ela
depende da sintese e liberacdo de outros mediadores para induzir esta resposta.

Para tanto, inicialmente investigou-se a possivel participagdo de prostaglandinas
na resposta febril induzida pela anandamida. A anandamida promoveu um aumento
significativo da temperatura corporal a partir da 2% h, com pico da resposta na 5% h e
sustentavel até a 6. h apds o tratamento. A administracdo de indometacina, um inibidor
nao seletivo das enzimas COX, sozinha 2 mg/kg, por via i.p. ndo modificou a temperatura
corporal dos animais. O pré-tratamento com indometacina nesta dose reduziu a resposta
febril induzida pela anandamida a partir de 2,5 h até 6. h apos tratamento (Figura 12).

A administra¢do de celecoxib, um inibidor seletivo da enzima COX-2, 5,0mg/kg,
por via v.o. ndo modificou a temperatura corporal dos animais quando administrado
sozinho. Ja o pré-tratamento com celecoxib nesta dose reduziu a resposta febril induzida
pela anandamida com inicio na 3* h perdurando até 6*. h apos o tratamento (Figura 13).

Anandamida 1 pg/2 pl, por via i.c.v. foi capaz ainda, de aumentar a concentracao
de PGE; no CSF na quarta hora ap6s a sua administragcdo. Por sua vez, o pré-tratamento
com AM251 5 pg/2 pl, por via i.c.v. aboliu este aumento. A administragdo de AM251 5
pg sozinho ndo promoveu alteracdo significativa na concentragdo de PGE,; no CSF

(Figura 14).
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Figura 12: Efeito da indometacina sobre a resposta febril induzida pela anandamida. Os
animais receberam TRIS estéril 1 ml/kg ou indometacina 2 mg/kg, por via i.p., apos 30
minutos os animais receberam anandamida 1 pg/2 pl ou veiculo 2 pl por via i.c.v. Os
pontos representam a média + EPM da variagdo da temperatura corporal (°C) dos animais
(n=6). * Representa a diferenca significativa em relagdo ao grupo Indo/Veic; # Representa
a diferenca significativa em relagdo ao grupo Tris/AEA p<0,05. (ANOVA de duas vias e

Bonferroni).
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Figura 13: Efeito do celecoxib sobre a resposta febril induzida pela anandamida. Os

animais receberam salina estéril ou celecoxib 5 mg/kg por via v.o. , apdés 30 minutos os

animais receberam anandamida 1 pg/2ul ou veiculo 2 pl por via

i.c.v. Os pontos

representam a média = EPM da variagdo da temperatura corporal (°C) dos animais (n=6-

7). * Representa a diferenca significativa em relagdo ao grupo Cel/Veic; # Representa a

diferenga significativa em relagdo ao grupo Sal/AEA, p<0,05. (ANOVA de duas vias e

Bonferroni).
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Figura 14: Efeito do AM251 e anandamida nos niveis de PGE, no CSF. Os animais
receberam veiculo 2 pl i.c.v ou AM251 5 pg/2 pl, por via i.c.v., ap6és 30 minutos os
animais receberam anandamida 1 pg/2 pl ou veiculo 2 pl por via i.c.v. Os pontos
representam a média = EPM da variagdo na concentracdo de PGE, promovida pela
anandamida apos a quarta hora de tratamento (n=5-6). * Representa a diferenca
significativa em relagdo ao grupo AM251/Veic. # Representa a diferenca significativa em

relagdo ao grupo Veic/AEA, p<0,05. (ANOVA de uma via e Tukey)
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4.6 - Participacdo de peptideos opidides enddgenos na resposta febril induzida pela

anandamida

A anandamida 1 pg/2 pl, por via i.c.v. promoveu um aumento significativo da
temperatura corporal a partir da 2*. h, com pico da resposta na 5. h e sustentavel até a 6°.
h apds o tratamento. A administragdo de naloxona 1 mg/kg, s.c. ndo modificou a
temperatura corporal dos animais quando administrado sozinha. J& o pré-tratamento com
naloxona nesta mesma dose aboliu a resposta febril induzida pela anandamida (Figura
15).

Por sua vez, a administracdo de anandamida 1 pg/2 ul, por via i.c.v. promoveu
um aumento significativo na concentracao de 3-endorfina no fluido cerebroespinal na 42,
h apos o tratamento. A administracdo de AM251 5 pg/2 pl, por via i.c.v. ndo modificou a
concentracao de B-endorfina no CSF dos animais quando administrado sozinho. Ja o pré-
tratamento com AM251 nesta mesma dose reduziu o efeito da anandamida sobre a

concentracdo de B-endorfina no CSF (Figura 16).



Resultados 66

209 —e~Nal/Veic
—e— Nal/AEA *
159 -5~ salAEA

1.0-

0.5

ATc (°C)
$
SNS

Figura 15: Efeito da naloxona sobre a resposta febril induzida pela anandamida. Os
animais receberam salina estéril ou naloxona 1 mg/kg por via s.c., apés 30 minutos os
animais receberam anandamida 1 pg/2 pl ou veiculo 2 ul por via i.c.v. Os pontos
representam a média = EPM da variagdo da temperatura corporal (°C) dos animais (n=6-
7). * Representa diferenga significativa em relacdo ao grupo Nal/Veic; # Representa a
diferenga significativa em relagdo ao grupo Sal/AEA p<0,05. (ANOVA de duas vias e

Bonferroni).
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Figura 16: Efeito do tratamento com AM251 ¢ anandamida na concentragdo de -
endorfina no fluido cerebroespinal. Os animais receberam veiculo ou AM251 5 pg/2 pl
por via i.c.v., apds 30 minutos os animais receberam anandamida 1 pg/2 pl ou veiculo 2
pl por via i.c.v. Os pontos representam a média + EPM da variagdo da concentracdo de -
endorfina no CSF na 4”. h apos tratamento (n=4-5). * Representa a diferenca significativa

em relacdo ao grupo Veic/AM251; # Representa a diferenga significativa em relagdo ao

grupo Veic/AEA p<0,05. (ANOVA de uma via e Tukey).
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4.7 - Efeito do tratamento com AM251 no aumento da temperatura corporal

induzido pelo LPS e das citocinas IL-1p, TNF-a e IL-6

Posteriormente investigou-se a participagdo de endocanabindides na resposta febril
desencadeada tanto pelo pirogénio exogeno, LPS como dos pirogénios enddgenos IL-13,
TNF-a e IL-6.

A administra¢do do pirogénio exogeno, LPS 50 pg/kg, por via i.p. promoveu um
aumento significativo da temperatura corporal a partir da 1% h, com pico da resposta na 2°.
h e sustentavel até 6. h apds o tratamento. O pré-tratamento dos animais com AM251 5
ug/2 ul, por via 1i.c.v. reduziu a febre induzida pelo LPS a partir de 1,5 h até a 6*. h apos
tratamento (Figura 17).

A administragdo de IL-1f 3 ng/2 pl, por via 1i.c.v. promoveu um aumento
significativo da temperatura corporal a partir de 30 min., com em 1,5 h e sustentavel até a
6. h apos a administragdo da droga. O pré-tratamento com AM251 5 ug/2 pl, por via
i.c.v. reduziu a febre induzida pela IL-1 a partir da 1°. h até a 6* h apos tratamento
(Figura 18).

O TNF-a 250 ng/2 ul por via ic.v., por sua vez, promoveu um aumento
significativo da temperatura corporal a partir da 1%. h, com pico da resposta na 3% h e
sustentavel até a 6. h apds a administracdo da droga. O pré-tratamento com AM251 5
pg/2 ul, por via i.c.v. reduziu a febre induzida pelo TNF-a a partir da 1% h até a 6. h
apos tratamento (Figura 19).

Ja a IL-6 250 ng/2 pl, por via i.c.v. promoveu um aumento significativo da
temperatura corporal a partir de 1,5 h, com pico da resposta em 3,5 h e sustentavel até 5,5
h. O pré-tratamento com AM251 5 pg/2 pl, por via i.c.v. reduziu a febre induzida pela IL-

6 a partir da 2% h até a 5,5 h ap6s tratamento (Figura 20).
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Figura 17: Efeito do AM251 sobre a resposta febril induzida pelo LPS. Os animais
receberam veiculo 2 pl por via i.c.v. ou AM251 5 pg/2 pl por via i.c.v., apés 30 minutos
os animais receberam LPS 50 pg/kg ou salina estéril 1 ml/kg por via i.p. Os pontos
representam a média = EPM da variagdo da temperatura corporal (°C) dos animais (n=6-
7). * Representa a diferenca significativa em relagdo ao grupo AM251/Sal. # Representa a
diferenca significativa em relagdo ao grupo Veic/LPS, p<0,05. (ANOVA de duas vias e

Bonferroni).
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Figura 18: Efeito do AM251 sobre a resposta febril induzida pela IL-1f. Os animais
receberam veiculo 2 pl ou AM251 5 pg/2 pl por via i.c.v, apoés 30 minutos os animais
receberam IL-1P 3 ng/2 pl ou salina estéril 2 pl por via i.c.v. Os pontos representam a
média + EPM da variagio da temperatura corporal (°C) dos animais (n=6-7). * Representa
a diferenca significativa em relacdo ao grupo AM251/Sal. # Representa a diferenca
significativa em relagdo ao grupo Veic/IL-1B, p<0,05. (ANOVA de duas vias e

Bonferroni).
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Figura 19: Efeito do AM251 sobre a resposta febril induzida pelo TNF-a. Os animais

receberam veiculo 2 pl por via i.c.v ou AM251 5 pg/2 ul por via i.c.v, apos 30 minutos os

animais receberam TNF-a 250 ng/2 pl ou salina estéril 2 pl por via i.c.v. Os pontos

representam a média = EPM da variagdo da temperatura corporal (°C) dos animais (n=6-

8). * Representa a diferenga significativa em relacdo ao grupo AM251/Sal. # Representa a

diferenca significativa em relagdo ao grupo Veic/TNF-a, p<0,05. (ANOVA de duas vias e

Bonferroni).
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Figura 20: Efeito do AM251 sobre a resposta febril induzida pela IL-6. Os animais
receberam veiculo 2 pl ou AM251 5 pg/2 ul por via i.c.v., ap6és 30 minutos os animais
receberam IL-6 300 ng/2 pl ou salina estéril 2 pl por via i.c.v. Os pontos representam a
média = EPM da variagio da temperatura corporal (°C) dos animais (n=6-7). * Representa
a diferenca significativa em relacdo ao grupo AM251/Sal. # Representa a diferenca
significativa em relacdo ao grupo Veic/IL-6, p<0,05. (ANOVA de duas vias e

Bonferroni).
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4.8 - Efeito do tratamento com AMZ251 no aumento da temperatura corporal

induzido pelos mediadores centrais PGE,, PGF,,, CRF e ET-1

O passo seguinte foi investigar se os endocanabinodides participam da resposta
febril dos mediadores pirogénicos centrais PGE,, PGF,,, CRF ¢ ET-1.

A administracdo de PGE, 250 ng/2 pl por via i.c.v. promoveu um rapido e
efémero aumento da temperatura corporal a partir de 30 minutos, sendo este o pico da
resposta. O pré-tratamento com AM251 5 pg/2 pl, por via i.c.v. ndo foi capaz de reduzir
a febre induzida pela PGE; apos tratamento (Figura 21).

Por sua vez, a PGF,, 250 ng/2 ul por via i.c.v.promoveu uma resposta bifasica de
aumento da temperatura corporal. O primeiro aumento comegou a partir de 30 minutos,
sendo este o pico da resposta e perdurando até a 1. h. A segunda fase iniciou-se na 3 h
com pico em 4,5 h e com duragdo até o fim do experimento. O pré-tratamento com
AM251 5 pg/2 pl, por via i.c.v. ndo foi capaz de reduzir nenhuma das fases de aumento
de temperatura induzida pela PGF, ap6s tratamento (Figura 22).

Ja o CRF 2,5 pg/2 pl administrado por via i.c.v.aumentou a temperatura corporal a
partir de 1,5 h, sendo o pico da resposta em 4,5 h e perdurando até a 6 h. O pré-
tratamento com AM251 5 pg/2 pl, por via i.c.v. reduziu a resposta febril induzida pelo
CREF a partir de 2,5 h até a 5. h ap0s tratamento (Figura 23).

A administragdo de ET-1 1 pmol/2 pl administrada por via i.c.v. promoveu um
aumento da temperatura corporal a partir de 1,5 h, sendo o pico da resposta na 3* h e
perdurando até a 6% h. O pré-tratamento com AM251 5 ug/2 ul, por via i.c.v. reduziu a

resposta febril induzida pela ET-1 a partir da 2% h até a 6. h ap6s tratamento (Figura 24).
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Figura 21: Efeito do AM251 sobre a resposta febril induzida pela PGE,. Os animais
receberam veiculo 2 pl ou AM251 5 pg/2 ul por via i.c.v., ap6és 30 minutos os animais
receberam PGE; 250 ng/2 pul ou salina estéril 2 ul por via i.c.v. Os pontos representam a
média = EPM da variagdo da temperatura corporal (°C) dos animais (n=5-6). * Representa
a diferenca significativa em rela¢do ao grupo AM251/Sal, p<0,05. (ANOVA de duas vias

¢ Bonferroni).
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Figura 22: Efeito do AM251 sobre a resposta febril induzida pela PGF,,. Os animais
receberam veiculo 2 pl ou AM251 5 pg/2 ul por via i.c.v., ap6és 30 minutos os animais
receberam PGF», 250 ng/2 pl ou salina estéril 2 pl por via i.c.v. Os pontos representam a
média = EPM da variagdo da temperatura corporal (°C) dos animais (n=5-6). * Representa
a diferenca significativa em rela¢do ao grupo AM251/Sal, p<0,05. (ANOVA de duas vias

¢ Bonferroni).
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Figura 23: Efeito do AM251 sobre a resposta febril induzida pelo CRF. Os animais
receberam veiculo 2 pl ou AM251 5 pg/2 ul por via i.c.v., ap6és 30 minutos os animais
receberam CRF 2,5 pg/2 pl ou salina estéril 2 pl por via i.c.v. Os pontos representam a
média + EPM da variagdo da temperatura corporal (°C) dos animais (n=6-7). * Representa
a diferenca significativa em relacdo ao grupo AM251/Sal. # Representa a diferenca
significativa em relagdo ao grupo Veic/CRF, p<0,05. (ANOVA de duas vias e

Bonferroni).
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Figura 24: Efeito do AM251 sobre a resposta febril induzida pela ET-1. Os animais
receberam veiculo 2 pl ou AM251 5 pg/2 ul por via i.c.v., ap6és 30 minutos os animais
receberam ET-1 1 pmol/2 pl ou salina estéril 2 ul por via i.c.v. Os pontos representam a
média + EPM da variagdo da temperatura corporal (°C) dos animais (n=6-7). * Representa
a diferenca significativa em relacdo ao grupo AM251/Sal. # Representa a diferenga
significativa em relagdo ao grupo Veic/ET-1, p<0,05. (ANOVA de duas vias e

Bonferroni).
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4.9 - Efeito do tratamento com dexametasona e IL-1ra no aumento da temperatura

corporal induzido pela anandamida

A anandamida promoveu um aumento significativo da temperatura corporal a
partir da 2% h, com pico da resposta na 5%. h e sustentavel até a 6. h apos a dministragdo
da droga. A administragdo de dexametasona 0,5 mg/kg, por via s.c. ndo modificou a
temperatura corporal dos animais quando administrada sozinha, ja o pré-tratamento com
dexametasona nesta dose reduziu a resposta febril induzida pela anandamida com inicio
em 2,5 h até a 6°. h apos tratamento (Figura 25).

A administracdo de IL-1ra 200 pg/2 pl, por via i.c.v. ndo modificou a temperatura
corporal dos animais quando administrada sozinha, por sua vez, o pré-tratamento com IL-
Ira nesta dose reduziu a resposta febril induzida pela anandamida com inicio na 2,5 h até

6". h apds tratamento (Figura 26).
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Figura 25: Efeito da dexametasona sobre a resposta febril induzida pela anandamida. Os
animais receberam salina estéril ou dexametasona 0,5 mg/kg por via s.c., apds 1 h os
animais receberam anandamida 1 pg/2 pl ou veiculo 2 pl por via i.c.v. Os pontos
representam a média = EPM da variagdo da temperatura corporal (°C) dos animais (n=5-
8). * Representa a diferenga significativa em relacdo ao grupo Dexa/Veic; # Representa a
diferenga significativa em relagdo ao grupo Sal/AEA, p<0,05. (ANOVA de duas vias e

Bonferroni).
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Figura 26: Efeito IL-1ra sobre a resposta febril induzida pela anandamida. Os animais
receberam salina estéril ou IL-1ra 200 pg/2 pl por via i.c.v., apds 30 minutos os animais
receberam anandamida 1 pg/2 pl ou veiculo 2 pl por via i.c.v. Os pontos representam a
média + EPM da variagio da temperatura corporal (°C) dos animais (n=5-8). * Representa
a diferenca significativa em relacdo ao grupo IL-1ra/Veic; # Representa a diferenca

significativa em relagdo ao grupo Sal/AEA, p<0,05. (ANOVA de duas vias e Bonferroni).
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Em conjunto, os dados apresentados neste estudo sugerem que os canabindides
endogenos, pela ativacdo dos receptores CBj, mas ndo dos receptores CB; e vanildides,
sao capazes de produzir um aumento controlado da temperatura corporal, que pode ser
designado como febre. A resposta febril desencadeada pelos endocanabinodides parece ser
dependente da sintese/liberacdo de prostaglandinas e opidides enddgenos. Além disso, os
endocanabinoides estdo envolvidos no desenvolvimento da resposta febril induzida pelo
LPS, bem como, naquelas promovidas por diversos mediadores que orquestram esta
resposta, incluindo TNF-a, IL-1B3, IL-6, CRF e ET-1. Por sua vez, os endocanabinbides
ndo contribuem para a resposta febril induzida pela PGE; ou PGFy,,.

Embora o envolvimento dos canabindides na temperatura corporal ja venha sendo
estudado ha algum tempo, os dados disponiveis a respeito do tema, ndo permitiam uma
visdo clara do papel dos endocanabinodides nesta resposta. Desta forma, procuramos
estudar os efeitos da administracdo central de endocanabindides na temperatura corporal e
investigar por quais mecanismos eles promovem seus efeitos.

Inicialmente, avaliamos o efeito da administragdo central de anandamida na
temperatura corporal. E interessante notar que, a administragdio por via i.c.v. de
anandamida, o primeiro endocanabindide a ser descoberto e que apresenta uma maior
seletividade para os receptores CB; (DEVANE et al., 1992), promoveu um aumento dose-
dependente da temperatura corporal, que foi maximo com a dose de 1 pg desta substancia
(Figura 1). A partir desse experimento selecionamos a dose de 1 pg/2 pl de anandamida
para uso nos demais ensaios que envolveram a administrag@o deste lipidio.

Este resultado nos surpreende, ja que ha diversos relatos na literatura de que as
administracdes de diferentes agonistas canabinoides promovem hipotermia, tanto quando
administrados perifericamente, como quando administrados centralmente. (DIAMANTIS

et al.,, 1979, PERTWEE & FITTON, 1982; OVADIA et al., 1995; COMPTON et al.,
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1996; RAWLS et al., 2002a; PERTWEE, 2005). Além disso, a hipotermia ¢ considerada
um dos quatro sinais caracteristicos que os canabindides promovem em roedores, que
incluem ainda hipolocomogao, analgesia e catalepsia (PERTWEE, 2005).

O principal efeito relatado sobre a temperatura corporal apés a administragdo do
A’-THC, que é considerado um dos principais componentes ativos presentes na Canabis
sativa, ¢ a hipotermia. A administracio intraperitoneal de A’-THC produziu uma
hipotermia dose-dependente em ratos, que foi observada logo nos primeiros 30 minutos
apds a injegio (DIAMANTIS et al., 1979). O A’-THC também produziu hipotermia
significativa quando administrado por via i.c.v., sendo esta resposta acompanhada por
diminui¢do no consumo de oxigénio (FITTON & PETERWEE, 1982). Em outro estudo, o
efeito hipotérmico produzido pelo A’-THC foi antagonizado pelo antagonista dos
receptores CB, SR141716A (COMPTON et al., 1996).

OVADIA et al. (1995), relataram que a administracdo do agonista canabindide
sintético HU-210, o qual apresenta maior poténcia e afinidade pelos receptores
canabindides do que o A’-THC, induziu hipotermia apés a administragdo direta na
APO/HA de ratos (OVADIA et al., 1995) . Corroborando estes resultados, RAWLS et al.
(2002), utilizando o WIN 55212-2, outro agonista canabinoide sintético mais potente que
o A’-THC, administrado diretamente na APO/HA, também observaram a ocorréncia de
hipotermia de forma dose-dependente em ratos. Esta resposta foi reduzida pela
administracdo por via i.m. do antagonista dos receptores CB;, SR141716A, mas ndo foi
alterada pela administracdo por via i.m. do antagonista dos receptores CB,, SR144528,
sugerindo que a hipotermia induzida pelos canabinodides seja mediada pela ativagao do

receptor CB.
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Embora a hipotermia seja a resposta mais relatada com relagdo a administragdo de
A’-THC, existem dados na literatura que sugerem que a administragio desta substincia
pode promover aumento ou reducdo na temperatura, dependendo da dose administrada.

Até onde conseguimos saber, o primeiro relato deste padrdo paradoxal de resposta
do A'-THC tenha sido observado por SOFIA (1972). Este pesquisador observou que tanto
a administragio intraperitoneal como a administragdo oral de A'-THC foi capaz de
promover um aumento significativo da temperatura corporal em doses baixas (0,125-
2,0mg/kg, i.p., 1,25-10mg/kg, p.o.), enquanto, doses mais elevadas deste agonista (4,0-
8,0mg/kg, i.p., 20,0-80,00mg/kg, p.o.), foram capazes de promover uma intensa
diminui¢do da temperatura corporal.

Cinco anos mais tarde, TAYLOR & FENNESSY (1977), observaram o mesmo
padrio bifasico de efeito com o A’-THC na temperatura corporal, quando administrado
endovenosamente. Em doses baixas (0,05-0,1 mg/kg, i.v.), a administragdo de A’-THC
promoveu um aumento significativo da temperatura corporal, ja doses maiores (1,0-5,0
mg/kg, i.v.) promoveram redu¢do da temperatura corporal (TAYLOR & FENNESSY,
1977).

Convém ressaltar, que a resposta hipotérmica produzida pela administracdo de
canabinodides ¢ sempre acompanhada por diminui¢do da atividade locomotora e até
mesmo de catalepsia. Assim, esta hipotermia pode ser, na verdade, um reflexo da perda de
importantes mecanismos termorregulatorios responsaveis por manter a temperatura
corporal em niveis normais, ao invés de constituir um efeito especifico dos canabindides
em promover alteragdes no termostato hipotalamico.

CRAWLEY et al. (1993) ¢ CHAEPRON et al. (1999) observaram que a

administracdo periférica de altas doses de anandamida (10 e 20 mg/kg) em ratos
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promoveu hipotermia. COSTA et al. (1999), demonstraram que a hipotermia induzida
pela anandamida foi bloqueada pelo antagonista dos receptores CB;, SR141716A.

Contudo, ¢ importante ressaltar que nos experimentos de CRAWLEY et al.
(1993), a temperatura corporal dos animais foi avaliada apenas 15 e 30 minutos apos a
administracdo de anandamida. Ainda, uma observa¢ao cuidadosa do efeito da dose de 0,2
mg/kg relatada naquele estudo, pode-se concluir que esta Opromoveu um aumento da
temperatura corporal quando comparado ao veiculo (variacdo de +0,6°C), sendo que a
hipotermia produzida pela dose de 10 mg/kg e que apresentou diferenca estatisticamente
significativa, produziu uma variagdo de apenas -0,7°C quando comparada ao veiculo. Isto
sugere que doses baixas deste endocanabinéide podem promover aumento da temperatura
corporal quando administrado perifericamente.

Portanto, embora existam evidéncias de que canabinodides possam causar aumento
de temperatura, quando administrados por via sist€émica, o presente estudo ¢ pioneiro em
demonstrar que a administragdo central de anandamida causa aumento de temperatura em
ratos.

Em seguida, avaliamos se o aumento da temperatura corporal induzido pela
anandamida tratava-se de uma resposta febril ou apenas um efeito hipertérmico. Para
tanto, monitoramos concomitantemente a temperatura corporal e a temperatura da cauda
dos animais. Observamos que o aumento de temperatura corporal induzido pela
anandamida foi precedido e acompanhado por uma reducao sustentada da temperatura da
pele da cauda (Fig. 2A e 2B, respectivamente). Esta reducdo da temperatura da pele da
cauda indica o desenvolvimento de uma vasoconstrigdo periférica, fendmeno
caracteristico observado durante o aumento controlado da temperatura corporal, o qual
tem a funcdo de reduzir a dissipacdo de calor para o ambiente e conservar a temperatura

do organismo. Durante as respostas hipertérmicas, ao contrario do que ocorre durante o
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aumento controlado de temperatura, ocorre um aumento da temperatura da pele da cauda
dos animais, com o intuito de reduzir a temperatura corporal. Sendo assim, podemos
caracterizar o aumento de temperatura corporal induzido pela anandamida como febre.

A cauda dos ratos tem sido comumente utilizada para o estudo do controle do
tonus vasomotor. Propriedades anatdmicas e fisiologicas fazem com que a cauda seja
crucial para a dissipag@o de calor nesta espécie, pois ela é glabra, o que acentua a perda de
calor; ¢ altamente vascularizada, permitindo grande fluxo sanguineo e apresenta alta razao
superficie/volume, facilitando a troca de calor (GORDON, 1990).

Podemos observar na figura 3 que a anandamida induziu uma reducdo
significativa no indice de perda de calor (IPC), quando comparado ao veiculo, o que
indica que a administragdo i.c.v do endocanabindéide promoveu uma significativa
vasoconstricdo, corroborando a hipotese de que a mesma, por ativar respostas
termoefetoras de conservacdo de calor, induz um aumento controlado da temperatura
corporal que ¢é tipica da resposta febril.

O IPC tem sido utilizado como parametro na avaliacdo de respostas termoefetoras
(vasoconstricdo e vasodilatacdo) da vasculatura da pele da cauda. Segundo ROMANOVSKY
et al. (2002) os limites tedricos para o IPC sdo: 0, que corresponde a vasoconstri¢do
maxima; e 1, que corresponde a vasodilatagdo maxima da temperatura da pele da cauda
dos animais.

Na seqiiéncia do presente estudo, avaliou-se a capacidade da administragdo de
anandamida no hipotalamo em promover alteracdes na temperatura corporal. Conforme
ilustra a figura 4, observou-se que a administracdo de anandamida nesta importante area
envolvida no controle da temperatura corporal, promoveu um aumento dose-dependente

da temperatura corporal.
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E importante ressaltar que os receptores canabindides estdo presentes no
hipotdlamo. Em particular, células expressando RNAm para os receptores CB; estdo
distribuidas pelo hipotdlamo e estudos de ligagdo especifica usando técnicas de
radioautografica demonstraram densa expressao de receptores CB; nesta area do cérebro
(HERKENHAM et al., 1991; MAILLEUX e VANDERHAEGHEN, 1992). Sendo a
expressdo particularmente intensa na APO/HA (MOLDRICH & WENGER, 2000).

Outra estratégia que se utilizou para avaliar a contribui¢do dos endocanabinoides
no controle da temperatura corporal, foi o0 emprego do URB597, um inibidor seletivo da
enzima amido hidrolase dos acidos graxos (FAAH, do inglés fatty acid amide hydrolase),
enzima esta considerada a principal responsavel pela degradacdo dos endocanabinodides,
particularmente da anandamida. E interessante observar que a administragdo por via i.c.v.
do URBS597 promoveu um claro aumento na temperatura corporal, mas a curva para este
efeito apresentou-se em forma de sino (Figura 5A e 5B). Na faixa de doses entre 0,001 ng
e 0,1 ng houve um aumento dose-dependente da temperatura corporal, mas doses maiores
promoveram aumentos da temperatura proporcionalmente menores (Figuras 5A e 5B).
Este resultado reforga a idéia de que os endocanabinoides estejam envolvidos no aumento
da temperatura, uma vez que a inibicdo da degradacdo pode promover um acimulo destes
mediadores na fenda sinaptica, o que facilitaria ou intensificaria a ativacdo dos receptores
CB, que sinalizam aumento na temperatura corporal. O padrdo da resposta com curva em
sino pode resultar do maior acumulo de endocanabindides, ocasionado pelas doses
maiores do inibidor da FAAH, esse maior acimulo poderia promover uma perda de
seletividade dos mesmos sobre os receptores CB; ou até mesmo uma interagdo com outros
sistemas de neurotrasmissdo, ja que foi constatado que os endocanabindides podem

interferir com a liberacdo de diferentes neurotransmisores quando em altas doses
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(GERDEMAN et al., 2001; HUANG et al., 2001; WILSON et al., 2001). No entanto, uma
investigacdo mais detalhada sera necessaria para esclarecer este padréo de resposta.

Posteriormente, investigamos qual o receptor canabinoide ¢ ativado pela
anandamida para promog¢ao da resposta febril. Sabe-se que a anandamida liga-se com
afinidade moderada e ¢ um agonista parcial dos receptores CBj, além de ser um agonista
fraco dos receptores CB, e também poder ativar os receptores vanildides (DEVANE et al.,
1992; ZYGMUNT et al., 1999). Inicialmente, avaliamos se os receptores CB; seriam os
responsaveis por este aumento da temperatura corporal. Para isso, tratamos previamente
0s animais com o antagonista CB; seletivo, AM251 e avaliamos o seu efeito sobre a
resposta febril induzida pela injecdo por via i.c.v. de anandamida. O tratamento dos
animais com este antagonista reduziu de forma dose-dependente a febre induzida pela
anandamida e nas doses de 5 e 10 pg/2 pl, o mesmo aboliu esta resposta (Figura 6). Este
resultado sugere que receptores CB; centrais desempenhem um papel prevalente na
resposta febril desencadeada pela injegao por via i.c.v. de anandamida.

Outro dado que confirma o envolvimento dos canabindides no aumento da
temperatura corporal, em especial através da ativacao dos receptores CB;, foi obtido com
a administracdo do agonista CB; seletivo ACEA. A administracdo deste agonista
promoveu um aumento da temperatura corporal descrevendo uma curva em forma de sino
(Figuras 9A e 9B). Este analogo sintético da anandamida ¢ um agonista que apresenta
maior seletividade para o receptor CB;. A exemplo do observado com o URB597, o
ACEA também originou uma curva em forma de sino, com o aumento da dose (a partir de
0,1 pg/2 pl) houve uma redugdo da resposta febril sugerindo uma possivel perda da
seletividade deste agonista. Além disso, como esperado, o pré-tratamento dos animais
com o AM251, antagonista seletivo dos receptores CB; foi capaz de reduzir o aumento da

temperatura corporal induzido pelo ACEA (Figura 10). Estes dados fortalecem
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substancialmente a hipdtese de que o aumento de temperatura corporal induzido pelos
canabindides seja mediado pela ativacdo dos receptores CB; centrais.

Em seguida, foi avaliada se a ativacdo dos receptores CB; contribuiria de alguma
forma para as alteragdes da temperatura corporal. A administragdo do antagonista CB,
seletivo AM630 ndo promoveu nenhuma alteracdo do aumento de temperatura corporal
induzido pela anandamida, assim como nao alterou a temperatura corporal dos animais
quando administrado isoladamente (Figura 7). Por sua vez, a administragdo do agonista
CB, seletivo AMI1241 também nao promoveu nenhuma alteracdo significativa na
temperatura dos animais (Fig. 11). Estes dados sugerem que mecanismos operados por
ativagdo dos receptores CB, ndo estejam implicados nas alteragdes na temperatura
corporal provocados por endocanabinéides centrais.

RAWLS et al. (2002), utilizando o SR144528, outro antagonista dos receptores
CB,, administrado por via i.m. em ratos também ndo observaram nenhum efeito deste
antagonista, que também ndo foi capaz de alterar a hipotermia induzida pela
administracdo de WIN55212-2 por via i.m.

Estes dados sugerem, ainda, que nem os receptores CB;, nem os receptores CB;
exercem influéncia tonica sobre o controle da temperatura corporal, visto que nenhum dos
antagonistas canabindides utilizados promoveu qualquer alteracdo da temperatura
corporal quando administrado isoladamente.

Sabe-se que, além de interagir com os receptores CB; e CB,, a anandamida pode
também interagir com os receptores vanildides (TRPV1), sendo que a ativagdo destes
receptores ¢ importante em especial para os efeitos analgésicos deste endocanabinoide
(RICE et al.,, 2002; PERTWEE, 2005). Por esta razdo, avaliamos a influéncia do
tratamento prévio com um antagonista de receptores vanildides sobre o efeito da

anandamida na temperatura corporal. O pré-tratamento dos animais com o antagonista dos
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receptores vaniloides, capsazepina, ndo foi capaz de alterar a resposta febril induzida pela
anandamida em nenhuma das doses testadas (Figura 8), sugerindo que a ativacdo deste
receptor ndo contribui para os efeitos deste endocanabinoide na temperatura corporal.

ApoOs constatar que a anandamida ¢é capaz de induzir febre e de que esta resposta ¢
mediada pela ativag@o dos receptores CBj, o passo seguinte foi avaliar se ela induzia febre
diretamente ou através da sintese e liberacdo de outros mediadores para induzir esta
resposta.

Inicialmente, investigou-se a possivel contribui¢do das prostaglandinas na resposta
febril induzida pela anandamida. O tratamento prévio dos animais com indometacina, um
inibidor ndo seletivo das enzimas COX, reduziu significativamente o aumento de
temperatura induzido pela anandamida (Figura 12). Por sua vez, o tratamento prévio dos
animais com celecoxib também reduziu a resposta febril induzida pela anandamida (Fig. 13).

Avaliou-se também o efeito da administracdo central de anandamida sobre a
concentracdo de PGE; no fluido cerebroespinal. A administragdo de anandamida promoveu
um aumento significativo na concentracao de PGE; no fluido cerebroespinal na quarta hora
apos a sua administragdo. J4, o pré-tratamento dos animais com o AM251 aboliu este
aumento (Figura 14). A administracdo isolada de AM251 ndo promoveu alteracdo
significativa na concentragdo de PGE, no CSF.

Em conjunto, estes dados sugerem que a anandamida, através da ativacdo dos
receptores CBj, induz a sintese e liberagdo de prostaglandinas as quais podem ser as
responsaveis pelo aumento da temperatura corporal induzido por este endocanabinoéide.

Sabe-se que a anandamida, apds sofrer a agdo da enzima FAAH, é convertida
rapidamente em acido araquidénico e etanolamida, o que aumentaria o substrato para a
formagdo de prostaglandinas pela agdo da enzima COX (DEUTSCH et al., 1997;

MACCARRONE et al., 2000; CHEN et al., 2004).



Discussao 91

Dados da literatura sugerem que devido a sua grande similaridade estrutural aos
acidos graxos poliinsaturados, a anandamida pode também servir como substrato para
enzimas, como a lipooxigenase ¢ COX, podendo produzir potentes produtos bioativos. O
acido araquidonico (AA) € o substrato para a formagdo de prostandides pelas enzimas
COX-1 e COX-2. A anandamida ¢ estruturalmente idéntica ao AA, exceto pelo acido
carboxilico presente no AA, que ¢ substituido pelo grupo etanolamida na anandamida. YU
et al., (1997) demonstraram que a COX-2 humana, mas ndo a COX-1, é capaz de oxidar a
anandamida. O produto formado a partir da anandamida ¢ um composto similar ao
formado quando o substrato ¢ o AA, sendo este a PGE; etanolamida. ROTH et al. (2002),
demonstraram, utilizando diversas preparagdes in vitro, que a PGE, etanolamida ¢ um
composto farmacologicamente ativo, todavia ndo foram capazes de estabelecer a sua
relevancia fisioldgica.

KOZAK et al. (2002) demonstraram que, através da metabolizacdo da anandamida
e do 2-AG pela enzima COX-2, associado a acdo de isomerases especificas, podem ser
formados os derivados “prostaglandina etanolamida” e “prostaglandina glicerol éster” da
PGE,, PGF,,, PGD,, tromboxana ¢ prostaciclina. Os dados daquele estudo sugerem que
talvez o aumento de temperatura corporal induzido pela administragdo de anandamida
possa ser ocasionado pela formacdo destes metabdlitos de prostaglandinas, através da
enzima COX-2.

Contudo, CHEN et al. (2005) utilizando preparagdes de microvasculatura
cerebral, observaram que, apos incubar estas células com anandamida triciada, houve um
substancial aumento na producdo de prostaglandina. No entanto, ndo houve formacgéo
significativa de prostaglandina marcada, sugerindo que a anandamida ndo foi o substrato
para a formagdo desta prostaglandina. Além disso, o aumento na concentragdo de

prostaglandinas ndo foi alterado pelo inibidor da enzima FAAH, o OTMK, como também
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quando foi utilizada a meta-anandamida, um analogo estavel que € muito pouco
metabolizado pela FAAH. Isto fortalece a hipdtese de que o acido araquiddnico
proveniente da degradacdo da anandamida ndo ¢ a fonte para a formacdo de
prostaglandinas.

Neste mesmo estudo, CHEN et al., (2005) observaram que tanto a produgdo de
prostaglandinas promovida pela anandamida, como pela meta-anandamida foi
completamente inibida pelo inibidor seletivo da enzima COX-2, NS-398, e que esses dois
canabinoides promoveram um aumento dose- e tempo-dependente na expressdo da
enzima COX-2. Por sua vez, o pré-tratamento das células com o antagonista CB,; seletivo,
AM251 inibiu tanto a producgdo de prostaglandina, como diminuiu a expressdo da enzima
COX-2 induzida pela anandamida (CHEN et al., 2005).

Nossos dados, em conjunto com os de CHEN et al., (2005), sugerem que as
prostaglandinas responsaveis pela indugdo da febre induzida pela anandamida sejam
formadas pela ativacdo dos receptores CB;. A ativacdo destes receptores levaria a uma
aumento na expressiao da enzimas COX-2, com conseqliente promog¢ao da metabolizagao
do 4cido araquidonico endogeno, em prostaglandinas, mediadoras da resposta febril
induzida pela anandamida.

Investigou-se também, a possivel interacdo entre canabinoides e opidides. O pré-
tratamento dos animais com o antagonista ndo seletivo dos receptores opidides naloxona, foi
capaz de abolir o aumento na temperatura induzido pela anandamida (Figura 15). A
administragdo por via i.c.v. de anandamida promoveu, ainda, um aumento na concentracao
de B-endorfina no CSF, sendo que este aumento foi reduzido pelo pré-tratamento com o
antagonista CB; seletivo AM251 (Figura 16). Estes dados sugerem que, além de
prostaglandinas, a anandamida depende da sintese e liberacdo de opidides enddgenos para

promover os seus efeitos sobre a temperatura corporal.
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Embora existam muitos dados na literatura que sugerem interagao entre canabindides
e opiodides, em especial com relagdo aos efeitos analgésicos, ndo ha resultados na literatura
que demonstrem que a anandamida ¢ capaz de aumentar a concentracdo de opiodides
endogenos no CSF.

Os peptideos opidides endogenos, juntamente com as prostaglandinas, sdo
considerados os mediadores finais da resposta febril. FRAGA et al. (2008), observaram que
os opidides endogenos ndo participam no controle da temperatura corporal em condi¢des
basais. Contudo, através da ativacdo de receptores p-opidides, estes peptideos sdo
importantes mediadores envolvidos no desenvolvimento da resposta febril desencadeada pelo
LPS, TNF-a, IL-6, MIP-1a ¢ ET-1 (BLATTEIS et al., 1991; BENAMAR et al., 2000;
BENNAMAR et al., 2002; FRAGA et al., 2008).

Os dados obtidos at¢ o momento permitem sugerir que a anandamida ¢ capaz de
promover um aumento controlado da temperatura corporal e que pode assim ser designada
febre. Esta resposta ¢ mediada pela ativacao dos receptores CB;, mas ndo por receptores CB;
e vaniloides. Ainda, esta resposta febril é dependente da sintese e liberacao de
prostaglandinas e peptideos opidide enddgenos. Neste sentido, foi considerado importante
que se avaliasse se os endocanabindides contribuiriam de alguma forma para a resposta febril
desencadeada tanto por pirogénios exogenos, como pelos mediadores enddgenos desta
resposta.

Inicialmente, foi avaliado se a administragdo central prévia do antagonista CB;
seletivo AM251 era capaz de reduzir a resposta febril desencadeada pela administragdo
periférica do pirogénio exdgeno LPS, o qual ¢ parte da parede das bactérias GRAM
negativas € que ¢ muito utilizado para mimetizar quadros de invasdo bacteriana. O pré-

tratamento dos animais com o AM251 foi capaz de reduzir a resposta febril induzida pelo
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LPS (Figura 17), demonstrando assim, que a resposta febril induzida por este pirogénio ¢
mediada pelo menos parcialmente pela liberagao central de endocanabinoéides.

Sabe-se que o LPS ndo € o responsavel direto pelo aumento de temperatura corporal.
Ele apos ser reconhecido pelas células de defesa, desencadeia a producdao de pirogénios
enddgenos, como as citocinas. Desta forma, avaliamos se os endocanabinoides participariam
da resposta febril induzida pelas principais citocinas pirogénicas IL-1p, TNF-o e IL-6. O
pré-tratamento dos animais com AM251 foi capaz de reduzir a resposta febril desencadeada
pela IL-1p (Figura 18), TNF-a (Figura 19) e IL-6 (Figura 20).

BENAMAR et al., (2007) observaram que a administracdo periférica do agonista
CB; seletivo WIN 55,212-2 em doses que ndo promovem hipotermia foi capaz de reduzir o
aumento de temperatura corporal induzido por 50 pug de LPS por via i.p., mesma dose
empregada neste estudo. Contudo, eles observaram que o WIN 55,212-2 promoveu uma
reducdo na concentragdo de IL-6 no plasma dos animais, o que sugere que essa diminuigdo
da febre promovida pelo WIN 55,212-2 ocorra pela diminuicdo desta importante citocina
pirogénica.

Nesse mesmo trabalho, estes pesquisadores observaram que a administragdo
periférica do antagonista CB; SR141716A foi capaz de abolir a resposta febril induzida pelo
LPS. Este resultado surpreendeu os autores, ja que este antagonista apresentou 0 mesmo
efeito que o agonista cannabinoide WIN 55,212-2. A possivel explicacdo sugerida pelos
autores para esta aparente contradi¢do baseou-se no fato de que o SR141716A, que foi
sugerido inicialmente como um potente e seletivo antagonista dos receptores CB;, também
apresenta propriedades de agonista inverso (RINALDI-CARMONA et al., 1994;
BOUABOULA et al., 1997; BENAMAR et al., 2007). Além disso, dados da literatura
sugerem que a administragdo de SR141716A ¢é capaz de suprimir os efeitos centrais e

periféricos das citocinas de maneira qualitativa e quantitativa similar aos efeitos
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imunosupressivos do HU210, um potente agonista canabinoide sintético (ROCHE et al.,
20006).

Nossos dados, em contrapartida, sugerem que a liberagdo central de
endocanabindides contribua para a resposta febril induzida pelo LPS e que esta resposta nao
se deva a um efeito imunossupressivo do antagonista. Outro ponto importante em que nosso
estudo difere do supracitado esta no fato de que utilizamos a administracdo central do
antagonista ao invés da administracdo periférica. Desta forma, dificilmente o antagonista
poderia interferir com as concentracdes periféricas das citocinas. Além disso, o AM251
também foi capaz de reduzir a resposta febril desencadeada pelas citocinas IL-1p3, TNF-a e
IL-6, sugerindo que os endocanabindides estdo envolvidos na resposta febril induzida pelos
mediadores que sdo responsaveis pela indugdo da febre do LPS e que a sintese e liberacdo
dos endocanabinoides ocorreria apds a liberacao destes mediadores pirogénicos periféricos.

Posteriormente, investigamos se os endocanabindides estavam envolvidos na
resposta febril induzida pelos mediadores centrais desta resposta que incluem PGE,, PGF,,
CRF e ET-1.

Neste sentido, avaliamos se os endocanabinodides participariam da resposta febril
induzida pelas PGE; e PGF,,. O pré-tratamento dos animais com AM251 ndo reduziu nem a
resposta febril induzida pela PGE, (Figura 22) nem aquela induzida pela PGF,, (Figura 23).
Por outro lado, o pré-tratamento dos animais com AM251 foi capaz de reduzir a resposta
febril induzida pelo CRF (Figura 23) e pela ET-1 (Figura 24), sugerindo, desta forma, que na
via independente de prostaglandinas exista a participacdo de endocanabinoides.

Sabe-se que a via independente de prostaglandinas mediada pelo CRF e ET-1 ¢
dependente da liberagdo central de IL-1. Por esta razdo, investigamos o possivel
envolvimento da IL-1 central na resposta febril induzida pela anandamida. Para tanto,

inicialmente pré-tratamos os animais com dexametasona, a qual reconhecidamente interfere
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com a sintese das citocinas envolvidas no processo inflamatério (YAMAMOTO, 1985;
NEWTON, 2000), e avaliamos o seu efeito sobre a resposta febril induzida pela anandamida.
Este glicocorticdide praticamente aboliu a resposta febril induzida por este endocanabindide
(Figura 25).

Os glicocorticoides s@o capazes de interagir com proteinas receptoras especificas e
regular a expressdo de genes responsivos aos corticosteroides, alterando a sintese de
diversas proteinas (YAMAMOTO, 1985). A dexametasona ¢ capaz de inibir a sintese de
quase todas as citocinas (revisado por NEWTON, 2000), ¢ uma droga altamente efetiva
em suprimir a febre induzida pelo LPS (COELHO et al., 1992, 1995; ZAMPRONIO et
al., 1994a; 2000) e por quase todas as citocinas pirogé€nicas conhecidas, exceto o MIP-1§3
e MIP-1a. (COELHO et al., 1995; TAVARES & MINANO, 1998; ZAMPRONIO et al.,
2000; MELO SOARES 2006). Os efeitos antiinflamatérios dos glicocorticoides s@o
mediados, ainda, pela diminui¢ao da expressdo de COX-2, NOS e principalmente do fator
nuclear (NFxB) (LEACH, 1998; ADCOCK et al., 2004).

No passo final deste trabalho, pré-tratamos os animais com o receptor antagonista da
IL-1 (IL-1ra) e observamos que este foi capaz de reduzir a resposta febril induzida pela
anandamida (Figura 26). Isso sugere que a resposta febril induzida pela anandamida seja
dependente da agdo central da IL-1, a qual também ¢ importante para a via desencadeada
pela ET-1 (FABRICIO et al., 2006).

Sabe-se que a cascata de eventos que culmina com o aumento da temperatura
corporal € iniciada por um agente agressor externo que apos ser reconhecido pelas células
de defesa induz a sintese e liberacdo de diferentes mediadores periféricos, tais como as
citocinas. Dependendo da citocina que ¢ formada, pode ocorrer a ativacdo de duas vias
distintas, que pode acarretar no aumento na temperatura corporal: uma que € dependente

da sintese e liberacdo de prostaglandinas, e uma segunda que ¢ independente de
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prostaglandinas. Esta via que ¢ independente de prostaglandinas ¢ mediada pela seguinte
seqiiéncia de mediadores centrais: CRF, ET-1, IL-1 e opidides endogenos (FABRICIO et
al., 2006, FRAGA et al., 2008). As diferentes vias de indug@o da febre estdo representadas
na figura 27.

Com os dados obtidos neste estudo, podemos incluir os endocanabindides nestas
duas vias de indugdo de febre. Na primeira, ja que esta bem demonstrado que os
endocanabinoides, através da ativagdo dos receptores CB;, sdo capazes de induzir a
sintese/liberagao de prostaglandinas, em especial por aumentar a expressdo da enzima
COX-2. Na segunda, numa seqiiéncia que seria CRF, ET-1, endocanabinoide, IL-1 e
opidide endogeno. A figura 27 sumariza a cascata de mediadores responsavel pelo

desenvolvimento da resposta febril com a inclusdo dos endocanabindides.
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Figura 27: Este esquema representativo da cascata de mediadores da resposta febril foi
baseda nos trabalhos de STRIJBOS et al. 1992; ZAMPRONIO et al., 2000; FABRICIO et

al., 2006 e FRAGA et al., 2008.
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Nossos resultados mostram que:

O aumento de temperatura corporal induzido pela administracdo central de
anandamida ¢ uma resposta controlada (i.e. febre) e ndo hipertermia.

Os endocanabinoides centrais ndo contribuem para o controle ténico da temperatura
corporal.

A resposta febril induzida pela inje¢do via i.c.v. de anandamida é mediada pela
ativacdo dos receptores CB;, mas ndo pelos receptores CB; ou vaniloides.

A liberagao central de endocanabindides esta envolvida na resposta febril induzida
pelo LPS e pelas citocinas IL-1p, TNF-a e IL-6.

A liberacdo central de endocanabinoides estd envolvida no desencadeamento da
resposta febril do CRF e endotelina-1, mas ndo da PGE; e PGF,.

O aumento de temperatura corporal induzido pela anandamida ¢ dependente tanto

da formagao de prostaglandinas, como de IL-1 central e opidides endogenos.
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Abbreviations:  Arachidonoylethanolamide = (AEA), arachidonyl-2-chloroethylamide
(ACEA), (R,S)-(+)-(2-Iodo-5-nitrobenzoyl)-[1-(1-methyl-piperidin-2-ylmethyl)-1H-indole-
3-yl] methanone (AM1241), N-(piperidin-1-yl)-5-(4-iodophenyl)-1-(2,4-dichlorophenyl)-4-
methyl-1H-pyrazole-3-carboxamide (AM251), 6-lodo-2-methyl-1-[2-(4-morfolinyl)etil]-1H-
indol-3-yl](4-methoxyphenyl) methanone (AM630), Capsazepine (CP2),
Lipopolysaccharide (LPS), body temperature (Tc) [3-(3-carbamoylphenyl)phenyl] N-

cyclohexylcarbamate (URB597).
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Abstract

The present study investigated the effects of endogenous cannabinoids on the body core
temperature (Tc) and febrile responses to lipopolysaccharide (LPS) in Wistar rats.
Intracerebroventricular (i.c.v.) or intrahypothalamic (i.h.) administration of anandamide
(AEA) induced dose-dependent increases in Tc. The increase in Tc induced by AEA (1
ng, i.c.v.) microinjection was preceded by decreases in tail skin temperature and heat loss
index, and thus constituted a concerted real fever response. The fatty acid amid inhibitor
(FAAH), URB597 and the selective CB, agonist ACEA induced a bell shaped increase on
Tc. Nevertheless, the i.c.v injection of the selective CB, agonist AM1241 did not induce
any change on Tc. The i.c.v. pre-treatment with the selective CB; antagonist AM251
reduced the fever induced by AEA 1.0 pg, i.c.v. and ACEA 0.01 pg i.c.v. However, the
i.c.v. pre-treatment with AM630, selective CB, antagonist, did not alter the fever induced
by AEA. AM251 injected i.c.v. also reduced the fever induced by LPS 50 ug, i.p. All
together these results suggest that the endogenous cannabinoid AEA induce a real fever,
through the activation of the CB, receptors and that endocannabinoids are involved in the

development of febrile response induced by LPS.
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Introduction

Fever is a multi-mediated response which integrates the complex physiological
defence strategy of the host when invading microbial or non-microbial organisms are
recognized as foreign by immune cells. Recognition of the invader activates the
production and release of a diverse array of peptidic and non-peptidic mediators which
includes many cytokines, CRF, endothelins (1-5), endogenous opioids (6) and
prostaglandins (6, 7). Such mediators activate mechanisms which ultimately increase the
thermoregulatory set-point located in the hypothalamus to promote the febrile response
(8).

The recreational, medicinal and ritualistic uses of the Cannabis sativa date back
thousands of years, but it was only in the 1960s that the plant’s main active constituent,
A’-THC, was isolated and structurally characterised (9, 10). Since then, it has been
disclosed that A’-THC largely mimics the effects of the lipidic endocannabinoids
anandamide (arachidonoylethanolamide, AEA, (11) and 2-arachidonoylglicerol (2-AG,
(12), which promote widespread effects through activation of two specific G protein-
coupled cannabinoid receptors, named CB; (13) and CB; receptors (14), respectively.
These receptors can signal inhibitions of adenylyl cyclase and calcium channel activities
and activate mitogen-activated protein kinases and potassium channels. CB, receptors are
heterogeneously distributed within the central nervous system and can account for several
of the characteristic pharmacological properties of cannabinoid receptor agonists (15).
CB; receptors are present mainly in the periphery, have been detected in cells of the
immune system and are responsible for the immunoregulatory effects of cannabinoids

(16, 17). Endocannabinoid inactivation is dependent on two mechanisms, reuptake and



Anexo 131

degradation (18-20). The fatty acid amide hydrolase (FAAH) is the main enzyme
responsible for the degradation of AEA to arachidonic acid and ethalonamide (21-23).

It has long been recognized that rodents treated with cannabinoids display four
characteristic symptoms: analgesia, catalepsy, hypoactivity and hypothermia (15). Despite
the prominence of hypothermia (i.e. a reduction in body core temperature, Tc), this
symptom is only observed in animals administered high doses of A’~THC. In fact, at
lower doses this cannabinoid have been found to increase Tc, rather than decrease it (24,
25). As to the effects of endocannabinoids on Tc, CRAWLEY et al., (1993) and
CHAPERON et al., (1999) have shown that systemic administration of AEA induces a
dose-dependent reduction in the Tc (26, 27). However, the effects of centrally-
administered endocannabinoids on Tc responses and the role of CB, and CB, receptors in
bringing about their putative effects are currently unknown. The present study was
designed to examine this issue and also the possible roles of central endocannabinoids and

their receptors in the febrile response to LPS.
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Results

Our first goal was to evaluate the effect of i.c.v (0.01, 0.1, 1 and 10 pg, in 2 pl) or
i.h. (0.1, 1, 10 and 100 pg, in 0.2 pl) administration of the endocannabinoid anandamide
(AEA) on Tc. Figure 1 A shows that the i.c.v. administration of AEA induced a dose-
dependent increase in Tc which started at 2 h after administration and peaked at 5 h.
Likewise, i.h. AEA microinjection also induced a dose-dependent increase in Tc (Figure
1B), with onset at 1 h and a peak at 4 h after administration. The increase in Tc induced
by i.c.v. AEA (1 nug) was preceded (and accompanied) by significant and long-lasting
reductions in the temperature of the tail skin (Figure 1C) and decreases in the heat loss
index (HLI; Figure 1D), indicating the occurrence of vasoconstriction.

Next, we investigated the effects of a FAAH inhibitor (URB597) and of selective
agonists of CB; (ACEA) and CB, (AM1241) receptors on Tc. The i.c.v. administration of
URB597 (0.001, 0.01, 0.1 and 1 ng in 2 pl) or ACEA (0.001, 0.01, 0.1 and 1 pg in 2 ul)
induced a bell-shaped increase on Tc (Figure 2A and 2B, respectively). The increase on
Tc induced by URB597 0.1 ng started 1.5 h after its administration and peaked at 5 h,
whereas the onset and peak of the Tc increase caused by 0.01 png of ACEA were at 3 and
5 h after injection, respectively. On the other hand, the i.c.v. administration of the
selective CB; receptor agonist AM1241 (0.01, 0.1 and 1 pg in 2 ul), did not affect Tc
values significantly (Figure 2C).

It is well known that AEA can interact with CB;, CB; and vanilloid receptors (15,
28). This prompted us to evaluate the effects of prior treatment with antagonists of CB,
(AM251), CB; (AM630) and vanilloid (capsazepine) receptors on the development of the
fever responses to AEA and ACEA. Prior i.c.v. treatment with AM251, at doses of 1, 5

and 10 pg, caused dose-dependent inhibitions of the febrile response to AEA (1 ug, i.c.v.;
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Figure 3A). AM251 also reduced the fever induced by ACEA (0.01 ug, i.c.v.) when given
i.c.v. at 5 pg (Figure 3B). However, neither AM630 (10 pg, i.c.v.) nor capsazepine (1, 3,
10 pg, i.c.v.) influenced the fever induced by AEA (Figures 3C and 3D, respectively). In
addition, it is important to note that i.c.v. injection of AM251, AM630 or capsazepine
alone (each tested at their highest dose) failed to alter the Tc of control animals (Figure
3A, 3B and 3C).

A last experiment was designed to investigate if endogenous cannabinoids
contribute to the fever induced by LPS. Systemic administration of LPS (50 pug.kg™, i.p.)
induced an increase in Tc which started 1 h after the injection, peaked at 2.5 h and
remained until 6 h. Prior treatment of the animals with the selective CB; receptor
antagonist AM251 (5 pg, i.c.v) promoted a marked and long-lasting decrease in the fever

induced by LPS, from the 1.5 h time point onwards (Figure 4).
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Discussion

The present study shows that central administration of the endocannabinoid AEA
promotes a dose-dependent Tc increase in rats, which appears to integrate a genuine
febrile response. The effect of AEA on Tc was mimicked by i.c.v. injection of a selective
CB, receptor agonist and prevented by treatment with a CB, receptor antagonist, whereas
ligands selective for CB, receptor were inactive. Moreover, as blockade of AEA
metabolism by an FAAH inhibitor increased Tc and LPS-induced fever was reduced by
blockade of central CB; receptors, central endocannabinoids appear to play a relevant
physiological role in thermoregulation.

Various studies have reported that systemic or i.c.v. treatment with exogenous
cannabinoids induces robust hypothermic responses in rodents (29-32), which are likely to
be subsequent to stimulation of CB,; receptors (31). Likewise, systemic (i.p.) AEA
administration in rats was reported to cause solely hypothermic responses (CRAWLEY et
al., 1993; CHAPERON et al., 1999), and this effect was blocked by i.p. treatment with the
CB, receptor antagonist SR141716A (33). Conversely, i.p. and p.o. administration of A'-
THC (SOFIA, 1972) or i.v. A>-THC injection (TAYLOR & FENNESSY, 1977) were
found to cause dual effects in rats, i.e. increases in Tc at lower doses, but profound
hypothermia following higher doses. The current study, which is possibly the first to
assess Tc responses to a centrally-administered endocannabinoid, detected clear-cut
sustained and dose-related increases in Tc following i.c.v. injection of AEA.

Although CB, receptors are normally absent from the brain, CB; receptors are
widely, but heterogeneously, expressed throughout the CNS (13-15). Importantly, the
hypothalamus is particularly enriched with CB; receptors (34), especially in the lateral
hypothalamic area and preoptic anterior nucleus (35), structures which are critically

implicated in thermoregulation (36). In agreement with this evidence, we observed that
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AEA was about 10-fold more potent in promoting increases in Tc when microinjected
directly into the hypothalamus than when the i.c.v. route of administration was employed.

By measuring body and tail skin temperatures concomitantly, we also examined if
the increase in Tc¢ induced by i.c.v. AEA was an integrated thermoregulatory response
(i.e. fever) or merely the result of hyperthermia. Indeed, the long-lasting increase in Tc
caused by AEA (1 pg, i.c.v.) was preceded and accompanied by a reduction of the tail
skin temperature, which led to a sustained reduction of the calculated HLI (24). Therefore,
endocannabinoid-treated rats clearly developed an integrated response comprising an
increase in body temperature associated with significant decrease in heat dissipation due
to tail skin vasoconstriction, as is characteristic of the febrile response phenomenon in this
species (37).

Even though AEA displays higher affinity for the CB; receptors, it can also
interact with the CB, and vanilloid receptors (13-15, 28). We have thus attempted to
carefully evaluate which of these targets was relevant for the development of AEA-
induced fever. Our findings demonstrate that the fever induced by i.c.v. AEA was
sensitive to dose-dependent inhibition by prior treatment with the CB; receptor antagonist
AM251, but not the CB, receptor antagonist AM630. Moreover, i.c.v. injections of the
CB, receptor agonist ACEA caused graded increases in Tc over a broad range of doses,
whereas similar treatment with the CB; receptor agonist AM1241 (up to 1 pg) did not
change body temperature. Finally, central administration of capsazepine, a vanilloid
receptor antagonist (38), prior to AEA administration, did not modify the fever response
induced by this endocannabinoid. Therefore, the evidence collected points to a pivotal
role of CB; receptors in the signaling of the AEA-induced fever response.

It is perhaps important to comment that i.c.v. ACEA yielded a bell-shaped dose-

response curve for its Tc increasing effect, whereas AEA did not. This difference could be
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ascribed to: 1) the limited range of AEA doses chosen for the curve impeded the detection
of the curve’s downward deflection portion; 2) at higher doses ACEA (unlike AEA) may
loose its selectivity towards CB; receptors and act on additional AEA-insensitive targets;
and/or 3) i.c.v. injection of high doses of CB; receptor agonists might stimulate
hypothermic responses, as reported to occur in rats following systemic injection of
endocannabinoids (26, 27, 33). Further studies are needed to address each of these
possibilities.

To investigate if central endogenous cannabinoids participate in thermoregulation,
we assessed the effects of an inhibitor of FAAH (URB597), the main enzyme responsible
for AEA degradation (21, 22), on Tc, as well as the influence of the selective CB;
receptor antagonist AM251 on fever induced by an exogenous pyrogen (LPS). Indeed,
i.c.v. administration of URB597 (0.001 to 1 ng) caused graded increases in Tc, even
though 1 ng induced a smaller effect than 0.1 ng. The reasons why this dose-response
curve to URB597 displays a bell-shaped pattern remain to be clarified. Nonetheless, since
selective FAAH inhibition would be expected to increase endogenous AEA concentration
in the synaptic cleft to enhance stimulation of CB; receptors, this data favors the
hypothesis that endocannabinoids contribute to Tc regulation.

On the other hand, the febrile response to systemic (i.p.) LPS injection was
reduced by prior i.c.v. injection of the CB; receptor antagonist AM251, at a dose which
did not alter Tc in control rats per se. This constitutes strong functional evidence for the
participation of the central endocannabinoid system in mediating, at least partially and via
CB, receptor-operated mechanisms, the fever promoted by this exogenous pyrogen. A
recent study (39) also reported that systemic administration of the selective CB, receptor
antagonist SR141716 prevented the development of fever induced by LPS (50 pg/kg, i.p.)

in rats. Surprisingly, the same study found that i.p. injections of the CB; selective agonist
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WIN 55212-2 or A’ THC, at doses that did not cause hypothermia per se, also inhibited
the febrile response to LPS, and that the anti-pyretic effect of WIN 55212-2 (which also
raised plasma IL-6 levels) was prevented by SR141716. The authors suggested that
perhaps their unexpected findings could be due to a partial agonistic activity of SR141716
at CB; receptors. The different findings, concerning Tc changes induced by systemic (39)
and i.c.v. (present study) injections of agonists and antagonists of CB, receptor agonists,
might indicate that central and peripheral endocannabinoids exert distinct modulatory
functions in thermoregulatory changes induced by pyrogens.

In summary, the current study has shown that i.c.v. injection of a CB, (but not
CB,) receptor agonist causes sustained increases in Tc. This effect is associated with
simultaneous peripheral vasoconstriction and a reduction in HLI, thus characterizing an
integrated fever response. Importantly, as central injection of an inhibitor of AEA
catabolism raised Tc and LPS-induced fever was sensitive to attenuation by central CB;
receptor blockade, brain endocannabinoids seem to be implicated in pyrexis. We are
presently engaged in studies to determine at what level(s) endocannabinoids are recruited
to take part in the complex central signaling mechanisms triggered by LPS to provoke
fever. Such studies could help establish the potential of central CB; receptors as a new

relevant target for anti-pyretic therapy.
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Material and methods

Animals

Experiments were conducted using male Wistar rats weighing 180-200 g, housed 4-5 per
cage at 24 + 1°C under a 12:12 h light-dark cycle (lights on at 7:00 AM) with free access to
food chow and tap water. All experiments were approved by the institution’s ethics
committee for research on laboratory animal use and are in accordance with the guidelines

set by the U. S. National Institute of Health and Brazilian legislation.

Drugs

Arachidonoylethanolamide (Anandamide), arachidonyl-2-chloroethylamide (ACEA), (R,S)-
(+)-(2-lodo-5-nitrobenzoyl)-[ 1-(1-methyl-piperidin-2-ylmethyl)-1H-indole-3-yl] methanone
(AM1241), N-(piperidin-1-yl)-5-(4-iodophenyl)-1-(2,4-dichlorophenyl)-4-methyl-1H-
pyrazole-3-carboxamide (AM251), 6-lodo-2-methyl-1-[2-(4-morpholinil)ethyl]-1H-indole-
3-il](4-metoxiphenyl) methanone (AM630; all purchased from Tocris, Ellisville) and [3-(3-
carbamoylphenyl)phenyl] N-cyclohexylcarbamate (URB597 Caymam Chemical Co., EUA)
(URB597; Cayman Chemical Co., Ann Arbor) were all diluted in saline containing
propylene glycol 10% and Tween 80 1%. Capsazepine (CPZ; Sigma Chem. Co., St. Louis)
was diluted in saline containing ethanol 20% and cremophor 20%. Lipopolysaccharide (LPS,

E. coli 0111:B4, Sigma Chem. Co., St. Louis) was diluted in saline.

Intracerebral cannula implantation and microinjections.
Under anaesthesia with sodium pentobarbital (40 mg.kg-', i.p., Sigma Chem. Co.,
St, Louis, MO), a permanent 22-gauge stainless steel guide cannula (0.8 mm outer

diameter, 10 mm long) was stereotaxically implanted into the right lateral ventricle at
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coordinates: 1.6 mm lateral to the midline, 1.5 mm posterior to bregma and 2.5 mm under
the brain surface and the incisor bar was lowered 2.5 mm below the horizontal zero (40).
In other rats, for intra-hypothalamic (i.h.) injection, a 24-gauge stainless steel guide
cannula (0.55 mm outer diameter, 15 mm long), was stereotaxically unilaterally implanted
into to the anterior hypothalamic preoptic area (AH/POA). Its stereotaxic coordinates
were: 0.6 mm lateral to the midline, 7.7 mm anterior to the interaural line and 6.5 mm
under the brain surface and the incisor bar was lowered 3.0 mm below the horizontal zero
(40). Cannulae were fixed to the skull with jeweller's screws embedded in dental acrylic
cement. All procedures were conducted under aseptic conditions and the rats were treated
with oxytetracycline hydrochloride (400 mg kg™, i.m.) and allowed to recover for 1 week
prior to experimental use.

Pyrogenic stimuli were all injected between 10:00 and 11:00 AM. Microinjections
into the lateral ventricle and into the AH/POA were made aseptically. For that purpose, a
30-gauge needle, connected by polyethylene (PE10) tube to a 25 pl or 10 pul Hamilton
syringe. The needle protruded 2 mm beyond the cannula tip and a 2 pl (i.c.v.) or 200 nl
(i.h.) volume was injected slowly (over 1 min) with Hamilton syringe respectively. For
i.h. injections the syringe was coupled to a microinfusion pump (KD Scientific, model
KDS101, EUA). After injection, the needle remained in place for 30 seconds before it was
withdrawn, to prevent backflow of the injection fluid through the cannula.

After experiments, rats received a microinjection Evan’s Blue (2.5%) either into the
lateral ventricle (5 pl) or into the POA (500 nl), as appropriate, followed by an overdose
of pentobarbital, and was perfused transcardially with 0.9% saline, followed by 4%
paraformaldehyde. Each brain was removed, stored in the same fixative for 6 h, kept in
30% sucrose overnight, and cut in 40 um coronal sections on freezing microtome to

assess, under light microscopy, the position of the cannulae and respective sites of
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perfusion. Animals showing cannula misplacement or blockage upon injection, or
abnormal body weight gain patterns during the post-implantation period were excluded

from the study.

Temperature measurements

Tc was measured by inserting a thermistor probe (Yellow Springs Instruments
402, USA) 4 cm into the rectum for 1 min, at 30 min intervals, for up to 6 h. For each
measurement, the animals were gently picked up and held manually during the
temperature measurements, without removing the animal from its home cage. This
procedure was performed at least twice on the day before the experiment to minimize
temperature changes secondary to handling. On the day of the experiment, the basal
temperature of each animal was estimated four times, at 30 min intervals, before any
injection. Only animals displaying a mean basal rectal temperature between 36.8 and 37.2
°C were selected for the study. The experiments were conducted during the light cycle in
a temperature-controlled room of 28 + 1 °C, the thermoneutral zone for rats (37, 41). The
skin temperature was measured, without removing the rats from their home cages, by
attaching a thermistor probe to the lateral surface of most distal third of the tail for 1 min,
at 30 min intervals, up to 6 h. The thermistor probe was fixed and isolated from the
changes of ambient temperature by a thermal isolating tape laying over a piece of
micropore to avoid tail skin irritation. On the day of the experiment, the basal skin
temperature of each animal was determined by four consecutive measurements, carried
out at 30 min intervals before any injection. Only animals displaying a basal skin

temperature between 32.0 and 33.0 °C were selected for the study.
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To indirectly estimate the changes in the peripheral vasomotor tone, the heat loss
index (HLI) was calculated to eliminate direct influences of both Tampient and Tpody 0N
Tiskin, according to the formula:

HLI = (Tskin — Tambient)/(Toody — Tambient)

The value of HLI can vary from 0 (maximal vasoconstriction) to 1 (maximal vasodilation)

(43).

Experimental design

In the first set of experiments we evaluated the effects of anandamide
administrated i.c.v. (0.01, 0.1, 1.0 and 10.0pug/2ul) or i.h. (0.1, 1, 10 and 100 ng/0.2 ul) or
the same volume of vehicle on body temperature. The animals also received anandamide
1 pg/2 pl, i.c.v. to evaluate the effects of this endocannabinoid simultaneously on body
and tail skin temperature and consequently in the heat loss index.

In the next set of experiments, we investigated the effects of the FAAH inhibitor,
URB597 (0.001, 0.01, 0.1 and 1 ng/2 pl, i.c.v.), the CB; selective agonist, ACEA (0.001,
0.01, 0.1 and 1 pg/2 pl, i.c.v.) and the CB; selective agonist, AM1241 (0.01, 0.1 and 1
ng/2 ul, i.c.v.) or the same volume on body temperature of rats.

The following experiments were designed to investigate which receptor would be
implicated in the febrile response to anandamide and ACEA. The animals were pre-
treated with the selective CB, receptor antagonist, AM251 (1, 5 and 10 pg/2 pl, i.c.v.), or
the same volume of vehicle 30 minutes before the administration of AEA (1 pg/2 pl,
i.c.v.) or ACEA (0.01 pg/2 pl, i.c.v.). Alternatively, the animals were pre-treated with the
selective CB, receptor antagonist, AM630 (10 pg/2 ul, i.c.v.), or the same volume of

vehicle 30 minutes before AEA (1 pg/2 ul, i.c.v.). Another set of animals were pre-treated
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with the vanilloid receptor antagonist, capsazepine (1, 3 and 10 ug/2 ul, i.c.v.), or the
same volume of vehicle 30 minutes before AEA (1 pg/2 pl, i.c.v.).

The last experiment was designed to investigate the contribution of
endocannabinoids to the febrile response induced by LPS. The animals were pre-treated
with AM251 (5 pg/2 pl, i.c.v.) or the same volume of vehicle 30 minutes before the

administration of LPS (50 pg/kg, i.p.).

Statistical analysis

For data analysis of changes in body and skin temperature, the baseline
temperature before any treatment was calculated for each animal by averaging the last
three temperature (Tc or Tgin) measurements before any injection, and all subsequent
temperatures were expressed as changes from this averaged basal value (ATc). HLI was
calculated as described above. All data are reported as means * standard error mean
(mean + s.e. mean) and were analyzed for statistical significance by two-way analysis of
variance followed by Bonferroni’s test. The data were analyzed using Prism® Software

(Graph-Pad, San Diego, CA, USA). Significance was set at p<0.05.
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Figure Legends:

Figure 1: Effect of anandamide (AEA) on core body and tail skin temperature. The
animals received AEA intracerebroventricular (i.c.v., 0.01, 0.1, 1.0, 10.0 pg/2.0 ul, panel
A; 1.0 pg, 2 ul, panel C), intra-hypothalamic (i.h., 0.1, 1.0, 10.0 or 100.0 ng/0.2 ul, panel
B) or the same volume of vehicle. In Panel A and B values show the mean + s.e.mean of
the change in rectal in °C observed in 6-10 rats. In panel C, values show the mean +
s.e.mean of the change in rectal or tail skin temperature (AT) in °C observed in 7-10 rats.
Panel D shows the heat loss index (HLI). Basal temperatures (mean + SEM; °C) were as
follows: Panel A: 0, 37.0 £ 0.1; ¢, 37.1 £ 0.0; 0, 37.0 £ 0.1; m 36.9 £ 0.1; ¢, 37.0 £ 0.0.
Panel B: 0, 36.8 £ 0.1;¢,37.0+£0.1;0,37.1 £0.1; m36.9 £0.2; 0, 36.9 + 0.1. Panel C: o,

37.1£0.1;0,37.0£0.2; ¢, 32.6 £ 0.2; m 32.7 £ 0.3; * p<0.05 compared to vehicle group.

Figure 2: Effects of the fatty acid amide hydrolase inhibitor URB597 and of selective
agonists of CB; (ACEA) and CB,; (AM1241) receptors on body temperature. The animals
received URB597 (0.001, 0.01, 0.1 or 1 ng/2 pl, i.c.v. panel A), ACEA (0.001, 0.01, 0.1
or 1 ug/2 ul, i.c.v. panel B) or AM1241 (0.01, 0.1 or 1 pg/2 ul, i.c.v. panel C), or the
same volume of vehicle (2 ul, i.c.v.). Values represent the mean + s.e.mean of the change
in rectal temperature (ATc, in °C) observed in 6-9 rats. Basal temperatures (mean = SEM;
°C) were as follows: Panel A: 0,37.1 £0.1; ¢, 37.0+£0.0;0,37.0£0.1; m 36.9 £ 0.1; 0,
37.1+0.2; Panel B: 0,37.2+0.2;¢,37.1+0.1;0,37.3+0.2; m36.9+0.2;0,37.0+0.1;
Panel C: 0,37.2 £0.1; ¢, 37.0 £ 0.2; 0, 37.1 £ 0.1; m, 37.2 £ 0.0. * p<0.05 compared to

vehicle group.
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Figure 3: Effect of treatment with selective antagonists of CB; (AM251), CB, (AM630)
and TRPV1 (Capsazepine - CPZ) receptors on fever induced by AEA and the selective
CB, receptor agonist ACEA. The animals received AM251 (1, 5 or 10 pg, 2 pl, i.c.v.
panel A), AM251 (5 ug, 2 ul, i.c.v. panel B), AM630 (10 pg, 2 pl, i.c.v., panel C), CPZ
(1,3 or 10 pg, 2 pl, i.c.v. panel D) or vehicle (Veh, 2 pl) 30 min before i.c.v. injection of
AEA (1 pg, 2 pl i.c.v., Panel A, C and D), ACEA (0.01 pg, 2 ul, i.c.v., Panel B) or
vehicle (2 pl). Values represent the mean * s.e.mean of the change in rectal temperature
(ATc, in °C) observed in 6-9 rats. Basal temperatures (mean + SEM; °C) were as follows:
Panel A: 0,37.0£0.1;¢,37.1+£0.0;0,37.0+0.1;, m369+0.1;0,37.2 £0.2; ¢,37.1
0.2; Panel B: 0, 36.9 £0.1; 0, 37.0 £ 0.2; m 37.0 £ 0.1; Panel C: o, 36.9 £ 0.2; 00, 37.1 +
0.1; m,37.2+0.1; Panel D: 0,37.2 £0.1; ¢, 37.1 £0.1; 0, 37.1 £ 0.0; m 36.9 £ 0.2; ¢, 37.1
+ 0.2. * p<0.05 compared to AM251/Veh or CPZ/Veh treated group. # p<0.05 compared

to Veh/AEA or Veh/ACEA treated group.

Figure 4: Effect of the selective CB; receptor antagonist AM251 on the febrile response
to LPS. Animals received AM251 (5 pg, 2 pl, i.c.v.) or vehicle (Veh, 2 pl, i.c.v.) 30 min
before i.p. injection of LPS (50 pg.kg™") or saline (1 ml.kg"). Values represent the mean +
s.e.mean of the change in the rectal temperature (ATc, in °C) observed in 6-7 rats. Basal
temperatures (mean = SEM; in °C) were as follows: 0,37.0 £0.2; 0, 37.1 £0.1; m36.9 +
0.1; * p<0.05 compared to Sal/stimulus treated group. # p<0.05 compared to Veh/LPS

treated group.



Anexo

ATc (°C)

ATc (°C)

A

2.0
1.59

1.04

-0.5-

—O— Vehicle
—0— AEA 0.01
-+ AEAO.1
——AEA 1
—o— AEA 10

1.5

AT (°C)

C

—©— Vehicle
—B-AEA 1
—— Vehicle (tail) *
—- AEA 1 (tail)

0.70+
0.65-

_ 0.604

L

I
0.554

0.504

0.45-

Time (h)

Figure 1

Time (h)

D

—©— Vehicle
—@— AEA 1 nug

Time (h)

146



Anexo

ATc (°C)

ATc (°C)

ATc (°C)

A

2.5+ —©— Vehicle

—@— URB597 0.001

0] B URB597 0.01 *
| - UrB597 0.1 x

—6— URB597 1

1.54

1.04

Time (h)

1.89 —O— Vehicle
1.5 —@— ACEA 0.001
| O0-ACEA0.01
1.24 ®-ACEAO0.1

—O—ACEA 1
0.91

0.6+
0.3+
0.0
-0.3-

C

0.3q —©— Vehicle
—— AM1241 0.01
0.24 -B-AM1241 0.1
o1 —-AM1241 1

0.0
-0.14
-0.2-

-0.3-

Figure 2

147



Anexo

ATc (°C)

ATc (°C)

2.0

1.54

1.0

0.5

0.0+

-0.5-

| === veh/AEA

A
—©—Veh/Veh
—@— AM251 10/Veh
—©— Veh/AEA 1
—o— AM 251 10/AEA * * * X
—-B- AM251 5/AEA X X 50—
—- AM251 1/AEA

I ) ) ) ) ) )
0 1 2 3 4 5 6
Time (h)

B
-8— AM251/Veh * * % %
== \/eh/ACEA
== AM251/ACEA
LJ LJ LJ LJ LJ LJ LJ
0 1 2 3 4 5 6
Time (h)
C
—-8=— AM630/Veh X *x x %

=8—~ AM630/AEA

Time (h)

Figure 3

148



Anexo

ATc (°C)

2.0

1.54

1.04

0.5

0.0

-0.5-

—©— AM251/Sal
—- Veh/LPS
—B- AM251/LPS

Figure 4

149



Anexo 150

N —

10.
11.

12.

13.

14.
15.
16.
17.
18.

19.
20.

21.
22.
23.
24.
25.
26.
27.

28.

References:

Dinarello, C. A. (1984) Rev Infect Dis 6, 51-95.

Dinarello, C. A., Cannon, J. G., Wolff, S. M., Bernheim, H. A., Beutler, B.,
Cerami, A., Figari, 1. S., Palladino, M. A., Jr. & O'Connor, J. V. (1986) J Exp Med
163, 1433-50.

Fabricio, A. S., Silva, C. A., Rae, G. A., D'Orleans-Juste, P. & Souza, G. E. (1998)
Br J Pharmacol 125, 542-8.

Helle, M., Brakenhoff, J. P., De Groot, E. R. & Aarden, L. A. (1988) Eur J
Immunol 18, 957-9.

Rothwell, N. J. (1990) Horm Metab Res 22, 616-8.

Fraga, D., Machado, R. R., Fernandes, L. C., Souza, G. E. & Zampronio, A. R.
(2008) Am J Physiol Regul Integr Comp Physiol 294, R411-20.

Dinarello, C. A., Cannon, J. G., Mancilla, J., Bishai, I., Lees, J. & Coceani, F.
(1991) Brain Res 562, 199-206.

Zeisberger, E. (1999) Jornal of Thermal Biology 24, 287-326.

Mechoulam, R. & Gaoni, Y. (1965) J Am Chem Soc 87, 3273-5.

Mechoulam, R. & Gaoni, Y. (1965) Tetrahedron 21, 1223-9.

Devane, W. A., Hanus, L., Breuer, A., Pertwee, R. G., Stevenson, L. A., Griffin,
G., Gibson, D., Mandelbaum, A., Etinger, A. & Mechoulam, R. (1992) Science
258, 1946-9.

Mechoulam, R., Ben-Shabat, S., Hanus, L., Ligumsky, M., Kaminski, N. E.,
Schatz, A. R., Gopher, A., Almog, S., Martin, B. R., Compton, D. R. & et al.
(1995) Biochem Pharmacol 50, 83-90.

Matsuda, L. A., Lolait, S. J., Brownstein, M. J., Young, A. C. & Bonner, T. L.
(1990) Nature 346, 561-4.

Munro, S., Thomas, K. L. & Abu-Shaar, M. (1993) Nature 365, 61-5.

Pertwee, R. G. (2005) in Handb Exp Pharmacol, pp. 1-51.

Howlett, A. C. (2002) Prostaglandins Other Lipid Mediat 68-69, 619-31.
Pertwee, R. G. (1997) Pharmacol Ther 74, 129-80.

Beltramo, M., Stella, N., Calignano, A., Lin, S. Y., Makriyannis, A. & Piomelli,
D. (1997) Science 277, 1094-7.

Hillard, C. J. & Campbell, W. B. (1997) J Lipid Res 38, 2383-98.

Hillard, C. J., Edgemond, W. S., Jarrahian, A. & Campbell, W. B. (1997) J
Neurochem 69, 631-8.

Cravatt, B. F., Giang, D. K., Mayfield, S. P., Boger, D. L., Lerner, R. A. & Gilula,
N. B. (1996) Nature 384, 83-7.

Goparaju, S. K., Kurahashi, Y., Suzuki, H., Ueda, N. & Yamamoto, S. (1999)
Biochim Biophys Acta 1441, 77-84.

Goparaju, S. K., Ueda, N., Taniguchi, K. & Yamamoto, S. (1999) Biochem
Pharmacol 57, 417-23.

Fennessy, M. R. & Taylor, D. A. (1977) Br J Pharmacol 60, 65-71.

Sofia, R. D. (1972) Res Commun Chem Pathol Pharmacol 4, 281-8.

Chaperon, F. & Thiebot, M. H. (1999) Crit Rev Neurobiol 13, 243-81.

Crawley, J. N., Corwin, R. L., Robinson, J. K., Felder, C. C., Devane, W. A. &
Axelrod, J. (1993) Pharmacol Biochem Behav 46, 967-72.

Rice, A. S., Farquhar-Smith, W. P. & Nagy, 1. (2002) Prostaglandins Leukot
Essent Fatty Acids 66, 243-56.



Anexo 151

29.

30.
31.

32.
33.
34.
35.
36.
37.

38.
39.

40.

41.

Holtzman, D., Lovell, R. A., Jaffe, J. H. & Freedman, D. X. (1969) Science 163,
1464-7.

Lomax, P. & Campbell, C. (1971) Experientia 27, 1191-2.

Rawls, S. M., Cabassa, J., Geller, E. B. & Adler, M. W. (2002) J Pharmacol Exp
Ther 301, 963-8.

Taylor, D. A. & Fennessy, M. R. (1977) Eur J Pharmacol 46, 93-9.

Costa, B., Vailati, S. & Colleoni, M. (1999) Behav Pharmacol 10, 327-31.

Tsou, K., Brown, S., Sanudo-Pena, M. C., Mackie, K. & Walker, J. M. (1998)
Neuroscience 83, 393-411.

Moldrich, G. & Wenger, T. (2000) Peptides 21, 1735-42.

Boulant, J. A. (2000) Clin Infect Dis 31 Suppl 5, S157-61.

Romanovsky, A. A., Ivanov, A. I. & Shimansky, Y. P. (2002) J Appl Physiol 92,
2667-79.

Valenzano, K. J. & Sun, Q. (2004) Curr Med Chem 11, 3185-202.

Benamar, K., Yondorf, M., Meissler, J. J., Geller, E. B., Tallarida, R. J.,
Eisenstein, T. K. & Adler, M. W. (2007) J Pharmacol Exp Ther 320, 1127-33.
Paxinos, G., Watson, C., Pennisi, M. & Topple, A. (1985) J Neurosci Methods 13,
139-43.

Gordon, C. J. (1990) Physiol Behav 47, 963-91.



Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas



http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1

Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo



http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1

