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RESUMO

Introducdo: O sistema endocanabinoide (SEC) apresenta papel importante na
regulacdo da temperatura corporal (Ti) e modula diversos comportamentos que
poderiam influenciar na termorregulacdo, dentre o0s quais, 0 comportamento
locomotor. Ademais, o SEC é ativado por demanda e tem sido demonstrado que 0s
niveis de endocanabinoides, central e periférico, estdo aumentados durante o
exercicio fisico, um importante estressor térmico. Porém, ainda néo esta estabelecido
se os efeitos térmicos mediados pelo SEC estdo relacionados aos seus efeitos
comportamentais (e vice-versa), bem como, se a sua ativacao participa dos ajustes
termorregulatérios requeridos durante o exercicio fisico.

Objetivo: O objetivo do presente estudo visa investigar a participagdo da anandamida
(AEA) central sobre as respostas termorregulatérias em duas situacfes distintas de
atividades fisicas: durante a atividade locomotora espontanea (ALE) e durante o
exercicio fisico forcado.

Metodologia: Ratos adultos da linhagem Wistar receberam injegdes centrais de AEA
e veiculo, tanto em condi¢des basais (em dois momentos do ritmo circadiano: fases
de menor e de maior ALE e, consequentemente, de Ti), quanto previamente ao
iniciarem um exercicio progressivo de corrida em esteira até a fadiga. Para o protocolo
de atividade espontanea, foram coletados registros continuos e simultaneos de Ti e
ALE; para o protocolo de atividade forgada, foram coletados registros de Ti e
temperatura da pele da cauda (Tc — usado como paréametro de avaliacdo da
capacidade de dissipacéo de calor), e foram avaliados também o desempenho fisico
e o0 recrutamento neuronal hipotalamico apds o exercicio. Por fim, para investigar se
a ativacao recorrente e cronica do SEC altera a expressao de seus componentes na
fase adulta, ratos Wistar recém-desmamados (21 dias) foram submetidos a um
protocolo de treinamento fisico ou alimentados com dieta palatavel durante 8 semanas
e, ao final, foram quantificadas a expressao do receptor canabinoide do tipo CB1 e da
enzima NAPE-PLD (enzima responsavel pela sintese de AEA) no cérebro destes
animais.

Resultados: Administragdo central de AEA, em condi¢cdes basais durante o ritmo

circadiano, induziu aumento potente e persistente da Ti nas duas fases do ciclo,



conseguindo inclusive sobrepor o aumento da Ti comumente encontrada na fase
escura. Este aumento da Ti ocorreu de forma independente de mudancas sobre o
comportamento locomotor e ingesta alimentar. Porém, este efeito térmico da AEA
parece alterar o perfil de locomoc¢éao dos animais, levando a uma reducéo da atividade
espontanea, possivelmente como um mecanismo de resposta adaptativa frente ao
aumento pronunciado da Ti. Por outro lado, durante o exercicio fisico forcado, a
administracdo de AEA néao alterou as respostas termorregulatérias; porém aumentou
a expressado de c-Fos em nucleos hipotalamicos (como o ndcleo paraventricular do
hipotdlamo — PVN — e area pré-6ptica medial — mPOA) e melhorou o desempenho
fisico dos animais. O treinamento fisico e a dieta palatavel apresentaram efeitos mais
pronunciados em regides cerebrais envolvidas no controle autonémico da temperatura
corporal, onde reduziram a expressao do receptor CB1 principalmente no hipotdlamo
e a expressdo da enzima NAPE-PLD na é&rea pré-optica.

Conclusdes: Os resultados do presente estudo demonstram que a maior
biodisponibilidade de AEA central, por meio da sua administracdo
intracerebroventricular, induz aumento da Ti em condicbes de repouso, e esta
resposta térmica pode ocorrer de forma independente de mudangas comportamentais.
Por outro lado, os ajustes termorregulatérios durante o exercicio fisico forcado nédo
sdo alterados pela AEA; porém, os animais apresentaram melhor desempenho fisico
e maior recrutamento neuronal hipotalamico, o que poderia ter contribuido para este
efeito ergogénico néo relacionado a termorregulacao. Por fim, a indu¢éo para ativacao
recorrente do SEC altera a expressao de seus componentes centrais, sendo o
hipotalamo a area mais responsiva aos tratamentos, onde tanto o treinamento fisico,
guanto o uso de dieta palatavel, reduziram a expressao do receptor CB1 e da enzima
NAPE-PLD.

Palavras-chaves: anandamida, termorregulacdo, atividade locomotora, exercicio

fisico.



ABSTRACT

Introduction: The endocannabinoid system (ECS) plays an important role on
regulation of body temperature (Tb) and also modulates several behaviors that
interfere on thermoregulation, such as locomotion. In addition, the ECS is activated by
demand and it has been shown that both central and peripheral endocannabinoids
levels are increased during exercise, an important thermal stressor. However, it
remains unclear whether the thermal effects mediated by the ECS are related to their
behavioral effects, and if their activation participates in thermoregulatory adjustments
during exercise.

Aim: The aim of this study was to investigate the role of central anandamide (AEA) on
thermoregulatory responses in two distinct experimental models of physical activities:
during spontaneous locomotor activity (SLA) and forced physical exercise.

Methods: Adult Wistar rats received intracerebroventricular injections of AEA and
vehicle, both in resting condition (in the two phases of higher and smaller SLA and,
consequently, of Tb), as well as before a progressive treadmill exercise until fatigue.
During the spontaneous activity protocol, Tb and SLA were collected continuously and
simultaneously; during the forced activity protocol, Tb and skin tail temperature (Tt —
used to determine the heat dissipation ability) were recorded. Physical performance
and hypothalamic neuronal recruitment after exercise were also evaluated. Finally, to
investigate whether recurrent activation of ECS alters the expression of its components
in adulthood, weanling Wistar rats (21 days) underwent a physical training protocol or
were with fed palatable diet for 8 weeks. After such period, the expression of the CB1
receptor and NAPE-PLD (enzyme responsible for the AEA synthesis) in the brains
were quantified.

Results: Central AEA treatment in resting condition during the circadian rhythm
induced a potent and persistent increase in Tb in the two phases of the cycle, getting
even which overlapped the characteristic hyperthermia of the dark phase. This
increase in Tb occurred independently of changes on locomotor behavior and food
intake. However, this thermal effect of AEA appears to alter the locomotor behavior
profile, leading to a reduction of spontaneous activity, possibly as an adaptive

mechanism in response to pronounced hyperthermia. On the other hand, during the



forced physical exercise, AEA treatment did not alter the thermoregulatory responses,
but increased c-Fos expression in hypothalamic nuclei (such as the paraventricular
nucleus of the hypothalamus — PVN — and medial preoptic area — mPOA), and
improved physical performance. Physical training and palatable diet showed more
pronounced effects in brain regions involved in autonomic control of the Tb, where the
expression of CBi receptor and of NAPE-PLD enzyme were reduced mainly in the
hypothalamus and the preoptic area.

Conclusions: The results of this study show that increased bioavailability of AEA
central, through its intracerebroventricular administration, induces a increase in Tb
during resting condition, and its thermal response can occur independently of
behavioral changes. On the other hand, the thermoregulatory adjustments during
forced exercise are not affected by the AEA. However, the animals show improved
physical performance and increased hypothalamic neuronal recruitment, which could
have contributed to this ergogenic effect, not related to thermoregulation. Finally,
induction of recurrent ECS activation alters the expression of its componentes, being
the hypothalamus the more responsive area, where both the physical training and
palatable diet reduced the expression of CB1 receptor and NAPE-PLD.

Key-words: anandamide, thermoregulation, locomotor activity, physical exercise.
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1 — INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

Atividade fisica pode ser definida como qualquer movimento corporal,
produzido pelos musculos esqueléticos, que resulta em gasto energético maior do que
0s niveis de repouso. O exercicio fisico (um de seus principais componentes), por sua
vez, consiste de uma atividade fisica planejada, estruturada e repetitiva que objetiva
melhorar ou manter o desempenho de uma ou mais capacidades fisicas.

E bem estabelecido que o exercicio fisico induz mudancas na atividade
comportamental e que, através da liberacdo de mediadores quimicos, levam ao que
chamamos de “recompensas neurobiologicas”, na qual incluem sensacdo de bem-
estar, analgesia, diminuicdo da ansiedade e melhora do humor. Os mecanismos que
sao a base destas mudancas ainda nao estao totalmente elucidados, mas o sistema
endocanabinoide (SEC) vem-se demonstrando como um mediador importante destas
respostas.

O SEC ¢é representado pelos receptores canabinoides, seus ligantes
enddgenos e as enzimas que participam das vias metabdlicas para a sintese e
degradacao dos endocanabinoides. Varios estudos em humanos confirmaram que os
niveis de endocanabinoides séricos sdo aumentados durante a pratica de atividade
fisica e, como sdo compostos altamente lipofilicos que conseguem atravessar a
barreira hematoencefélica, estdo implicados nas fungdes relativas ao controle motor,
cognitivo, emocional e de recompensa. Além disso, estudos utilizando modelos
animais demonstraram que o SEC est4d também diretamente relacionado a condi¢éo
motivacional para realizar uma atividade fisica voluntaria.

Aléem da sua participacdo sobre o comportamento emotivo (ansiedade,
depresséo, fobias), funcdo cognitiva e mecanismos de recompensa, 0 SEC apresenta
também um papel importante no controle do movimento, postura e coordenacgao
motora e na regulacdo de fungBes autondmicas dos sistemas neuroendocrino e
cardiovascular que, em conjunto, podem influenciar na regulacdo da temperatura
corporal. De fato, estudos comprovaram a participacdo do SEC na termorregulacao;
porém ainda ndo € conhecido se os efeitos térmicos induzidos pelo SEC estédo
relacionados aos efeitos comportamentais também mediados por este sistema, e vice-

versa.
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Ainda neste contexto, o exercicio fisico aumenta a producdo de calor
metabdlico, dependendo da sua intensidade, duracdo e do ambiente na qual o
individuo o realiza, induzindo aumento da temperatura corporal interna. Em resposta
a esta hipertermia, que pode levar a ameaca da homeostase corporal, 0 organismo
apresenta mecanismos compensatérios para ajudar a dissipar este calor produzido.
Além disso, o aumento da temperatura corporal é considerado um dos fatores
limitantes do desempenho fisico, uma vez que diminui a motivacdo para a
continuidade do exercicio e assim, aumenta a percepc¢ao de fadiga, o que tende a ser
um mecanismo de defesa que ocorre antes que o sistema atinja um limite fisiol6gico
que possa gerar riscos a integridade do individuo. Sabendo-se que o SEC é ativado
durante a atividade fisica e que participa de mecanismos termorregulatorios, é
plausivel sugerir também que o SEC possa participar de ajustes térmicos durante o
exercicio fisico e, consequentemente, modular o desempenho.

Sendo assim, uma vez que o SEC é ativado por demanda e que, ao ser ativado,
participa da regulacéo da temperatura corporal e comportamento locomotor, tais fatos
nos levaram a investigar se os efeitos térmicos induzidos pelo SEC sao dependentes
de mudancas sobre este comportamento; e se a ativacdo do SEC durante o exercicio
fisico forcado € importante para os ajustes termorregulatérios que, por sua vez, pode
modular o desempenho fisico.
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2 — REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 - SISTEMA ENDOCANABINOIDE — CONTEXTO GERAL

O sistema endocanabinoide (SEC) consiste de um sistema de sinalizacao
enddgeno constituido pelos receptores canabinoides, seus ligantes endégenos e as
enzimas que catalisam sua biossintese e degradacéo [1, 2].

Sua denominacéao deriva-se do nome da planta Cannabis sativa (um arbusto
da familia Moraceae, popularmente conhecida como marijuana ou maconha), visto
que, tanto o seu principal composto quimico, o A°-tetra-hidrocanabinol (A%-THC),
guanto os ligantes enddgenos (endocanabinoides) atribuidos a este sistema, induzem
seus efeitos ao se ligarem aos mesmos receptores celulares (receptores
canabinoides) e induzirem as mesmas cascatas intracelulares de sinalizagdo. Dai a

denominagédo endo-, de enddgeno, e -canabinoide, de Cannabis [3-5].

2.1.1 — Receptores canabinoides

Os receptores canabinoides pertencem a familia dos receptores de membrana
acoplados a proteina G (GPCR; do inglés, G-protein-coupled-receptor). Em 1988, o
primeiro receptor canabinoide foi identificado através da descoberta de sitios de
ligagdo para o A°-THC no cérebro de ratos [6] €, em 1990, foi clonado e caracterizado
[7]. Em 1993, esse receptor foi denominado CB1, pois neste mesmo ano, um segundo
receptor foi identificado em células do sistema imune e designado como CB: [8].

A sequéncia de aminoacidos do receptor CB1 é relativamente conservada em
diversas espécies. Comparado aos humanos, receptores CB1 em macacos, ratos e
camundongos apresentam homologia de 100%, 97% e 97%, respectivamente. Os
receptores CB2 possuem cerca de 50% de homologia com os receptores CB1 [9-11].

Dentre os GPCR, os receptores CB1 sdo os mais abundantes identificados no
sistema nervoso central (SNC) e sua distribuicdo relaciona-se com seus principais
efeitos fisiologicos. Assim, a maior expressdo encontrada no cortex, hipocampo,
ndcleos da base e cerebelo estd em conformidade com sua participagdo mais
comumente associada a modulagdo da memaria, cognicdo, movimento e nocicepgao.

Vale ressaltar que a distribuicdo dos receptores CB1 no cérebro € ampla, sendo
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também encontrado em regides do tronco encefélico (principalmente ndcleo
parabraquial, locus coeruleus e nucleos da rafe), amigdala e regiées do diencéfalo
(principalmente area pré-optica e nucleos hipotalamicos) [12-15]. Devido a expressao
predominante do receptor CB1 no cérebro, ele & geralmente referido como o receptor
canabinoide cerebral, porém pode ser encontrado também em 6rgéos periféricos, tais
como coracéo, pulmao, intestino, figado, pancreas, testiculos e ovarios [16-19].

Em contraste com o receptor CB1, 0 receptor CB2 é primariamente expresso
em células do sistema imune na periferia e sua ativacao resulta em um fendtipo
imunossupressor. Sao encontrados principalmente em células T, B, NK e macréfagos,

e em 6rgdos como o baco, amigdalas, medula 6ssea e timo [8, 16, 18, 20, 21].

2.1.2 - Endocanabinoides

Com a descoberta dos receptores canabinoides e as evidéncias de que o
fitocanabinoide A%-THC liga-se especificamente a receptores com estrutura proteica e
desencadeia eventos de sinalizacdo, passou-se a buscar compostos endégenos que
poderiam eventualmente funcionar como neurotransmissor ou horménio ao se ligarem
nos receptores CB1 e CBa.

Em 1992, o primeiro ligante endégeno dos receptores canabinoides foi isolado
em cérebro de porcos; uma etanolamina do &cido araquiddnico, nomeada

“wa

anandamida (AEA). Esta é uma palavra derivada do sanscrito, que significa “éxtase,
felicidade ou extrema alegria” [22]. Trés anos mais tarde, um segundo
endocanabinoide, 2-araquidonoilglicerol (2-AG), foi isolado em intestino de cées [23].
Outros compostos endogenos com capacidade de se ligarem aos receptores
canabinoides tém sido descobertos [24-27], agrupando-os como endocanabinoides
(Figura 1).

A AEA e 0 2-AG séo os endocanabinoides mais bem caracterizados e
estudados até o momento. Ambos os endocanabinoides sao agonistas dos receptores
CB1 e CB2, sendo a AEA um agonista parcial dos receptores CB1 e que se liga
fracamente aos receptores CB2, enquanto que o 2-AG possui afinidade similar para
ambos os tipos de receptores [28-30]. Além dos receptores canabinoides, AEA e 2-
AG também podem se ligar a outros receptores incluindo os PPARs (do inglés, nuclear
peroxisome proliferator-activated receptors ou receptores ativados por proliferadores

de peroxissoma) e, no caso da AEA, ainda pode funcionar como agonista dos
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receptores TRPV1 (do inglés, transient receptor potential vanilloid-1 ou receptor de
potencial transitério vaniloide do tipo 1) [31-35].

Os endocanabinoides, por apresentarem caracteristicas lipofilicas, ndo séo
armazenados em vesiculas como neurotransmissores tradicionais, mas sim, sdo
sintetizados “por demanda”; isto €, sdo sintetizados e liberados “quando e onde”
necessarios. Consequentemente, a regulacdo da sinalizacdo dos endocanabinoides
€ intimamente controlada pela sua sintese, liberacéo, captacéo e degradacéo durante

um estimulo ativador [1, 36].
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Figura 1. Estrutura quimica dos principais endocanabinoides [2].

2.1.3 — Sintese e inativacao dos endocanabinoides

Apesar de apresentarem vias biossintéticas diferentes, a AEA e o0 2-AG tém
como precursor comum os fosfolipidios de membrana. A via classica para a sintese
da AEA inicia-se pela ativagdo da enzima N-aciltransferase (NAT) — induzida pelo
aumento intracelular de calcio via despolarizacao celular ou mobilizacéo intracelular —
, que catalisa a transferéncia do acido araquidénico da fosfatidilcolina para a
fosfatidiletalonamina, formando o precursor N-araquidonil-fosfatidilenalomina (NAPE)

que, ao sofrer acao da N-acil-fosfatidiletanolamida-fosfolipase D seletiva (NAPE-PLD),
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também ativada por calcio, leva a hidrélise da ligagéo fosfodiéster da NAPE, liberando
AEA (Figura 2) [2, 37, 38].

A sintese do 2-AG inicia-se pela remocdo do grupamento inositol do
fosfatidilinositol formando a 1,2-diacilglicerol (DAG) (etapa catalisada pela fosfolipase
C, PLC) seguida de desacetilagédo via agao da diacilglicerol-lipase (DAGL; Figura 2)
[2, 37, 38].
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Figura 2. Principais vias biossintéticas da AEA e 2-AG (Adaptado de [38]).

Tanto a AEA quanto o 2-AG tém suas ac¢des interrompidas por processo de
captacdo neuronal, seguida de seu metabolismo no meio intracelular. Essa etapa
parece ocorrer por simples difusdo e/ou através de processo facilitado por uma
proteina transportadora [2, 37, 39].

Ambos os endocanabinoides sédo rapidamente metabolizados em compostos
inativos que poderdo ser recicladas e utilizados para nova sintese de
endocanabinoides ou outros compostos enddgenos. A enzima FAAH (do inglés - fatty
acid amide hydrolase ou amida hidrolase de acido graxo) metaboliza tanto a AEA,
guanto o 2-AG, e promove a hidrolise destes endocanabinoides a acido araquiddnico
e etanolamida. O 2-AG ainda pode ser hidrolisado via acdo enzimética da MAGL (do
inglés — monoacylglicerol lipase ou monoacilglicerol lipase) liberando acido

araquidonico e glicerol (Figura 3) [2, 37, 39].
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Figura 3. Hidrolises da AEA e 2-AG via ac8es das enzimas FAAH e MAGL, respectivamente [39].

Além da hidrdlise, a inativacdo da AEA e do 2-AG ainda pode ser induzida via

oxidacdo enzimatica mediada por cicloxigenases e lipoxigenases [2, 39].

2.1.4 — Sinalizacdo mediada pela ativacao dos receptores canabinoides

Os endocanabinoides agem como neurotransmissores, porém uma
caracteristica peculiar do SEC € sua atuacdo como mensageiros cerebrais
retrogrados, isto é, diferente da sequéncia usual, o estimulo comeca no neurdnio pés-
sinaptico. A excitacdo neuronal pés-sinaptica leva a despolarizacdo e ao influxo de
ions calcio que estimulam as fosfolipases dando inicio a sintese dos
endocanabinoides. Esses sédo liberados na fenda sinaptica e ativam os receptores CB1
nos terminais pré-sinapticos neuronais [40-43].

O mecanismo de transducéao de sinais desses receptores canabinoides envolve
vias com a participagdo da proteina Gio. Dessa forma, a ativacdo desses receptores
regulam a atividade da adenilato-ciclase (ao qual inibe) e de proteinas quinases —
MAPK, FAK, ERK, JNK — (as quais estimulam). No caso especifico dos receptores
CB1, a modulacao ainda se faz sobre canais ibnicos, podendo inibir canais para calcio
ativados por voltagem (canais para célcio tipo N- ou P/Q-) e estimular canais para
potassio (Figura 4) [2, 9, 18, 42].
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Figura 4. Sinalizacdo mediada pela ativacdo de receptores canabinoides (Adaptado de [44])

Como consequéncia, a ativagao dos receptores canabinoides causa um efeito
pré-sinaptico inibitério ao induzir hiperpolarizacdo celular suprimindo a liberacdo de

neurotransmissores tanto excitatorios, quanto inibitorios.

2.2 — ATIVIDADE FISICA E SISTEMA ENDOCANABINOIDE

A atividade fisica consiste de qualquer movimento corporal, produzido pelos
musculos esqueléticos, que resulta em gasto energético maior do que 0s niveis de
repouso. O exercicio fisico (um de seus principais componentes), por sua vez,
consiste de uma atividade fisica planejada, estruturada e repetitiva que objetiva
melhorar ou manter o desempenho de uma ou mais capacidades fisicas [45].

Os primeiros estudos avaliando uma possivel relacéo entre o exercicio fisico e
0 SEC se basearam nos efeitos psicoativos relatados por usuarios ap0s 0 uso
recreacional da maconha que se assemelhavam as “recompensas neurobioldgicas”
(referidas como “runner’s high”) relatadas por individuos apos a pratica de atividade
fisica moderada e intensa. Estes relatos incluiam a sensacéo de bem-estar, analgesia,
diminuicao da ansiedade e melhora do humor [46-54]. Dessa forma, tem sido sugerido
gue um dos mecanismos envolvidos nesses efeitos positivos relatados apos a pratica

de atividade fisica, poderia ser mediado, pelo menos em parte, pela ativagdo do SEC.
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Em 2003, pela primeira vez, foi demonstrado que o SEC é ativado pelo
exercicio fisico. Estudantes fisicamente ativos do sexo masculino, apds serem
submetidos ao exercicio sob intensidade moderada (70 — 80% da frequéncia cardiaca
maxima) em esteira ou bicicleta ergométrica por 50 minutos apresentaram aumentos
nos niveis plasmaticos de AEA. Estes resultados sugeriram que a ativacdo do SEC
poderia ser um possivel mecanismo envolvido nos efeitos recompensadores do
exercicio devido a capacidade da AEA atravessar a barreira hematoencefélica e a
densa concentracao de receptores canabinoides em regides cerebrais implicadas nas
funcgdes relativas ao controle motor, cognitivo, emocional e de recompensa [55].

A partir deste estudo, no ano seguinte, Dietrich e McDaniel (2004), em uma
revisdo bibliografica, também propuseram o papel do SEC na contribuicdo das
sensacdes de bem-estar relacionadas ao exercicio fisico e, ainda, uma possivel
participacdo na melhoria do desempenho fisico por atletas [47]. Porém, até o presente
momento, nenhum estudo confirmou esta ultima hipo6tese.

Quase uma década ap0s, novos grupos retomaram as pesquisas envolvendo
a relacéo entre SEC e atividade fisica, reforcando a hipétese de que o exercicio induz
ativacédo do SEC.

Em 2012, Raichlen e colaboradores concluiram que o aumento de AEA sérica
€ dependente da intensidade do exercicio, uma vez que somente em exercicio de
corrida de intensidade moderada (~ 70 — 85% da frequéncia cardiaca maxima ajustada
pela idade) induzia tal resposta. Levando em consideracdo que os efeitos positivos
nas mudancas psicoldgicas induzidas pelo exercicio fisico reportadas por corredores
sdo dependentes da intensidade — em geral, seguindo a “U-shaped curve”, onde
melhores efeitos séo verificados em niveis médios de intensidade e, efeitos minimos
acontecem em intensidades baixas e altas —, os autores refor¢caram a hipétese de que
o SEC poderia estar relacionado com os mecanismos de recompensa neurobiolégico
associados a pratica de atividade fisica [56].

No mesmo ano, Heyman e colaboradores (2012) também encontraram
aumento nos niveis circulantes de AEA apds uma sessao de corrida a 55 e 75% da
capacidade de trabalho maxima, sendo que o aumento relativo comparado aos
valores basais foi superior na maior intensidade de exercicio. De forma interessante,
foi verificado também uma correlagéo positiva entre as concentracdes de AEA e BDNF
(do inglés, brain-derived neurotrophic fator ou fator neurotrofico derivado do cérebro)

circulante. O BDNF é a principal neurotrofina responséavel pela plasticidade cerebral
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induzida pelo exercicio e pelo efeito antidepressivo induzido pela ativagédo do SEC.
Isto sugere que o exercicio agudo representaria um estressor fisiolégico apto a
aumentar os niveis circulantes de AEA e que o BDNF poderia ser um dos mecanismos
pelos quais a AEA influenciaria na neuroplasticidade e nos efeitos antidepressivos do
exercicio [57].

Feuerecker e colaboradores (2012) também verificaram que atletas, logo apés
completarem uma competicdo de aventura de longa duracédo envolvendo condicdes
extremas de altitudes, apresentaram aumento nos niveis plasmaticos de AEA, quando
comparados aos seus valores basais. Neste estudo, tanto a caminhada em ambiente
normoxico (< 2.100 m; 4 — 4,5 h), quanto em ambiente hipdxico (> 3.000 m; 3,5 -5,5
h), promoveram aumentos de 2 e 3 vezes, respectivamente, nos niveis séricos de AEA
[58].

Ao exemplo dos seres humanos, outras espécies de mamiferos também
apresentam caracteristicas naturais de realizacdo de exercicio regulares, os
chamados mamiferos cursoriais. Para testar a hipétese de que a sinalizacdo do SEC
induzida pelo exercicio poderia ser responsavel pela motivacdo do comportamento
locomotor nestas espécies, Raichlen e colaboradores (2012) investigaram o efeito da
atividade de 30 min de corrida ou caminhada sob os niveis séricos de AEA e 2-AG em
3 diferentes espécies: humanos e cdes (mamiferos cursoriais) e furbes (mamiferos
nao-cursoriais). Foi verificado que, para apenas 0s humanos e cdes, mas nao para 0s
furdes, a atividade proposta promoveu aumento nos niveis séricos de AEA. Além
disso, em humanos, os niveis aumentados de AEA relacionaram-se diretamente com
a pontuacédo de efeitos psicologicos positivos relatados pelos participantes apos a
realizacéo da atividade [59].

Ainda neste contexto da participacdo do SEC sobre as recompensas
neurobiolégicas induzidas pelo exercicio, os trabalhos mais recentes utilizando
animais, confirmaram que a antinocicepc¢ao induzida pelo exercicio €, a0 menos em
parte, mediada pela ativacdo do SEC. Foi verificado que tanto o exercicio de corrida
quanto o exercicio de forca aumentam os niveis periféricos de AEA e 2-AG. Além
disso, as sessdes de exercicio induziram aumento na expressao de receptores CB1
no cérebro, bem como a taxa de ativacdo desses neurdnios na substancia cinzenta
periaguedutal (importante regido envolvida nas vias nociceptivas). Vale ressaltar ainda
gue, de maneira geral, bloqueios central e periférico com antagonistas CB1 e CB:2

preveniram o aumento do limiar nociceptivo induzido pelo exercicio, enquanto que



28

drogas inibidoras das enzimas que degradam a AEA e 2-AG potencializaram e
prolongaram o tempo de antinocicepc¢ao induzida pelo exercicio [60, 61].

Todos estes estudos investigaram a provavel participacdo do SEC sobre os
efeitos comportamentais induzidos pelo exercicio fisico. Porém, até o0 momento, ndo
hé& relatos se a ativacdo do SEC poderia induzir ajustes fisioldgicos requeridos durante
a atividade fisica que, dessa forma, pudesse influenciar no desempenho fisico. Além
disso, a maioria destes trabalhos ficaram restritos a confirmacao da ativacéo periférica
do sistema, ndo havendo estudos sobre as vias centrais envolvidas nestas respostas.
Assim, modelos animais de experimentacao poderao auxiliar neste entendimento.

Os trabalhos realizados em modelos animais estdo restritos ao estudo de
exercicio fisico no contexto de atividade voluntaria e o SEC parece estar diretamente
relacionado a condi¢cdo motivacional para realizacao do exercicio proposto [62].

Foi demonstrado que o bloqueio do receptor CB1 diminui a atividade voluntaria
na roda [63] e reduz o comportamento operante de realizar o exercicio voluntario [64].
Animais knock-out para o receptor CB1 s&o hipoativos e apresentam desempenho
menor na roda quando comparados a linhagem selvagem [65]. Por outro lado, o livre
acesso a roda de atividade eleva a expressdo de mRNA para o receptor CB1 e 0
conteuldo total de AEA no hipocampo, sem alterar a atividade hidrolitica da enzima
FAAH, refletindo o aumento potencial da biossintese de AEA [66, 67].

2.3 = TERMORREGULACAO E SISTEMA ENDOCANABINOIDE

Os organismos homeotérmicos, em que podemos incluir os seres humanos e
demais mamiferos, possuem a capacidade de manter a temperatura corporal interna
(Ti) dentro de limites estreitos de variagdo, mesmo quando expostos a ambientes
extremos de temperatura. Como organismos endotérmicos, 0s seres humanos geram
seu proéprio calor a partir do metabolismo corporal e este calor é conservado devido a
baixa condutividade térmica do organismo [68, 69].

Grandes variacbes na Ti podem ser suficientes para alterar diversas
propriedades moleculares, tais como atividade enzimatica, capacidade de difuséo,
fluidez da membrana, e consequentemente, prejudicar o funcionamento celular. Essas
perturbacdes podem resultar em perda da coordenagdo motora, confusdo mental,

inconsciéncia, disfuncdes cardiovasculares e respiratorias e, eventualmente, em
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morte [70, 71]. Assim, a termorregulacgéo é critica para a sobrevivéncia dos mamiferos
e pode ser mantida por processos comportamentais e autonéomicos.

Os eventos comportamentais sdo bastante diversificados e representa uma
acao coordenada que promove uma condicdo Otima de troca de calor entre 0 ambiente
e 0 corpo. No caso de humanos, entre os exemplos, podemos citar a invencéo de
vestimentas, a construcao de abrigos, o uso de fogo e eletricidade para fornecimento
de calor; em animais, esses mecanismos também s&o variados e caracteristicos de
cada espécie (construcdo de ninhos, alteracdo da atividade locomotora, ingestao de
alimentos, ajustes posturais e escolha da temperatura ambiente de preferéncia) [72].

O sistema termorregulatério autondmico pode ser dividido em 3 componentes:
um componente sensorio aferente, um componente integrador e um componente de
comando eferente. O centro termorregulatério no cérebro recebe informacfes
provenientes de diversas vias neuronais sensorias aferentes, incluindo a temperatura
ambiente através termorreceptores da pele, temperatura visceral através de fibras
termossensorias da cavidade abdominal e temperatura central através de neurbénios
termossensiveis no cérebro e medula espinhal. Essas informacdes centrais e
periféricas, juntamente com outros parametros homeostaticos (i.e., osmolaridade dos
fluidos teciduais, atividade do sistema imune, variacdo circadiana, ritmo sazonal,
apetite, sono) sao integradas no centro termorregulatério que, por sua vez, promove
sinais de comando para efetores periféricos [73].

Em mamiferos, a area pré-optica (POA), localizada na regido rostral do
hipotalamo, tem sido apresentada como principal centro termorregulatério, uma vez
gue integra as informacdes aferentes e regula o redirecionamento de fluxo sanguineo
e atermogénese induzida pelo tecido adiposo marrom e tremor muscular. Em resumo,
a manutencao da Ti € resultado do balanco entre a producgéo e a dissipacéo de calor
pelo organismo, as quais sao controladas pela ativacdo ou inibicdo dos efetores
termorregulatorios; assim, diminuigéo da Ti ativa os mecanismos de producgéo de calor
e inibe os mecanismos de perda de calor, enquanto que seu aumento leva as
respostas contrarias [73-75].

Indmeros estudos tém demonstrado que a modulacdo experimental do SEC
pode induzir modificacbes na temperatura corporal. Ha décadas, o efeito hipotérmico
induzido pela estimulagdo do SEC estd estabelecido na literatura; porém,
recentemente ha evidéncias de um efeito dual sobre a regulagdo da Ti, que é

dependente da via de administracdo e dose utilizada. Em geral, aceita-se que a
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estimulacao periférica do SEC induza hipotermia, enquanto que, centralmente, doses
baixas promovam aumento, enquanto que doses maiores levam a reducédo da Ti.

Os trabalhos iniciais avaliando o papel de canabinoides sobre a Ti datam da
década de 60. Em um consenso geral, estudos demonstram que administracédo de A°-
THC, central ou perifericamente, leva a reducéo da Ti em roedores [76-91].

Com a elucidacao dos constituintes enddégenos que fazem parte do SEC e com
a criacao de drogas sintéticas capazes de modular o sistema, 0s estudos continuaram
demonstrando que, perifericamente (vias intraperitoneal, intramuscular ou
endovenosa), administracdo de agonistas canabinoides induz reducao da Ti e que tal
efeito € mediado exclusivamente via ativacdo do receptor CB1, mas nédo via receptor
CB:2 [89, 91-98]. Além disso, a ativacdo do SEC por demanda ficou mais evidente,
uma vez que administracdo de antagonistas para os receptores canabinoides, por si
s6, ndo produzem respostas em condi¢des basais [90, 91, 96-104].

Em 2009, o efeito dual do SEC foi sugerido. Fraga e colaboradores (2009)
apresentaram, pela primeira vez, o efeito febrinogénico apos estimulacdo do SEC
central. Injecbes de baixas doses de AEA (0,01 — 10 pg via intracerebroventricular —
i.c.v. —ou 0,1 — 100 ng intra-hipotalamo) induziram aumento gradual da temperatura
retal, efeito este precedido da diminuicao do indice de dissipac¢do de calor. Além disso,
0 aumento da Ti induzida pela AEA era revertida apenas pelo bloqueio do receptor
CB41, e ndo por antagonista do receptor CB2 [105]. Mais recentemente, 0 mesmo grupo
confirmou novamente a resposta febrinogénica induzida pela AEA central [106].

Todos os trabalhos relacionando o efeito da modulacdo do SEC sobre a Ti
foram realizados em condi¢des de repouso, e ndo ha estudos investigando o efeito da
modulacdo do SEC sobre as respostas termorregulatérias durante o exercicio fisico.
Ademais, ndo é conhecido se o efeito térmico induzido pela ativagdo do SEC poderia
ser uma resposta indireta e dependente das mudancas comportamentais sobre a
atividade locomotora que séo capazes de induzir respostas termorregulatérias.

Sabe-se que a atividade locomotora e o exercicio fisico promovem aumento da
Ti proporcionalmente a sua intensidade e duracéo, uma vez que a contragdo muscular
necessaria para realizar os movimentos converte apenas cerca de 20-25% da energia
guimica presentes nas moléculas de ATP em trabalho mecanico, enquanto os 75-80%
restantes sdo convertidos em calor; portanto, durante o exercicio fisico, o metabolismo
corporal aumentado leva a uma maior produgcao de calor que precisa ser dissipado
[107-109].
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Em termos de resposta termorregulatéria durante o exercicio, o0 aumento das
temperaturas interna e/ou da pele sao detectadas por termorreceptores centrais e
periféricos que enviam inputs aferentes sensoriais para o hipotdlamo, onde o sinal é
integrado; em seguida, respostas efetoras termorregulatorias para dissipar o calor sdo
iniciadas, tais como sudorese e aumento do fluxo sanguineo para a pele [110, 111].

Modelo experimental de exercicio aerébico em esteira rolante utilizando ratos
conduzidos em ambiente temperado tem permitido o estudo dessas respostas
termorregulatérias. Como ilustrado na Figura 5, nos minutos iniciais de exercicio de
intensidade subméxima, a producdo de calor (variavel primaria) € maior que a
dissipacao de calor (variavel secundéria), resultando em um pronunciado aumento da
Ti (fase dinamica do balanco térmico), em virtude do aumento da taxa metabdlica
pelos musculos em atividade (aumento na producéo de calor), seguida pela ativacéo
simpética que gera vasoconstricdo na pele da cauda (dificuldade na dissipacédo de
calor), evidenciado pela diminuigdo da sua temperatura. A Ti, dessa forma, aumenta
até que o limiar térmico para vasodilatacdo da cauda seja atingido, quando ocorre
perda de calor por conveccdo. Neste momento, a taxa de dissipacdo de calor se
aproxima da taxa de aquecimento corporal, limitando o aumento abrupto da Ti (fase
estavel do balanco térmico), que permanece em um novo ajuste mais elevado até o
momento da fadiga [112-116].
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Figura 5. Respostas termorregulatdrias em ratos submetidos ao exercicio de corrida submaximo
(18 m.min1, 5% de inclinac&o) até a fadiga, em ambiente temperado (21-24°C) (Adaptado de [113]).
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Considerando que os niveis de endocanabinoides sdo aumentados durante a
pratica de atividade fisica e que a ativacdo dos SEC induz respostas térmicas, é
plausivel sugerir que o SEC possa interferir nas respostas termorregulatorias
induzidas durante o exercicio fisico. Ademais, uma vez que o aumento da Ti &
considerado um dos fatores limitantes do desempenho fisico por diminuir a motivagéo
para a continuidade do exercicio e assim, aumentar a percepc¢do de fadiga [117-121],

€ possivel qgue a modulacdo do SEC possa também, interferir no desempenho fisico.
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3 - OBJETIVOS

Levando em consideracéo que:

O SEC ¢ ativado por demandas, entre as quais podemos citar a atividade
fisica;

O SEC parece estar relacionado com as recompensas neurobioldgicas
induzidas pelo exercicio fisico e com o comportamento operante para
atividade locomotora espontanea;

A modulacéo do SEC induz mudancas nas respostas termorregulatorias
gue, por sua vez, é essencial para a manutencdo da homeostase
corporal tanto em condi¢fes basais quanto durante o exercicio fisico;
Os ajustes termorregulatérios e o sistema de recompensa sao fatores
relevantes durante a execucdo do exercicio fisico como determinantes

nos mecanismos de fadiga.

O objetivo geral do presente estudo foi investigar a participacéo da AEA central

sobre as respostas termorregulatérias em duas situacfes distintas de atividades

fisicas (atividade espontanea e atividade forcada) e verificar se os efeitos térmicos

mediados pelo SEC nestas situagbes se relacionam com a atividade locomotora

espontanea (ALE) ou desempenho durante o exercicio fisico for¢cado.

Para isso, 0s objetivos especificos incluem:

1.

2.

Avaliar o efeito da administracao i.c.v. de AEA sobre a ALE e resposta
térmica em condi¢cdes basais, bem como, a possivel interacdo entre
essas variaveis durante o ritmo circadiano.

Avaliar o efeito da administracdo i.c.v. de AEA sobre o desempenho
fisico e ajustes termorregulatorios em animais submetidos ao exercicio
de corrida em esteira, bem como, sua participacdo no recrutamento
neuronal hipotalamico induzido pelo exercicio.

Verificar se o treinamento fisico (indutor de hipertermia recorrente) e uso
de dieta palatavel (ativador de termogénese induzida pela dieta),
iniciados no desmame, alteram a expressdo central (mais

especificamente, no hipotalamo, éarea pré-Optica, cortex frontal,
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hipocampo e cerebelo) de receptores CB1 e da enzima NAPE-PLD
(enzima responsavel pela sintese da AEA) na fase adulta.
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4 — MATERIAIS E METODOS

4.1 — CUIDADOS ETICOS

Todos os procedimentos obedeceram aos Principios Eticos da Experimentacio
Animal e foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais da Universidade
Federal de Minas Gerais (CEUA/UFMG — Protocolo n°. 132/2012).

4.2 — ANIMAIS

Para os procedimentos, foram utilizados ratos machos adultos da linhagem
Wistar, com peso corporal entre 250 — 350 g. Com excegao, os animais submetidos
ao tratamento com dieta palatavel e ao protocolo de treinamento fisico foram
adquiridos ap6s o desmame, com aproximadamente 21 dias, e submetidos aos
tratamentos de 8 semanas.

Os animais foram fornecidos pelo Centro de Bioterismo do Instituto de Ciéncias
Bioldgicas da Universidade Federal de Minas Gerais (CEBIO/UFMG) e mantidos em
gaiolas individuais ou coletivas (com no maximo 5 animais por caixa), alojadas em
sala com temperatura ambiente (23 = 1 °C) e fotoperiodo controlados (14 h/ 10 h para
o protocolo de atividade fisica espontanea e 12 h / 12 h para o protocolo de atividade

fisica forcada). Todos os animas tiveram livre acesso a ragédo e agua.

4.3 - PROCEDIMENTOS GERAIS

Os animais passaram por um ou mais procedimentos experimentais listados a

seguir, de acordo com a finalidade aos quais eram submetidos (ver Topico 4.4):

4.3.1 — Familiarizag&o ao exercicio na esteira
A familiarizacdo dos animais ao exercicio de corrida em esteira foi realizada

durante 5 dias consecutivos em uma sala de experimentacdo com temperatura
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ambiente controlada (23 + 1 °C). Os animais foram colocados na esteira, onde
permaneceram, inicialmente, 5 min em repouso; apos este periodo realizaram uma
curta atividade de 5 min a uma velocidade de 10 m.min! e 5% de inclinacédo; ao
término, permaneceram por mais 5 min em repouso.

A proposta deste periodo de familiarizacéo teve como finalidade condicionar os
animais em qual direcdo realizar a corrida na esteira, bem como, atenuar uma possivel
resposta hipertérmica decorrente de estresse pela novidade ao ambiente e/ou

situacdo no qual o animal seria submetido.

4.3.2 — Treinamento fisico

O treinamento fisico constituiu de séries diarias de exercicio de corrida em
esteira durante 8 semanas. Previamente ao inicio do treinamento, os animais recém-
desmamados passavam pelo processo de familiarizacdo ao exercicio em esteira
durante 5 dias. A partir de entdo, o treinamento fisico era iniciado, onde a carga de
treinamento era aumentada progressivamente, permitindo que o animal comecasse,
no primeiro dia, a desenvolver um exercicio de corrida a uma velocidade de 10 m.min"
! durante 30 min e, na Ultima sessdo, concluisse uma sessdo de corrida a uma

velocidade de 25 m.min* durante 60 min (Tabela 1).

Tabela 1. Esquematizacdo do protocolo de treinamento fisico

Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5

Adaptacéao

Velocidade (m.min?) 10 10 10 10 10
Tempo (min) 5 5 5 5 5
Semana 1

Velocidade (m.mint) 10 11 12 12 12
Tempo (min) 30 30 30 35 35
Semana 2

Velocidade (m.mint) 12 12 12 12 12
Tempo (min) 35 40 45 45 50
Semana 3

Velocidade (m.mint) 12 13 14 14 14
Tempo (min) 50 50 50 55 55
Semana 4

Velocidade (m.mint) 14 14 15 15 15
Tempo (min) 55 55 55 95 60
Semanab5

Velocidade (m.min?) 15 15 16 16 16

Tempo (min) 60 60 60 60 60
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Semana 6
Velocidade (m.mint) 16 16 17 17 17
Tempo (min) 60 60 60 60 60
Semana 7
Velocidade (m.min?) 17 18 18 19 20
Tempo (min) 60 60 60 60 60
Semana 8
Velocidade (m.mint) 21 22 23 24 25
Tempo (min) 60 60 60 60 60

4.3.3 — Procedimentos cirargicos

Dois procedimentos cirurgicos foram realizados neste estudo: implante de uma
canula-guia no ventriculo cerebral lateral direito (VCLD, por meio do qual era feito a
injecao das drogas) e implante de um sensor de temperatura e atividade locomotora
na cavidade peritoneal. As cirurgias foram conduzidas sob efeito de anestésico
(mistura de cetamina, 80 mg.kg?, e xilazina, 10 mg.kg?, i.p., no volume de 0,125 mL
para cada 100 g de peso corporal) e doses Unicas de antibiético (pentabibtico, 48.000
ULLKg?, i.m.) e analgésico (flunixina, 1.0 mg.kg?, s.c.) foram administrados para
auxiliar na recuperacao dos animais. Os procedimentos experimentais subsequentes

foram realizados ap0s os animais apresentarem recuperacado do peso pré-operatorio.

4.3.3.1 — Implante da canula-guia no ventriculo cerebral lateral direito

Para o implante da céanula-guia, os animais eram posicionados na mesa
cirirgica em decubito frontal e foi realizada a tricotomia e assepsia da porcao superior
da cabeca. Em seguida, foi feita a incisdo na pele e no tecido subcutaneo. Foi aplicado
um anestésico local (xilocaina com vasoconstritor, solucéo de cloridrato de lidocaina
2% e de adrenalina 1:200000; no volume de 0,1 mL) para provocar vasoconstricdo da
area e permitir o afastamento do peridsteo. ApGs a exposicao da calota craniana 0s
animais foram fixados em um estereotaxico para animais de pequeno porte (David
Kopf Instruments, M-900, Tujunga, CA, USA). As coordenadas do atlas de Paxinos e
Watson (2007): 1,5 mm posterior ao bregma (antero-posterior); 2,5 mm a partir da
linha mediana (latero-lateral); 3,2 — 3,6 mm a partir da dura méter foram utilizadas para
a introducgao da canula-guia (22 G e 16 mm de comprimento) no VCLD. A craniotomia
foi feita com o auxilio de uma broca odontolégica e a fixacdo da canula-guia foi
conseguida usando acrilico polimerizavel sob parafusos inseridos proximos a posi¢ao

da canula. O posicionamento correto da canula-guia no VCLD foi verificado pelo
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deslocamento de uma coluna de solugdo salina (NaCl 0,9%) contida em um

mandmetro de vidro conectado a canula-guia.

4.3.3.2 — Implante do sensor de temperatura e atividade locomotora na

cavidade peritoneal

Para implante do sensor na cavidade peritoneal, os animais foram posicionados
em decubito dorsal e foi feita a tricotomia da regido abdominal. Foi realizada uma
incisdo ventral de aproximadamente 1 cm, seguida de outra incisdo sobre a linha alba
no musculo abdominal para a inser¢cdo do sensor de temperatura (Mini Mitter
Company Inc., E-Mitter, série G2, 15,5 mm x 6,5 mm, 1,1 mg, OR, USA) na cavidade
peritoneal. O sensor era inserido e suturado junto ao musculo abdominal para evitar o
seu deslocamento por dentro da cavidade. Finalizado o implante do sensor, o peritdnio

e a pele eram suturados.

4.4 - PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS

De acordo o objetivo especifico a ser investigado, os animais foram submetidos
a um destes diferentes protocolos experimentais.

4.4.1 — Avaliacdo do efeito da administracdo intracerebroventricular de
AEA sobre a atividade locomotora espontanea e resposta térmica em condi¢cdes
basais

Para avaliacdo do efeito da injecdo central de AEA sobre a ALE e Ti em
condi¢cdes de repouso, os animais foram inicialmente submetidos as cirurgias de
implante da canula-guia no VCLD e implante de sensor de temperatura e atividade na
cavidade peritoneal.

Apés periodo de recuperacdo, os animais eram levados a sala de
experimentacdo onde permaneceram, em gaiolas individuais, sob condi¢cbes de
repouso durante todo o periodo de teste. A sala apresentava temperatura ambiente
(23 £ 1 °C) e fotoperiodo (14 h claro - 10 h escuro) controlados — as mesmas
encontradas no biotério. Os animais eram colocados sob placas receptoras (ER-4000
Energizer / Receiver, Mini Mitter Co. Inc. Bend, OR, EUA) que, via telemetria, recebiam

a frequéncia emitida pelos sensores e entédo, repassavam esses sinais a um programa
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de aquisicdo de dados (Vita View Mini Mitter Co.), que convertia os sinais de
frequéncia em valores de ALE e Ti.

Em grupos separados, as solucdes a serem testadas foram realizadas em dois
momentos distintos do ciclo: um grupo de animais recebeu o tratamento as 10 h (fase
clara), onde os animais apresentam os menores valores de ALE e Ti; enquanto outro
grupo recebeu o tratamento as 19 h, uma hora antes das luzes serem apagadas (fase
escura) e iniciar a fase de maior ALE, e consequentemente, maiores valores de Ti dos
animais.

Os registros de Ti e ALE foram continua e simultaneamente registrados a cada
minuto durante 1 semana. Os animais foram familiarizados a manipulacéo de insercéo
da céanula-injetora na canula-guia, simulando a administracdo das solucdes, nos
primeiros 2 dias de experimento. Entre os 3° e 6° dias, na forma de quadrado-latino,
diariamente, os animais recebiam as solu¢bes a serem testadas: veiculo (solugcéo
contendo etanol, cremophor e salina, na proporcao de 1:1:8, respectivamente) ou AEA
(nas doses de 0,1, 1,0 e 10,0 pg) no volume final de 2 uL. A injecéo foi conduzida
durante 1 min, por meio da insercdo de uma canula-injetora confeccionada com uma
agulha de 30 G (0,3 mm maior que a canula-guia) na canula-guia, que estava acoplada
por um tubo PE10 a uma seringa Hamilton com capacidade de 5 pL.

A racdo era pesada imediatamente apds a realizacdo das injecdes e entédo, 0s
animais permaneciam na sala sem a influéncia de manipulacdes ou presenca do
experimentador.

A Figura 6 esquematiza este protocolo experimental.

Tratamento
-Hora: 10 ou 19 h / Volume: 2 pL
Cirurgia: Manipulagdo: -AEA (0,1, 1,0 e 10,0 pg) ou
-Implante de sensor -Simulagdo da injegdo  -Veiculo (Alcool:Cremophor:Salina — 1:1:8)
-Canulagéo do VCLD ] X
| | | ] ] ] | |
< | | | | | I |
. Recuperacao
Dias 01 05 06 07 08 09 10 11
\ J
Registro continuo da Ti e ALE

Figura 6. Representacdo esquematica do protocolo experimental elaborado para avaliagdo do
efeito da administracéo i.c.v. de AEA sobre a ALE e resposta térmica em condi¢cdes basais.
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4.4.2 — Avaliacao do efeito da administracao intracerebroventricular de
AEA sobre o desempenho fisico e sua relagio com o0s ajustes
termorregulatérios e recrutamento neuronal hipotalamico induzido pelo
exercicio de corrida em esteira

Para investigar se a AEA central participa das respostas termorregulatérias
durante o exercicio e, consequentemente, modularia o desempenho fisico, os animais
foram inicialmente submetidos ao processo de familiarizacdo ao exercicio na esteira
e, em seguida, as cirurgias de implante do sensor de Ti e ALE na cavidade
intraperitoneal, bem como, de implante da canula-guia no VCLD.

Ap6s periodo de recuperagdo, os animais eram levados a sala de
experimentacdo, pesados e colocados sob as placas receptoras de frequéncia emitida
pelos sensores. Era esperado um periodo minimo de 1 h e, apds estabilizacdo de
valores basais da Ti (entre 36,5 — 37,5 °C) por pelo menos 20 min consecutivos, dava-
se inicio aos tratamentos. Para isso, uma canula-injetora contendo as solucfes a
serem testadas era acoplada a canula-guia e, com o auxilio de uma seringa Hamilton,
durante 1 min, 2 pL das solucdes eram injetadas no VCLD. Os animais permaneciam
em repouso por mais 20 min. Apds este periodo, um sensor para registrar a
temperatura da pele da cauda (Tc) era fixado na porgcdo proximal da cauda e os
animais eram entdo colocados na esteira, onde dava-se inicio ao exercicio
progressivo de corrida. O exercicio iniciava-se a 10 m.mint e a cada 3 min, era
acrescido 1 m.min! até determinacéo da fadiga, que foi definida como o0 momento no
qual os animais eram incapazes de manter o ritmo de passada na esteira e,
consequentemente, permaneciam por mais de 10 segundos na grade de estimulo
elétrico.

Uma vez que os tratamentos foram conduzidos de forma pareada, cada animal
foi submetido a este procedimento por 2 vezes; isto €, de maneira aleatoria e duplo-
velado, no primeiro dia de procedimento este recebia 2 yL do veiculo ou AEA e, no
segundo dia de procedimento (que acontecia em um intervalo minimo de 48 h), o
animal recebia 0 mesmo volume da solugao ainda nao sorteada na primeira vez.

Em grupos distintos, foram testadas 2 doses de AEA com seus respectivos
veiculos: 10 ug de AEA e veiculo (solugdo contendo cremophor, etanol, salina, na
proporgao de 1:1:8, respectivamente) ou 20 ug de AEA ou veiculo (solugao contendo
cremophor, etanol, salina, na proporgao de 1:1:3, respectivamente).
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Apébs a determinacdo da fadiga no segundo dia de procedimento, 0os animais
eram retirados da esteira e colocados em suas caixas e, ap6s 90 min, eram
eutanasiados para retirada do cérebro e posterior realizacdo da técnica de
imunohistoquimica para quantificacdo da proteina c-Fos em regides hipotalamicas
envolvidas no controle termorregulatorio.

Todos os experimentos foram realizados no periodo da manha, entre 8 e 12 h,
com temperatura ambiente controlada (23 + 1 °C). Os registros de Ti e Tc foram
obtidos a cada 5 e 30 segundos, respectivamente.

A Figura 7 ilustra a representacdo esquematica conduzida neste protocolo

experimental.

Exercicio até
fadiga n. 02
Exercicio até (VEl ou AEA)
. fadiga n. 01 +
P d t
rocedimentos (VEl ou AEA) Sacrificio
cirargicos
. || | |
I Familiariza¢8o na esteira I I Recuperagdo I I
01 04 05 10 12
Exercicio até a fadiga
Injegdo i.c.v. Inicio do
VEl ou AEA exercicio Perfusdo
Tempo - == | | | | |
(min) Repouso I I Periodo pés-injegdo I Exercicio: I I
Parametros basais Esteira rolante R
-60 -01 00 20 Progressivo Fadiga +90
5% inclinagdo

Figura 7. Representacdo esquematica do protocolo experimental elaborado para avaliagdo do
efeito da administragao i.c.v. de AEA sobre o desempenho fisico e sua relagdo com os ajustes
termorregulatorios e recrutamento neuronal hipotalamico induzido pelo exercicio de corrida em
esteira.

4.4.3 — Efeito do treinamento fisico e dieta palatavel sobre a expresséao
cerebral de receptores CB1 e da enzima NAPE-PLD

Para investigar se o treinamento fisico, indutor de hipertermia recorrente,
alteraria a expresséao de receptores canabinoides e da enzima NAPE-PLD no cérebro
durante o periodo de desenvolvimento, ratos recém-desmamados (aproximadamente

21 dias de vida) foram submetidos ao protocolo de treinamento fisico durante 8
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semanas. Outro grupo tratado com dieta palatdvel foi estudado, para a mesma
finalidade, durante o mesmo periodo, considerando que o uso de dietas hipercaldricas
também induz elevacéo recorrente da Ti durante a ingestédo de alimento (termogénese
induzida pela dieta).

Para isso, logo apdés o desmame, os animais foram subdivididos, de forma
aleat6ria, em 3 grupos (controle, treinamento e dieta palatavel). Inicialmente, todos
foram familiarizados ao exercicio a esteira durante 5 dias e, no sexto dia, foram
submetidos a uma sessdo de exercicio progressivo até a fadiga para determinacdo
inicial da performance fisica de cada animal (Teste progressivo 1).
Subsequentemente, 0s animais pertencentes ao grupo treinamento iniciaram o
protocolo de treinamento fisico durante 8 semanas. Os animais do grupo dieta
palatavel receberam a dieta pelo mesmo periodo.

A dieta palatavel era composta de 33% de racao controle Nuvilab, 33% de leite
condensado Nestlé, 7% de agucar cristal e 27% de agua. A composic¢ao nutricional da

dieta esta apresentada na Tabela 2.

Tabela 2. Composic¢ao nutricional das dietas controle e palatavel

DIETA CONTROLE DIETA PALATAVEL

Carboidratos (%) 57,5 68
Proteinas (%) 30 16
Lipideos (%) 12,5% 16
Umidade (%) 12,5 27
Total (kcal/g) 2,9 3,2

Os grupos controle e dieta palatavel passavam pelas mesmas manipulacdes
dos animais do grupo treinado (isto €, habitavam caixas coletivas com 0 mesmo
namero de animais, eram transportados até a sala de experimentacdo e tinham
contato com a esteira), com a diferenga de que, ao invés de realizarem o protocolo de
treinamento nos tempos estipulados, apenas realizavam um periodo curto de
caminhada na esteira (5 min a 10 m.min'). Apés 8 semanas, 0s animais eram
novamente submetidos a uma nova sessao de exercicio progressivo até a fadiga para
confirmacéo da efetividade do treinamento fisico (Teste progressivo 2).

Dois dias ap0s a ultima sessédo de exercicio (Teste progressivo 2), 0s animais

eram pesados e sacrificados por decapitacdo. Os tecidos colhidos foram
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imediatamente colocados em eppendorfs, submersos em nitrogénio liquido e
estocados a -80 °C até a realiza¢do dos ensaios biolégicos. Foram colhidos e pesados
0s coxins adiposos (mesentérico, retroperitoneal, inguinal e epididimal) para
determinacdo do indice de adiposidade. O cérebro foi retirado e dissecado para
obtencdo de parte do cértex frontal, hipocampo, hipotalamo, area pré-optica e
cerebelo para quantificacdo da expresséao do receptor CB1 e enzima NAPE-PLD pela
técnica de Western Blotting. O sangue também foi colhido e centrifugado para
obtencéo do plasma para dosagens dos niveis séricos de insulina, leptina e glicose.

O monitoramento do ganho de peso dos animais foi realizado semanalmente.

4.5 — ENSAIOS BIOLOGICOS

4.5.1 — Ensaio imunohistoquimico para quantificacdo da proteina c-Fos

Apos a inducdo da anestesia, a eutanasia dos animais submetidos ao protocolo
experimental descrito no Topico 4.4.2 foi conduzida via perfuséo transcardiaca. Com
o auxilio de uma bomba de perfusdo, foram perfundidos 40 mL de PBS 0,01 M (pH
7.4) heparinizado (0,01 mL para cada 100 mL de solucdo) seguido de 400 mL de
solucdo de paraformaldeido (PFA) 4% em PB 0,2 M (pH 7.4), sob um fluxo de 10
mL/min. Ao término, os cérebros foram cuidadosamente removidos e imergidos em
PFA 4% por 2 h antes de serem transferidos para um recipiente contendo solucéo de
sacarose 30%, onde permaneceram por 72 h a 4 °C. Os cérebros foram entdo
congelados em isopentano 99% (CsHi2) entre -40 e -50 °C e armazenados em freezer
a -80 °C. Seccdes coronais seriadas da regido hipotalamica de 40 um foram cortadas
com o auxilio de um criostato e incubadas em solugéo crioprotetora até a realizacao
do teste imunohistoquimico pelo método free-floating para deteccdo de neurénios
imunorreativos a c-Fos.

Previamente, as fatias de cérebros foram lavadas com PBS (0,01 M) em 10
sessoOes de 5 min, seguido de incubacao com glicina (0,1 M) em PBS (0,01 M) por 10
min e nova lavagem em PBS (0,01 M) por 5 min. Seguiu-se com a incubacdo em H20:2
1% em PBS (0,01 M) por 30 min e posterior lavagem com PBS (0,01 M) por 5 sessfes
de 5 min. Foli feita incubagéo com Triton X-100 0,4% em PBS (0,01 M) por 30 min,
seguido de 3 sessOes de lavagens de 5 min com PBS (0,01 M). As fatias foram entao

incubadas com albumina de soro bovina (BSA) 2% em PBS (0,01 M) por 1 h e, ao
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término, com o anticorpo primario anti-c-Fos produzido em coelho (Ab5, Calbiochem,
1:10.000) diluido em PBS 0,01 M contendo Triton X-100 0,3%, BSA 1% (solucéo
também utilizada para diluicdo do anticorpo secundario) por 48 h a 4 °C. Esperado
esse tempo, foi realizada inicialmente lavagem das fatias com PBS (0,01 M) por 10
sessdes de 5 min, seguido de incubagdo com o anticorpo secundario biotinilado anti-
IgG produzido em cavalo (Vectastain ABC kit, Universal, 1:600, Vector Laboratories)
por 2 h. As fatias foram lavadas com PBS (0,01 M) por mais 8 sessdes de 5 min e
incubados com complexo AB (Avidina DH e Peroxidase biotinilado, 1:400, Vectastain
ABC kit, Vector Laboratories) diluido em PBS (0,01 M) por 1 h. Mais 8 sessfes de 5
min de lavagem com PBS (0,01 M) foram feitas, seguidas de 3 sessdes de 5 min de
lavagem com tampéao acetato 0,175 M. As fatias foram entédo tratadas com solucao
contendo 0,2 mg/mL de 3,3-diaminobenzidina (DAB), 25 mg/mL de sulfato de niquel
e 0,083 pL/mL de H202 a 30% em tampéao acetato (0,175 M) por 8 min. Por fim, as
fatias foram lavadas com tampéao acetato (0,175 M) seguido de PBS (0,01 M) por 3
sessfes de 5 min cada, e entdo foram montados em laminas gelatinizadas, secadas
e coladas as laminulas utilizando Entellan (Merck).

Para a avaliacdo das estruturas encefélicas envolvidas, foi quantificado o
namero de neurbnios imunorreativos a c-Fos em 120 um de cada regido cerebral
avaliada, bilateralmente. As coordenadas escolhidas pelo Atlas Paxinos a partir do
bregma foram: nucleo paraventricular do hipotalamo (PVN): -1,92 mm; ndcleo supra-

optico (SON): -1,08 mm; area pré-6ptica medial (MPOA): -0,36 mm.

4.5.2 — Western Blotting para analise da expressao do receptor CB1 e da
enzima NAPE-PLD no cérebro

As amostras das regides cerebrais de interesse (hipotalamo, area pré-éptica,
cerebelo, hipocampo e cortex frontal) foram utilizadas para a extracdo de proteinas.
Os tecidos foram homogeneizados em tampéao de lise (NaCl 100 mM, Tris-base 50
mM, EDTA.2Na 5mM, NasP207 50 mM e MgClz 1M) acrescido de Nonidet 1%, Triton
X-100 0,3%, deoxicolato de sbédio 0,5% e coquetel de inibidores (composto de
benzamidina, ortovanadato de sodio, aprotinina, pepstatina A, inibidor completo e
PMSF). Todo o processo de extracdo foi feito com as amostras no gelo. Apds o
processamento, as amostras foram centrifugadas a 4 °C, durante 12 min sob rotacao
de 8.000 rpm. O sobrenadante foi removido e congelado a -80 °C para posterior

dosagem de proteinas.
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A quantidade de proteinas das amostras foi determinada pelo Método de
Bradford utilizando BSA. As amostras, contendo 70 ug de proteinas totais foram
desnaturadas em tampao de amostra contendo 5% de 2-mercaptoetanol a 95 °C por
5 min e entdo aplicadas em um gel SDS-poliacrilamida (sodium dodecyl sulfate-PAGE)
a 10%. Apoés separadas no gel de poliacrilamida por eletroforese, as proteinas foram
transferidas para uma membrana de PVDF (fluoreto de polivinilideno). A transferéncia
foi confirmada através da coloracdo da membrana com solucéo de Ponceau 0,3%. As
membranas foram entdo lavadas em solucdo de bloqueio (leite a 5% em TBS-T)
durante 1 h e mantidas sobre agitacdo constante. Apds a etapa de bloqueio, as
membranas foram incubadas, overnight a 4 °C, com 0s anticorpos primarios
especificos anti-CB1 (1:200, Abcam AB23703) e anti-NAPE-PLD (1:2000, Novus
Biologicals NB110-80070SS). A normalizacdo das amostras foi feita através da
correcdo das bandas pela expressdo do GAPDH (gliceraldeido 3-fosfato
desidrogenase; 1:1.000, Santa Cruz SC32233). Em seguida as membranas foram
lavadas por 30 min com TBS-T e a solucéo trocada a cada 5 min. Para deteccao dos
anticorpos primarios, as membranas foram incubadas por 1 h com o anticorpo
secundario anti-coelho (1:10.000, Sigma Aldrich A0545) — para deteccdo das
proteinas CB1 e NAPE-PLD — e do anticorpo secundario anti-camundongo (1:10.000,
Sigma Aldrich A2554) — para deteccdo do GAPDH. As membranas foram novamente
lavadas por 30 min e preparadas para revelacao.

As proteinas foram detectadas por uma reacao de quimioluminescéncia (Kit
ECL plus, Amersham Bioscienses, Little Chalfont, UK) e a intensidade das mesmas
foi avaliada por analise densitomérica atraveés do software Image-J (versao 1.44p,
National Institute Health, USA).

4.5.3 — Quantificacdo dos niveis plasmaticos de insulina, leptina e glicose
As gquantificagdes dos niveis plasmaticos de insulina e leptina foram obtidas
pela técnica de radioimunoensaio por meio dos kits comerciais Milipore Rat Insulin
RIA Kit RI-13K e Rat Leptin RIA Kit RL-83K, respectivamente. A dosagem de glicose
plasmatica foi obtida pela técnica de ensaio enziméatico colorimétrico por meio do kit

comercial Glicose Katal 43B.

4.6 — ANALISE ESTATISTICA
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Os dados estao apresentados como média £+ EPM, e o nivel de significancia
adotado foi de 5%.

Efeito da administracdo i.c.v. de AEA sobre a atividade locomotora espontinea

e a resposta térmica em condicfes basais: as diferencas entre as Ti e ALE durante as

fases clara e escura do ritmo circadiano ou durante a primeira hora apos o0s
tratamentos, foram analisados usando a andlise de variancia (ANOVA) de duas vias
com medidas repetidas, seguido do teste post-hoc Student-Newman-Keuls. O efeito
das diferentes doses sobre a AUC da Ti e ALE durante a primeira apds o tratamento
e a ingestdo alimentar diaria foram testadas usando a andlise de variancia (ANOVA)
de uma via com medidas repetidas, seguido dos testes post-hoc Duncan’s Multiple
Range e Student-Newman-Keuls, respectivamente. As diferencas entre as fases clara
e escura, bem como suas subdivisbes em momentos pré- e pds- inje¢des, foram
testadas usando a andlise de variancia (ANOVA) de uma via seguido do teste Tukey
para Ti e Student-Newman-Keuls para ALE. As correlacfes foram avaliadas por meio
do coeficiente de correlacdo de Pearson.

Efeito da administracdo i.c.v. de AEA sobre o desempenho fisico, ajustes

termorrequlatérios e recrutamento neuronal hipotalamico durante o exercicio forcado:

as diferencas entre os tratamentos e sua influéncia também no tempo sobre a Tie Tc
foram avaliadas usando a analise de variancia (ANOVA) de duas vias com medidas
repetidas seguido do teste post-hoc Student-Newman-Keuls. As diferencas entre os
tratamentos sobre as variaveis de desempenho fisico, variaveis termorregulatérias e
expressao de c-Fos foram analisadas por meio do Teste t-Student, pareado ou nao-
pareado, de acordo com sua aplicabilidade. As correlagdes foram avaliadas por meio
do coeficiente de correlagdo de Pearson.

Efeito do treinamento fisico e dieta palatavel sobre a expressdo cerebral de

receptores CB1 e NAPE-PLD: as diferencas entre os tratamentos e sua influéncia no

tempo sobre o peso corporal foram avaliadas por meio da andlise de variancia
(ANOVA) de duas vias com medidas repetidas seguido do teste post-hoc Student-
Newman-Keuls. As analises de desempenho fisico, peso dos tecidos, dosagens
metabdlicas e de expresséo do receptor CB1 e NAPE-PLD para os grupos treinado e
dieta foram sempre comparados em relagdo ao grupo controle por meio do Teste t-
Student ndo-pareado.
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5 - RESULTADOS

5.1 — EFEITO DA ADMINISTRACAO I.C.V. DE AEA SOBRE A ATIVIDADE
LOCOMOTORA ESPONTANEA E RESPOSTA TERMICA EM CONDICOES
BASAIS

A Figura 8 apresenta os valores de Ti durante o ritmo circadiano de animais
tratados durante 4 dias as 10 h (fase clara) com veiculo e 3 doses diferentes de AEA
(0,1, 1,0 e 10 pg).

Administracdo i.c.v. de AEA induziu aumentos da Ti nas trés doses testadas,
sendo que a maior dose (10 ug) apresentou efeito térmico mais pronunciado.

Quando comparado ao tratamento com veiculo, animais tratados com a dose
de 0,1 ug de AEA apresentaram valores de Ti maiores entre 16:30 e 17:00 h, enquanto
qgue para agueles tratados com a dose de 10 ug de AEA estas diferencas foram
encontradas mais precocemente (entre 11:00 e 11:30) e permaneceram maiores por
um periodo mais duradouro (entre 14:00 e 18:00 h).

Quando comparado aos valores pré-injecdo, o efeito térmico induzido pelo
tratamento com 10 pg de AEA iniciou-se as 11:30 e persistiu até as 18:00 h. Na fase

escura do ciclo, os valores de Ti ja ndo estavam mais diferentes do controle.
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Figura 8. Efeito da administragdo i.c.v. de AEA, as 10 h, sobre a temperatura corporal interna
durante o ritmo circadiano. Os valores plotados referem-se a media da Ti a cada 30 min. As barras
inferiores referem-se as fases clara (barra branca) e escura (barra preta) do ritmo circadiano. * p < 0,05
comparado com o veiculo; # p < 0,05 comparado com o valor pré-inje¢éo (10:00 h).

A Figura 9 apresenta os valores meédios de Ti obtidos durante o ritmo
circadiano. Considerando que os tratamentos ocorreram diariamente em um periodo
da fase clara, todo o ciclo diario foi dividido em 3 partes: (1) fase clara do ciclo antes
do tratamento (i.e., 6:00 — 10:00 h), (2) fase clara do ciclo ap6s o tratamento (i.e.,
10:00 — 20:00 h) e (3) fase escura do ciclo onde o tratamento ndo apresenta mais
efeito térmico (i.e., 20:00 — 6:00 h).

Como esperado, em todos os dias de tratamento para todas as solucdes
testadas, as médias gerais da Ti na fase escura do ciclo foram maiores quando
comparadas as meédias gerais da Ti na fase clara do ciclo no periodo pré-injecéo.

Comparando agora os valores pré- e pdos- injecdo na fase clara do ciclo, foi
verificado que o tratamento com a AEA, em todas as suas doses testadas, induziu

aumentos da Ti.
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Figura 9. Comparacéo do efeito da administracdo i.c.v. de AEA, as 10 h, entre os valores médios
de temperatura corporal interna em 3 diferentes fases do ritmo circadiano. Os valores plotados
referem-se a média de todos os valores obtidos em cada subdivisao do ciclo. * p < 0,05 comparando
fase clara pré-injecé@o e fase escura; & p < 0,05 comparando fase clara pré-injecao e fase clara pés-
injecéo.

A Figura 10 apresenta os valores de ALE durante o ritmo circadiano dos
mesmos animais tratados durante os 4 dias as 10 h (fase clara do ciclo) com veiculo
e as 3 diferentes doses de AEA.

Diferente do efeito observado sobre a Ti, nenhuma das doses de AEA testadas

apresentaram alteracdes na ALE quando comparadas ao tratamento com o veiculo.
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Figura 10. Efeito da administracdo i.c.v. de AEA, as 10 h, sobre a atividade locomotora
esponténea durante o ritmo circadiano. Os valores plotados referem-se & média da ALE a cada 30
min. As barras inferiores referem-se as fases clara (barra branca) e escura (barra preta) do ritmo
circadiano.

A exemplo da andlise feita para os valores de Ti, a Figura 11 apresenta 0s
valores médios de ALE obtidos em 3 momentos do ritmo circadiano (momentos pré-
e pos- injecao da fase clara do ciclo e fase escura do ciclo).

Como esperado, todos os valores médios de ALE na fase escura do ciclo
também se apresentaram maiores quando comparados a fase clara do ciclo pré-
injecao.

Entretanto, comparando os valores pré- e pés- injecao na fase clara do ciclo,
apenas os animais tratados com a dose de 1,0 pg de AEA apresentaram reducao na
ALE.
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Figura1l. Comparacéo do efeito da administragdo i.c.v.de AEA, as 10 h, entre os valores médios
de atividade locomotora espontédnea em 3 diferentes fases do ritmo circadiano. Os valores
plotados referem-se a média de todos os valores obtidos em cada subdivisdo do ciclo. * p < 0,05
comparando fase clara pré-injecéo e fase escura; & p < 0,05 comparando fase clara pré-injecao e fase
clara p@s-injecéo; # p < 0,05 comparando a fase clara pés-inje¢éo e fase escura.

Como ilustrado na Figura 8, o efeito térmico induzido pela administracdo de
AEA iniciou-se dentro da primeira hora apds o tratamento. Considerando que tais
valores foram plotados como média a cada 30 min, a Figura 12 apresenta o perfil de
variacdo da Ti, a cada minuto durante esta primeira hora, apds a administracao i.c.v.
de AEA, para analisar com maior precisdo o momento onde se inicia 0 aumento da Ti
mediado pela AEA.

Neste periodo, os grupos veiculo e 0,1 ug AEA ndo apresentaram variacoes
significativas na Ti. Por outro lado, os valores de Ti nos animais tratados com as doses
de 1,0 ug e de 10 pg foram maiores que os valores pré-injecao a partir dos minutos
44 e 21, respectivamente, e este aumento persistiu até o final da analise. Ademais,
todos os valores de Ti entre os minutos 25 e 60 no grupo tratado com 10 ug de AEA
foram diferentes do grupo veiculo (Figura 12A).

O indice térmico, variavel obtida através do calculo da AUC durante os 60 min
iniciais apos o tratamento, demonstrou que a dose de 10 pug de AEA foi aquela que
apresentou efeito mais potente. Ademais, encontramos uma relacdo dose-
dependente direta do tratamento com AEA em seu efeito térmico (r = 0,953; p < 0,05;
Figura 12B).
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Figura 12. Efeito da administragéo i.c.v. de AEA, as 10 h, sobre a temperatura corporal interna
nos primeiros 60 min ap6s o tratamento. A, Variagdo da temperatura corporal interna a cada minuto.
B, Indice térmico. * p < 0,05 comparado com o veiculo; # p < 0,05 comparado com o tempo O.

A exemplo da andlise feita para os valores de Ti, a Figura 13 apresenta o perfil
de resposta induzido pela AEA central sobre a ALE nos primeiros 60 min ap0s 0s

tratamentos.
Diferentemente da resposta térmica, ndo foram observadas variacdes na ALE

durante este periodo (Figura 13A e 13B).
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Figura 13. Efeito da administracdo i.c.v. de AEA, as 10 h, sobre a atividade locomotora
espontanea nos primeiros 60 min apds o tratamento. A, Atividade locomotora espontanea a cada
minuto. B, Area sobre a curva da ALE.
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A Figura 14 apresenta as correlagdes entre ALE e Ti avaliadas durante o ritmo
circadiano. Esta analise tem por objetivo confirmar a reprodutibilidade do protocolo
experimental utilizado, mostrando a interdependéncia entre estas variaveis. Para tal,
os dados plotados referem-se aos valores médios de Ti e ALE em cada hora do dia
para cada grupo, considerando apenas os momentos onde nao foi mais verificada a
influéncia do tratamento sobre as variaveis, isto €, fase clara pré-injecao e fase escura
do ciclo.

Como esperado, foi observado uma forte correlagao positiva entre a Ti e ALE
(r =0,834; p < 0,001). Este perfil de correlagéao foi encontrado para todos os dias de

teste.

39,0 1o Veiculo (r=0,882; p <0,001)
@ 0,1pg AEA (r=0,896; p <0,001)
® 1,0pg AEA (r=0,813:p <0,001)
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Figura 14. Correlagdes entre Ti e ALE durante as vérias fases do ritmo circadiano, excluindo o
periodo do efeito térmico induzido pelo tratamento as 10 h. Os dados referem-se a média de cada
hora do dia, considerando os momentos pré-injecéo da fase clara e fase escura.

A Figura 15 apresenta as correlagbes entre Ti e ALE comparando os
tratamentos entre o veiculo e a dose de 10 pg de AEA em dois momentos do ciclo
circadiano: (A) periodo do ciclo em que néo se verifica efeito térmico dos tratamentos
(isto é, fase clara pré-injecao e fase escura) e (B) periodo do ciclo onde verifica-se
efeito sobre a Ti induzido pela inje¢cdo de AEA (isto é, entre 11:00 e 20:00 h).

A exemplo da representacéo da Figura 14, considerando os momentos do dia

sem a influéncia do tratamento sobre as variaveis analisadas, correlacfes positivas
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foram encontradas para ambos os grupos (Veiculo: r = 0,882, p < 0,001; 10 pug AEA:
r = 0,893, p < 0,001; Figura 15A). Por outro lado, quando se analisa a fase clara do
ciclo onde tem-se influéncia do tratamento com 10 g de AEA (fase clara pos-injecéo),
uma forte correlacdo negativa foi encontrada apenas para o grupo tratado com AEA

(10 pg AEA: r =-0,852, p < 0,01; Figura 15B).

A B
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Figura 15. Comparacg8es entre os efeitos mediados pelos tratamentos com veiculo e 10 pug de
AEA, as 10 h, sobre as correla¢cdes entre Ti e ALE. A, Periodos do ciclo sem efeito térmico (fase
clara pré-injecéo e fase escura). B. Periodos do ciclo sob influéncia do tratamento (fase clara pés-

injeco).

A Figura 16 ilustra a ingestdo alimentar diaria dos animais nos dias em que
foram tratados com veiculo e AEA. N&o foram verificadas diferengas significativas

nesta variavel para nenhum dos tratamentos testados.
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Figura 16. Efeito da administragéo i.c.v. de AEA, as 10 h, sobre a ingestdo alimentar diaria.

Considerando que um efeito classico da estimulacdo do SEC seria induzir a
hipolocomocao em testes comportamentais, € plausivel sugerir que tal efeito pudesse
estar mascarado, uma vez que, na fase clara do ritmo circadiano, os animais estédo
em sua fase de menor atividade. Sendo assim, em um novo grupo de animais, foram
testadas as mesmas doses de AEA, seguindo o mesmo protocolo experimental,
porém com a diferenca de que o tratamento foi realizado as 19 h, isto €, 1 h antes de
iniciar a fase escura do ritmo circadiano.

A Figura 17 apresenta os valores de Ti durante o ritmo circadiano de animais
tratados as 19 h (periodo final da fase clara do ciclo) com veiculo e as mesmas 3
doses diferentes de AEA.

A exemplo de quando o tratamento ocorreu as 10 h, os animais quando eram
tratados com AEA as 19 h também apresentaram valores maiores de Ti quando
comparado ao dia em que receberam veiculo. Neste caso, pode-se dizer que o
tratamento com AEA potencializou o aumento da Ti comumente observada e
esperada na fase escura do ciclo; mas vale ressaltar que o efeito foi menos duradouro.
Os valores de Ti encontrados nos animais tratados com 1,0 pug de AEA foram maiores
que o veiculo entre 22:00 e 00:30 h e, novamente, a maior dose testada (10 pg) foi
aguela que demonstrou efeito mais pronunciado e duradouro, sendo diferente dos

animais tratados com veiculo entre 21:00 e 00:30 h.



56

Comparacéo entre os valores pré-injecao ndo foram avaliados uma vez que é
esperado o aumento da Ti na fase escura do ciclo, independentemente de qualquer
tipo de tratamento.

40 4 —0— Veiculo (n=7)

—0— 0,1uygAEA(n=7)
—m— 10uygAEA (n=7) * *
—— 100 g AEA(n =7)

394
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Temperatura corporal interna (°C)

05:00:00 08:00:00 11:00:00 14:00:00 17:00:00 20:00:00 23:00:00 02:00:00 05:00:00

Hora (h)

Figura 17. Efeito da administragdo i.c.v. de AEA, as 19 h, sobre a temperatura corporal interna
durante o ritmo circadiano. Os valores plotados referem-se a média da Ti a cada 30 min. As barras
inferiores referem-se as fases clara (barra branca) e escura (barra preta) do ritmo circadiano. * p < 0,05
comparado com o veiculo.

A Figura 18 apresenta os valores médios de Ti obtidos durante o ritmo
circadiano, cujos tratamentos ocorreram as 19 h. Para se assemelhar as andlises
realizadas quando os tratamentos ocorreram as 10 h, todo o ciclo diario foi novamente
dividido em 3 partes: (1) fase clara pré-injecéo (i.e., 6:00 — 19:00 h); (2) fase escura
durante efeito térmico da AEA (i.e.; 20:00 — 00:30 h) e (3) fase escura sem efeito
térmico da AEA (1:00 — 6:00 h).

Como esperado, a fase escura do ciclo apresentou sempre maiores valores de
Ti quando comparado a fase clara do ciclo em todos os dias com seus respectivos
tratamentos. Ademais, corroborando com o protocolo anterior, onde o tratamento
ocorreu as 10 h, a maior dose de AEA testada (10 pg) apresentou efeito térmico mais

potente, diferindo do tratamento com o veiculo.
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Figura 18. Efeito daadministracéo i.c.v. de AEA, as 19 h, sobre os valores médios de temperatura
corporal internaem 3 diferentes fases do ritmo circadiano. Os valores plotados referem-se a média
de todos os valores obtidos entre os momentos da fase clara pré-injecdo e da fase escura, sendo
subdividida entre os momentos com e sem efeito térmico da AEA. * p < 0,05 comparando as fases clara
e escura; & p < 0,05 comparando os tratamentos entre AEA e veiculo.

tratados as 19 h (fase clara do ciclo) com veiculo e 3 diferentes doses de AEA.

significativas sobre a ALE (Figura 19).

Atividade locomotora espontanea (ua/min)
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A Figura 19 apresenta os valores de ALE durante o ritmo circadiano de animais

Mais uma vez, as doses de AEA testadas ndo induziram quaisquer alteraces

Figura 19. Efeito da administragdo i.c.v. de AEA, as 19 h, sobre a atividade locomotora
espontanea durante o ritmo circadiano. Os valores plotados referem-se a média da ALE a cada 30
min. As barras inferiores referem-se as fases clara (barra branca) e escura (barra preta) do ritmo
circadiano.



58

A Figura 20 apresenta os valores médios de ALE obtidos nos mesmos 3
momentos de analises feitos anteriormente para os valores de Ti.

Como esperado, a ALE na fase escura do ciclo neste experimento também foi
maior quando comparada a fase clara do ciclo pré-injecao para todos os tratamentos.

Nenhuma diferenca foi encontrada entre os tratamentos.

25 - 7 Fase clara pré-injegéo (06:00 - 19:00 h)
Il Fase escura durante efeito térmico da AEA (20:00 - 00:30 h)
[ Fase escura sem efeito térmico da AEA (01:00 - 06:00 h)
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Figura 20. Efeito da administracao i.c.v. de AEA, as 19 h, sobre os valores médios de atividade
locomotora espontanea em 3 diferentes fases do ritmo circadiano. Os valores plotados referem-
se a meédia de todos os valores obtidos entre os momentos pré e pés- injegao.

A Figura 21 apresenta o efeito térmico induzido pelos tratamentos com veiculo
e AEA, a cada minuto, nos primeiros 60 min apds o tratamento as 19 h.

Durante este periodo, a exemplo do que foi verificado quando os tratamentos
ocorreram as 10 h, os animais tratados com veiculo ndo apresentaram variacdes
significativas na Ti, enquanto que a dose de 10 pg novamente apresentou elevacao
da Ti mais consistente, dissociando-se das demais. Comparado aos valores de Ti pré-
injecdo e ao grupo veiculo, a dose de 10 ug foi diferente a partir dos minutos 29 e 28,
respectivamente, e persistiram até a fase final da analise (Figura 21A).

A comparacao do indice térmico durante este periodo demonstrou que a dose
de 10 pg de AEA foi a Unica capaz de apresentar efeito sobre a Ti, apresentando-se
diferente tanto do veiculo, quanto das demais doses de AEA testadas (Figura 21B).
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Figura 21. Efeito da administragéo i.c.v. de AEA, as 19 h, sobre a temperatura corporal interna
nos primeiros 60 min apés o tratamento. A, Variagéo da temperatura corporal interna a cada minuto.
B, Indice térmico. * p < 0,05 comparado com o veiculo; # p < 0,05 comparado com o tempo 0.

A Figura 22 apresenta o perfil de resposta induzido pela AEA central sobre a
ALE nos primeiros 60 min apds os tratamentos. Diferente da resposta térmica e, a
exemplo da resposta investigada quando o tratamento ocorreu as 10 h, ndo houveram

variac@es significativas da ALE durante este periodo (Figura 22A e 22B).
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Figura 22. Efeito da administragdo i.c.v. de AEA, as 19 h, sobre a atividade locomotora
espontanea nos primeiros 60 min apos o tratamento. A, Atividade locomotora espontanea a cada
minuto. B, Area sobre a curva da ALE.
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A Figura 23 apresenta novamente a relacao direta existente entre a Ti e ALE.
Os valores plotados referem-se a média obtida para cada variavel, a cada hora do
ritmo circadiano, nos diferentes tratamentos, considerando apenas os momentos do
dia em que nao havia efeito térmico da AEA, isto €, de 6:00 as 19:00 h e 1:00 as 5:00
h.

Observou-se novamente forte correlagéo positiva entre a Ti e ALE (r = 0,748; p

< 0.001). Este perfil de correlacao foi encontrado para todos os dias de teste.

e < Veiculo (r=0,831;p <0,001)
@ 0,1 pgAEA (r=0,628; p < 0,01)
@ 1,0 ug AEA (r=0,812; p < 0,001)
39 1 ® 10,0 ug AEA (r=0,789; p <0,001)
&
= 38 1
37 1
0 5 10 15 20
ALE (ua/min)

Figura 23. Correlagdes entre Ti e ALE durante as fases do ritmo circadiano sem efeito térmico
induzido pelo tratamento as 19 h. Os dados referem-se & média de cada hora do dia, considerando
apenas 0s momentos em que nao se verificou efeito térmico da AEA.

A Figura 24 apresenta as correlagbes entre Ti e ALE comparando os
tratamentos entre o veiculo e a dose de 10 pg de AEA em dois momentos do ciclo
circadiano: (A) periodo do ciclo em que néo se verifica efeito térmico dos tratamentos
e (B) fase escura do ciclo, que corresponde ao periodo de acao da AEA.

A exemplo da representacgdo da Figura 23, considerando os momentos do dia
sem a influéncia do tratamento sobre as variaveis analisadas, correlacdes positivas
foram encontradas para ambos os grupos (Veiculo: r = 0,831, p < 0,001; 10 ug AEA:
r=0,789, p < 0,001; Figura 24A). Por outro lado, quando se analisa a fase escura do
ciclo, quando tem-se influéncia do tratamento com 10 pg de AEA, novamente uma
correlagcao inversa foi encontrada apenas para o grupo tratado com AEA (10 pg AEA:
r =-0,700, p < 0,05; Figura 23B).
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Figura 24. Comparagdes entre os efeitos mediados pelos tratamentos com veiculo e 10 pg de
AEA, as 19 h, sobre as correlagcdes entre Ti e ALE. A, Veiculo. B, AEA.

A Figura 25 apresenta o efeito do veiculo e AEA sobre a ingestdo alimentar
diaria dos animais tratados as 19 h. Apesar de apresentarem maior ingesta alimentar
na fase escura do ciclo e o tratamento ter acontecido préximo a este periodo, as doses

de AEA testadas, novamente, ndo alteraram o comportamento alimentar.
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T T

Figura 25. Efeito da administracédo i.c.v. de AEA, as 19 h, sobre a ingestao alimentar diaria.



62

5.2 — EFEITO DA ADMINISTRACAO I.C.V. DE AEA SOBRE O DESEMPENHO
FISICO, AJUSTES TERMORREGULATORIOS E RECRUTAMENTO NEURONAL
HIPOTALAMICO DURANTE O EXERCICIO FORCADO

A Figura 26 apresenta os efeitos das administragdes i.c.v. de veiculo e 10 ug
de AEA sobre as respostas termorregulatorias durante o exercicio progressivo de
corrida em esteira.

Como esperado, o exercicio fisico induziu aumento progressivo da Ti (Figura
26A). A Tc também apresentou resposta caracteristica neste modelo utilizado, onde
tem-se uma reducdo inicial da temperatura, que condiz com a resposta
termorregulatoria classica de vasoconstricdo da pele da cauda em resposta a ativacéo
simpatica mediada pelo exercicio, seguida de elevacdo persistente, que se inicia
quando a Ti atinge um limiar térmico para vasodilatacdo, dando inicio a ativagdo dos
mecanismos de dissipagéo de calor (Figura 26B).

Apesar de ter sido encontrada influéncia da dose de 10 ug de AEA sobre a Ti
nos animais em repouso, tanto em situacdes basais (fase clara do ciclo circadiano)
guanto em situacdes de maior atividade (fase escura do ciclo circadiano), esta mesma

dose ndo promoveu efeito térmico durante o exercicio forcado.
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Figura 26. Efeito da administracdo i.c.v. de 10 ug de AEA sobre as repostas termorregulatérias
induzidas pelo exercicio progressivo de corrida em esteira. A, Temperatura corporal interna; B,
Temperatura da pele da cauda. As barras inferiores referem-se ao tempo de corrida desempenhado
pelos animais em seus respectivos grupos.

A Tabela 3 apresenta o perfil de resposta termorregulatéria e de desempenho
fisico dos animais tratados com veiculo e 10 pg de AEA no teste de exercicio
progressivo de corrida em esteira.

N&o foram encontradas diferencas nos parametros de desempenho fisico, que
incluem o tempo de exercicio, trabalho realizado, velocidade maxima atingida e
distancia percorrida no teste. Com relacdo aos parametros termorregulatorios, os
animais tratados com 10 pg de AEA apresentaram valores maiores de Ti no momento

da fadiga, porém, o acumulo de calor também n&o apresentou diferenca.
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Tabela 3. Efeito da administracéo i.c.v. de 10 ug de AEA sobre os pardmetros termorregulatérios
e de desempenho fisico durante o exercicio progressivo de corrida em esteira

VEICULO ANANDAMIDA P

Tempo de exercicio (min) 23,0+£1,6 244 +£23 0,45
Trabalho (kgm)?! 72+0,7 8,4+0,9 0,19
Veloc. Max. Atingida (m.min-?) 17,3+0,6 17,7+0,8 0,48
Distéancia percorrida (m) 307,7 £ 26,5 334,9+ 39,9 0,43
Ti na fadiga (°C) 38,13+ 0,27 38,46+0,26  <0,01
Tc na fadiga (°C) 31,19 £ 0,09 31,06 +£ 0,46 0,77
Aclmulo de calor (cal)? 214,5 + 20,6 258,4 +31,2 0,21

1Trabalho (W): W (Kgm) =m . TTE . v. sena, onde m = massa corporal (Kg); v = velocidade da esteira
(m.min1); sena = inclinagdo da esteira.

2Acuimulo de calor (HSR): HSR (cal . min't) = ATc . m . ¢, onde m = massa corporal (g); ¢ = calor

especifico dos tecidos do animal (0.826 cal.g.c1).

Considerando que o SEC é ativado por demanda, dentre os quais podemos
citar o exercicio fisico, € plausivel sugerir que possiveis respostas termorregulatorias
poderiam ser encontradas em doses maiores quando comparadas aquelas testadas
em condicdes de repouso. Dessa forma, foi investigado se uma maior dose de AEA
induziria modificacdes nas respostas termorregulatorias e, consequentemente, no
perfil de desempenho fisico dos animais.

A Figura 27 apresenta os efeitos da administracéo i.c.v. de veiculo e 20 ug de
AEA sobre as respostas termorregulatorias durante o exercicio progressivo de corrida
em esteira.

Apesar da utilizagdo de uma dose maior de AEA, ndo foram observados efeitos
sobre os parametros termorregulatorios avaliados durante o exercicio for¢cado (Tie Tc

referentes aos Graficos 27A e 27B, respectivamente).
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Figura 27. Efeito da administracéo i.c.v. de 20 ug de AEA sobre as repostas termorregulatérias
induzidas pelo exercicio progressivo de corrida em esteira. A, Temperatura corporal interna; B,
Temperatura da pele da cauda. As barras inferiores referem-se ao tempo de corrida desempenhado
pelos animais em seus respectivos grupos.

A Tabela 4 apresenta o perfil de resposta termorregulatéria e de desempenho
fisico dos animais tratados com veiculo e 20 ug de AEA no teste de exercicio
progressivo de corrida em esteira.

Os animais tratados com maior dose de AEA apresentaram melhora em todos
parametros de desempenho fisico: tempo de exercicio (p < 0,001), trabalho realizado
(p < 0,01), velocidade maxima atingida (p < 0,01) e distancia percorrida (p < 0,01).
Além disso, os valores de Ti no momento da fadiga, bem como, o acumulo de calor
calculado em toda sessao de exercicio, também foram maiores quando comparados

ao tratamento com veiculo.
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Tabela 4. Efeito da administracdo i.c.v. de 20 ug de AEA sobre os parametros termorregulatérios
e de desempenho fisico durante o exercicio progressivo de corrida em esteira

VEICULO ANANDAMIDA P

Tempo de exercicio (min) 29,0+ 3,8 38,3+4,4 < 0,001
Trabalho (kgm) 11,3+1,9 16,2+2,6 < 0,001
Veloc. Max. Atingida (m.min-?) 194+1,3 22615 < 0,001
Distéancia percorrida (m) 440,0 £ 76,0 667,9 £ 105,1 <0,01
Ti na fadiga (°C) 38,58+ 0,17 38,91 + 0,20 < 0,05
Tc na fadiga (°C) 29,64 £ 0,54 30,31 £ 0,56 0,11

Acumulo de calor (cal) 286,7 + 33,1 365,0 + 46,8 <0,05

A Figura 28 apresenta as correlacbes existentes entre as variaveis

termorregulatérias e o desempenho fisico dos animais tratados com 20 pg de AEA e

veiculo.

E possivel confirmar uma relacdo direta entre o desempenho fisico e a Ti no

momento da fadiga (r = 0,740, p < 0,001; Figura 28A), a Tc no momento da fadiga (r

= 0,535, p < 0,01; Figura 28B) e o calor acumulado durante a sessao do exercicio de

corrida progressivo em esteira (r = 0,685; p < 0,001; Figura 28C). Além disso, foi

encontrada também correlacdo positiva entre a Ti e Tc ho momento da fadiga (r =

0,456; p < 0,05; Figura 28D), o0 que demonstra a integracao entre essas variaveis no

controle termorregulatério durante o exercicio fisico.
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Figura 28. Correlagcbes entre o tempo de exercicio e as variaveis termorregulatorias. A,
Temperatura corporal interna; B, Temperatura da pele da cauda; C, Acimulo de calor; D, Relagao entre

Tie Tc.

O estudo da influéncia do tratamento da AEA central sobre a ativacdo neuronal

induzida pelo exercicio em nucleos hipotalamicos esta ilustrado nas Figuras 29, 30 e
31, representando, respectivamente, o PVN, o SON e mPOA.

Os animais tratados com 20 ug de AEA apresentaram maior expressdo da
proteina c-Fos em torno de 66% no PVN (p < 0,01; Figura 29) e 76% na mPOA (p <

0,01; Figura 30). Por outro lado, nenhuma diferenca foi encontrada no SON (p = 0,76;

Figura 31).
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Figura 29. Efeito da administragéo i.c.v. de 20 pg de AEA sobre a expressao da proteina c-Fos
induzida pelo exercicio no PVN. A, Diagrama esquemético representando a localizagdo da contagem
dos neurbnios imunorreativos a proteina c-Fos; B, Média + EPM do numero de neurdnios
imunorreativos a proteina c-Fos por secc¢édo; C e D, Fotomicrografias das secgbes coronais do cérebro
apresentando a imunorreativiidade a proteina c-Fos nos grupos Veiculo e AEA, respectivamente. ** p

< 0,01.
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Figura 30. Efeito da administracdo i.c.v. de 20 ug de AEA sobre a expressao da proteina c-Fos
induzida pelo exercicio na mPOA. A, Diagrama esquematico representando a localizagdo da
contagem dos neurdnios imunorreativos a proteina c-Fos; B, Média + EPM do nimero de neurbnios
imunorreativos a proteina c-Fos por secc¢édo; C e D, Fotomicrografias das sec¢fes coronais do cérebro
apresentando a imunorreativiidade a proteina c-Fos nos grupos Veiculo e AEA, respectivamente. ** p
<0,01.
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Figura 31. Efeito da administragéo i.c.v. de 20 pg de AEA sobre a expressédo da proteina c-Fos
induzida pelo exercicio no SON. A, Diagrama esquematico representando a localizagdo da contagem
dos neurbnios imunorreativos a proteina c-Fos; B, Média + EPM do ndmero de neurbnios
imunorreativos a proteina c-Fos por secc¢édo; C e D, Fotomicrografias das secc¢fes coronais do cérebro

apresentando a imunorreativiidade a proteina c-Fos nos grupos Veiculo e AEA, respectivamente.
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5.3 — EFEITO DO TREINAMENTO FiSICO E DIETA PALATAVEL SOBRE A
EXPRESSAO CEREBRAL DE RECEPTORES CB:1 E NAPE-PLD

A Figura 32 apresenta o perfil semanal de ganho de peso corporal dos animais
do grupo controle, bem como, daqgueles que foram submetidos ao treinamento fisico
ou ao tratamento com dieta palatavel no periodo de 8 semanas.

A dieta palatavel ndo induziu alterac¢des significativas no ganho de peso, porém,
0s animais submetidos ao treinamento fisico apresentaram ganho de peso reduzido
guando comparado aos animais do grupo controle, mostrando-se inferior a partir da

42 semana de treinamento (Figura 32).

—C— Controle (n = 4)
400 { —©— Treinamento (n = 5)
—&— Dieta palatavel (n = 4)

300

200

Peso corporal (g)

100

012345 6738 9

Tempo (semanas)

Figura 32. Evolucéo do ganho de peso corporal em ratos controle e submetidos ao tratamento
com dieta palatavel ou treinamento fisico. * p < 0,05 comparado ao controle.

A Tabela 5 apresenta o perfil de distribuicéo lipidica e metabdlica dos animais
controle e submetidos ao treinamento fisico ou ao tratamento com dieta palatavel.

Confirmando a andlise anterior, os animais do grupo treinado apresentaram
menor ganho de peso corpéreo ao final do tratamento, mas sem alteracdes
significativas no perfil de distribuic&o lipidica. Por outro lado, os animais submetidos
ao tratamento da dieta palatavel apresentaram aumento na quantidade de tecido
adiposo mesentérico e inguinal, o que levou a um maior indice de adiposidade.

Apesar dos niveis séricos de glicose e leptina nédo terem sido diferentes entre

os tratamentos, tanto os animais submetidos ao tratamento com dieta palatavel (de
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forma n&o esperada), quanto os animais submetidos ao treinamento fisico,

apresentaram menores concentracdes plasmaticas de insulina.

Tabela 5. Caracterizagdo da distribuicdo lipidica e perfil bioquimico em ratos controle e
submetidos ao tratamento com dieta palatavel ou treinamento fisico

Controle Treinamento  Dieta Palatavel
(n=4) (n=5) (n=4)

Peso corporal inicial () 88,2+5,7 88,8+6,6 90,7 £ 4,7

Peso corporal final (g) 361,0+11,4 329,0 + 8,9* 367,5+17,0
Ganho de peso corp. (g) 272,7+12,9 240,2 £ 5,3* 276,7 £13,3
T.A.M. (g/100 g p.c.) 0,68 + 0,04 0,63 + 0,04 0,78 + 0,04
T.AR. (g/100 g p.c.) 0,52 + 0,08 0,42 + 0,07 0,92 + 0,10*
T.A.l. (g/100 g p.c.) 0,41+ 0,03 0,39 + 0,04 0,79 + 0,11*
T.A.E. (g/100 g p.c.) 0,87 +0,11 0,68 + 0,08 0,87 + 0,07
indice de adiposidade 2,48 £ 0,16 2,10+0,15 3,35+ 0,19*
Insulina (ng/dL) 3,29 + 0,36 1,84 + 0,22* 1,87 + 0,30*
Leptina (ng/dL) 4,11 + 0,68 3,85+ 0,57 5,16 + 0,96
Glicose (mg/dL) 159,1 + 8,3 144,4 + 45 151,0+ 1,32

* p < 0,05 comparado ao controle

lindice de adiposidade: ID = [¥ (peso TAM, TAR, TAl e TAE) / peso corporal] x 100, onde TAM = tecido

adiposo mesentérico; TAR = tecido adiposo retroperitoneal; TAl = tecido adiposo inguinal; TAE = tecido

adiposo epididimal.

A Figura 33 apresenta o desempenho fisico dos animais pertencentes ao grupo

controle, grupo treinamento fisico e grupo dieta palatavel antes de iniciar os

tratamentos (teste progressivo 1) e apdés as 8 semanas de tratamentos (teste

progressivo 2).

Antes de iniciar os tratamentos, ndo ha diferencas na performance entre os

grupos, porém, ao final de 8 semanas, verifica-se a efetividade do treinamento fisico,

uma vez que apenas o grupo treinado apresentou melhora no desempenho quando

comparado aos grupos controle e dieta palatavel.
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Figura 33. Efeito do treinamento sobre o desempenho fisico. * p < 0,05 comparando os testes
progressivos 1 e 2 dentro de cada grupo. # p < 0,05 comparando o Teste Progressivo 2 entre 0s grupos.

A Figura 34 apresenta a expressdo do receptor CB1 em 5 regides cerebrais
(cértex frontal, cerebelo, hipocampo, hipotdlamo e area pré-optica) ao final das 8
semanas de tratamentos. As respostas apresentaram variagbes em relacao a area
analisada.

A expressao do receptor CB1 apresentou-se maior no cortex frontal e menor no
hipotalamo apds o treinamento fisico — que ndo induziu alteragbes em outras regides
como o cerebelo, hipocampo e area pré-optica. Por outro lado, a dieta palatavel
reduziu a expressao do receptor CB1 no cerebelo e hipotalamo, sem modificagbes

observadas nas demais regides analisadas.
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Figura 34. Efeito do treinamento fisico e dieta palatavel sobre a expresséo de receptores CB; em

diferentes regifes cerebrais. * p < 0,05; ** p < 0,001 em relag&o ao controle.

A Figura 35 apresenta a expressdo da enzima responsavel pela sintese da

AEA, NAPE-PLD, em 5 regides cerebrais (cértex frontal, cerebelo, hipocampo,

hipotalamo e area pré-6ptica) ao final das 8 semanas de tratamentos. A exemplo dos

resultados obtidos para o receptor CB1, as respostas apresentaram variacdes em

relacdo a area analisada.

A enzima NAPE-PLD apresentou-se maior no cortex frontal e menor no

hipotalamo e area pré-6ptica dos animais tratados com a dieta palatavel. Por outro

lado, o treinamento fisico ndo induziu mudancgas significativas em nenhuma regido

estudada.
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76

6 — DISCUSSAO

Os resultados do presente estudo demonstram que a estimulacao central do
SEC induz alteragbes na funcdo termorregulatéria de forma independente de
respostas comportamentais. A administracdo i.c.v. de AEA promove aumento
pronunciado da Ti, que pode inclusive superar a hipertermia normalmente induzida
pelo aumento da ALE. Esta resposta térmica ndo € acompanhada por alteracbes
sobre a atividade locomotora ou sobre o comportamento alimentar. Alteragdo na
atividade locomotora associada ao aumento da Ti induzida pela AEA sO foram
observadas para Ti acima de 38 °C.

Por outro lado, na situacdo de exercicio fisico forcado (corrida em esteira), a
estimulacdo central do SEC influencia nas respostas termorregulatérias durante o
exercicio de maneira mais discreta, demonstrando um aumento mais pronunciado da
Ti apenas nos momentos finais do exercicio. De forma interessante, a AEA em doses
elevadas potencializa a ativacdo neuronal em centros hipotalamicos envolvidos no
controle da temperatura corporal e melhora o desempenho fisico.

Por fim, o treinamento fisico — indutor de hipertermia recorrente — e 0 uso de
dieta palatavel — indutor da termogénese —, iniciados logo apés o desmame e
finalizados apés 8 semanas, modifica a expresséo de alguns dos constituintes do SEC
(receptor CB1 e enzima NAPE-PLD) em regifes cerebrais como hipotalamo e area
pré-optica, o que poderiam contribuir para adaptacdes no perfil termorregulatorio na
fase adulta.

E bem estabelecido que o SEC modula diversas funcdes autonémicas e
comportamentais. Quatro delas sdo bem caracteristicas e foram definidas como a
“tétrade dos efeitos induzidos pelos canabinoides”. roedores tratados com
canabinoides apresentam hipoatividade, catalepsia, antinocicepcao e hipotermia [93,
99, 122, 123]. Apesar de alguns destes efeitos relacionarem entre si, ndo haviam
estudos investigando a interacao entre eles, como por exemplo, se os efeitos térmicos
produzidos pela modulagdo do SEC estariam associados as alteragcbes no
comportamento locomotor, e vice-versa.

A confirmacéo da participacdo do SEC sobre a termorregulacdo data da década

de 70, ou seja, antes mesmo da designacdo e descoberta dos constituintes
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enddgenos atualmente conhecidos neste sistema. Os estudos iniciaram com testes
utilizando os compostos extraidos da maconha, principalmente o A°-THC [83, 84, 86].
Com a descoberta dos constituintes endodgenos que fazem parte do SEC e a sintese
de drogas capazes de modular o sistema, tem sido possivel aprofundar os
conhecimentos sobre os mecanismos pelos quais o SEC participa da regulacao da
temperatura corporal.

Sabe-se que o receptor CB1 € o principal mediador das respostas
termorregulatérias induzidas pela ativacdo do SEC e que tal resposta apresenta uma
caracteristica dual, sendo influenciada pela via de administragédo e dose utilizada. O
senso geral é que a estimulacdo periférica do SEC induza hipotermia, enquanto que,
centralmente, doses baixas promovam aumento, enquanto que doses mais elevadas
levam a reducéo da Ti [89, 91-98, 105, 106].

O presente estudo demonstrou, pela primeira vez, que o efeito térmico induzido
pelo uso de agonistas canabinoides em condi¢cdes de repouso pode ocorrer de
maneira independente de alguns fatores comportamentais, tais como a atividade
locomotora e a ingestdo alimentar. Isto s6 se tornou possivel pela avaliacdo
simultanea e continua da Ti e ALE, diferente das analises isoladas da Ti e locomocé&o
em animais distintos realizadas em trabalhos anteriores [89, 93, 94, 122].

Além disso, outra contribuicdo positiva do protocolo experimental utilizado
encontra-se no fato de que os animais nao foram imobilizados durante os testes, nédo
passaram por manipulacées que pudessem induzir dor e ficaram mantidos em suas
gaiolas de permanéncia do biotério; assim, os fatores estressores foram minimizados.
Em grande parte dos estudos anteriores, os animais foram imobilizados para realizar
a injecdo das drogas (principalmente nos testes de injecéo periférica, que envolvia a
administracdo intraperitoneal), a temperatura era medida via termémetro retal (que
pode gerar certo desconforto ao animal) e a locomo¢ao normalmente era investigada
por meio de testes comportamentais que envolvem um ambiente novo, como 0 campo
aberto (que é conhecido como indutor de hipertermia persistente) [89, 93, 94, 122,
124, 125].

A investigacdo da influéncia da ativacdo do SEC sobre a inter-relacdo entre
efeitos térmicos e comportamentais foi analisada em dois momentos distintos, sob
condicdes fisiologicas normais: (1) na fase clara do ritmo circadiano, onde é possivel
encontrar 0s menores valores de temperatura corporal, atividade locomotora e

ingestao alimentar e (2) na fase escura do ritmo circadiano, onde temos o periodo de
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maior atividade dos animais e, consequentemente, de temperatura corporal. Dessa
forma, foi possivel investigar o efeito térmico e comportamental da AEA em duas fases
diferentes do ciclo circadiano de temperatura e atividade, eliminando assim, eventual
mascaramento promovido pela hipolocomocéo na fase clara do ciclo, ou aumento da
Ti na fase escura do ciclo.

A injecéo i.c.v. de AEA induziu aumento da Ti nos dois momentos do ritmo
circadiano, sempre com a maior dose testada (10 pg de AEA) apresentando o efeito
térmico mais pronunciado. O tratamento com AEA as 10 h — momento em que a Ti se
encontra em menores valores — promoveu aumento pronunciado e persistente da Ti;
além disso, a mesma dose de AEA, injetada as 19 h, ainda conseguiu sobrepujar a
hipertermia da fase escura do ciclo, demonstrando um efeito claro e potente da
ativacdo do SEC em induzir aumento da Ti. Este efeito térmico do tratamento central
com AEA apresenta um perfil dose-dependente dentro da primeira hora apdés
administracdo (cujo efeito inicia-se aproximadamente a partir de 20 min) persistindo
por varias horas.

A descrita hipertermia poderia parecer um paradoxo com relacdo a hipotermia
incluida na tétrade mencionada anteriormente, porém esse feito hipotérmico parece
depender da via de administracdo e da dose utilizada. Especificamente, sobre a
administrac@o i.c.v. de AEA, ha trabalhos demonstrando tanto aumento, quanto
auséncia de efeito sobre a temperatura corporal [105, 106, 126].

Interessante notar que o aumento da Ti mediado pelo tratamento com AEA
ocorreu independente de mudancas comportamentais tanto da ALE, como da ingestéao
alimentar. Porém, nossos resultados trazem evidéncias de que um aumento
pronunciado da Ti possa induzir uma resposta adaptativa caracterizada por redugcao
da atividade espontanea.

As andlises das respostas dos animais sobre as variaveis medidas
demonstraram o padrdo classico nos valores de temperatura e atividade para
roedores, isto é, menor ALE e consequentemente menor Ti na fase clara do ritmo
circadiano, e maior ALE e Ti na sua fase escura. Assim, as correlagdes entre Ti e ALE
demonstraram que o protocolo experimental utilizado foi capaz de caracterizar a
relacdo reciproca entre a ALE e a Ti. Esta relacao existe uma vez que a atividade
locomotora resulta em producéo de calor e, consequentemente, em aumento da Ti
[108, 109].
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Por outro lado, essa relagdo € invertida quando os animais estdo sob influéncia
dos efeitos térmicos induzidos pela AEA. Analisando os gréficos de correlacdes das
Figuras 15 e 24, observa-se que 0s animais tratados com veiculo dificilmente atingem
valores médios superiores a 38 °C, mesmo durante a fase escura do ciclo onde a Ti
se encontra em seus maiores valores; ja 0s animais tratados com 10 pg de AEA, em
sua grande maioria, apresentaram valores superiores a 38 °C mesmo na fase clara do
ciclo onde os valores de Ti estdo baixos. Sendo assim, podemos inferir que a Ti
proxima de 38 °C seria possivelmente um limiar para respostas adaptativas
comportamentais induzidas pelo aumento da Ti, dentre elas, a reducéo da atividade
locomotora. Vale ressaltar que este perfil de resposta foi encontrado em ambas as
fases do ciclo circadiano.

Os efeitos térmicos da ativacdo do SEC pela administracdo de AEA podem ser
mediados pela ativacdo do receptor CB1. Apesar de estarem presentes em diversos
tecidos periféricos, eles sdo considerados primariamente como receptores neuronais
e a sua localizacdo no cérebro é consistente com os efeitos farmacolégicos
produzidos pelos canabinoides. Por exemplo, as maiores concentracdes nas regides
do cértex, hipocampo e cerebelo poderiam explicar seus principais efeitos sobre a
cognicao, memaria e movimento; enquanto que as menores densidades nas areas do
tronco encefélico reguladoras das funcdes cardiovascular e respiratoria poderiam
justificar a menor participacdo do SEC sobre a funcao respiratoria [12-15, 127-130].
Assim, considerando que estas relagfes sdo bem definidas, é plausivel supor que a
participacdo dos receptores CB:1 localizados na éarea pré-o6ptica e hipotadlamo,
importantes centros termorregulatorios, sejam os responsaveis pela mediacdo destas
respostas [13-15, 74, 131, 132]. Esta hipotese é reforcada por estudos anteriores que
apresentaram que os efeitos térmicos mediados pela AEA seriam dependentes
exclusivamente dos receptores CB1 e que a injecao intra-hipotalamica promoveria
efeito mais potente (cerca de 10 vezes) quando comparado a injecéo i.c.v. [96, 105].

Além disso, levando em consideragdo que a AEA central induziu aumento da
Ti sem alterar a ALE, é provavel que os efeitos térmicos encontrados estejam mais
relacionados com mecanismos autonémicos de producéo e/ou dissipacéo de calor.
Esta hipotese foi parcialmente confirmada por Fraga e colaboradores (2009) que
verificaram que o aumento da Ti induzida pela injecéo i.c.v. de AEA foi precedida pela
reducdo da Tc que corresponde a um prejuizo nos mecanismos de dissipagédo de

calor, o que caracteriza uma resposta febril [105]. Entretanto, ainda n&o sao
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conhecidos se a AEA central estimula a producéo de calor e quais mecanismos
poderiam estar envolvidos nestas respostas.

Todos os trabalhos investigando a participacdo do SEC sobre a
termorregulacéo foram realizados em condi¢Ges de repouso, e ndo ha estudos sobre
o efeito da modulacdo do SEC sobre as respostas termorregulatérias durante o
exercicio fisico.

Neste trabalho verificamos que a mesma dose de AEA (10 pg) que induziu um
efeito febrinogénico pronunciado durante o repouso, hdo apresentou efeito observavel
sobre os ajustes termorregulatorios durante a maior parte do exercicio fisico forcado
em esteira, assim como sobre o desempenho fisico realizado pelos animais.

O aumento da Ti durante o exercicio fisico é proporcional a sua intensidade e
duracdo, e essa resposta pode ser confirmada pelas correlacdes positivas
encontradas entre os valores de Ti e Tc ao final do exercicio, com o tempo de exercicio
em gue o0s animais realizaram a corrida até a fadiga. Esse aumento da Ti € decorrente
do metabolismo corporal aumentado para suprir as demandas energéticas dos
musculos em atividade e do desequilibrio temporario entre as taxas de producao e
dissipacao de calor durante os estégios iniciais do exercicio e da velocidade com a
qual os mecanismos de dissipacao de calor respondem ao aumento da Ti [112-116,
133, 134].

Assim, considerando que o aumento da Ti induzida pelo exercicio fisico forcado
ocorre de forma mais abrupta e exponencial quando comparado ao efeito térmico
induzido pelo tratamento com AEA e ainda, atinge valores de Ti superiores ao
aumento induzido pela maior ALE na fase escura do ritmo circadiano, o efeito térmico
da AEA pode ter sido sobreposto nesta situacgéo.

Dose maior de AEA (20 ug) foi posteriormente testada no mesmo protocolo
experimental. Novamente, foram observadas alteracbes nos ajustes
termorregulatérios apenas nos momentos finais do exercicio. Os animais quando
tratados com AEA, obtiveram melhora do desempenho fisico, apesar de apresentarem
valores de Ti no momento da fadiga superiores quando comparados ao tratamento
com veiculo.

O aumento da Ti € considerado um dos fatores limitantes do desempenho fisico
por diminuir a motivacdo para a continuidade do exercicio e assim, aumentar a
percepgcdo de esforco [117, 119-121]. Em nossos resultados, verificamos que o0s

animais obtiveram melhora do desempenho fisico, mesmo apresentando valores
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maiores de Ti no momento da fadiga e maior HS, o que nos leva a sugerir que 0
tratamento com AEA aumentou a tolerancia destes animais a hipertermia induzida
pelo exercicio.

Estudos desenvolvidos em nosso laboratorio ja investigaram a participacao de
diversos neurotransmissores centrais nas respostas termorregulatérias e,
consequentemente, no desempenho fisico. Este efeito ergogénico mediado pela AEA
parece similar aquele encontrado quando o sistema dopaminérgico central €&
hiperestimulado. Utilizando protocolo semelhante ao do presente trabalho, injecdo
i.c.v. de dopamina melhorou o desempenho fisico, apesar dos animais apresentarem
maior HS e Ti no momento da fadiga. Levando em consideracdo estes dados, é
razoavel pensar na hipotese de que esse efeito seria devido a ativacdo da via
dopaminérgica mesolimbica, importante nas funcées comportamentais de motivacao,
recompensa e sensacdo de bem-estar, que poderia anular os sinais inibitérios
decorrentes do SNC para interrupcdo do exercicio fisico [116, 135]. Como o SEC
interage de varias formas com essa via de forma a potencializar a transmissao
dopaminérgica (ver revisao [136-138]), o efeito ergogénico mediado pela AEA, poderia
ser secundariamente obtido pela ativacao do sistema de recompensa dopaminérgico.

Além de melhorar o desempenho fisico, os animais tratados com AEA
apresentaram maior expresséao da proteina c-Fos — marcador de ativacao neuronal —
no PVN e mPOA (nenhuma diferenca foi encontrada no SON).

Administracdo i.c.v. e i.p. de AEA induz ativac&o neuronal em diversos nucleos,
incluindo o PVN e APO [139-142]. Por outro lado, é bem estabelecido que o exercicio
fisico também é um forte indutor de recrutamento neuronal [143-150], porém nao se
sabe ainda se a hipertermia mediada pelo exercicio pode ser um contribuidor para tal
resposta, visto que 0 aquecimento passivo também é capaz de induzir ativagédo
neuronal em diversos nucleos cerebrais, que incluem o PVN, a APO e o SON [151-
157].

O PVN é o principal centro integrativo do cérebro que controla as funcdes
autonébmicas que contribui para as respostas neuroenddécrinas evocadas por uma
variedade de estimulos, incluindo o exercicio fisico e o estresse térmico. A ativacéo
do PVN pelo exercicio tem-se correlacionado com a secrecdo do horménio de
liberacdo de corticotrofinas, hormonio corticotréfico, vasopressina, lactato sanguineo,
producédo de adrenalina e aumento da glicemia, indicando assim, sua importancia na

ativacdo do eixo hipotalamo-hipofise-adrenal como resposta adaptativa na regulacao
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metabolica requerida durante o exercicio fisico [143-145, 148, 150, 158-161]. Além
disso, uma vez que a demanda energética é elevada, esta ativacdo do PVN poderia
também estar relacionada com a hipertermia induzida pelo exercicio, pelo fato do PVN
apresentar neurdnios termossensiveis [162].

O PVN modula ajustes cardiovasculares requeridos pela hipertermia.
Exposicdo ao ambiente quente evoca respostas reflexas que promovem perda de
calor, incluindo aumentos da frequéncia cardiaca e respiratoria, vasodilatacdo do leito
vascular da pele, vasoconstricdo do leito vascular visceral, suor em humanos e
aumento da secrecao salivar e vasodilatacdo da pele da cauda em roedores. Todas
essas respostas estdo envolvidas com os ajustes cardiovasculares autondmicos na
qgual sdo mediadas pelo SNC através da regulacao da atividade dos nervos simpaticos
[74, 75, 132, 159, 160, 163-168]. Neurdnios no PVN enviam projecdes para a regiao
pressora na medula ventrolateral rostral, que projeta diretamente para neurdnios
motores pré-ganglionares simpaticos na coluna intermediolateral da medula espinhal
gue, por sua vez, regula a atividade do nervo simpatico [168-170]. Neste contexto, foi
demonstrado que administracdo intra-PVN de muscimol (agonista GABA-érgico,
inibidor de atividade neuronal) aboliu a classica resposta de redirecionamento de fluxo
sanguineo em resposta a hipertermia [159, 160].

A APO ocupa uma posic¢ao crucial entre as estruturas que participam da funcéo
termorregulatéria. Esta area contém neurénios termossensiveis, na qual mudam sua
atividade frente as alteracdes na temperatura cerebral, recebe informacgdes térmicas
provenientes de termorreceptores centrais e periféricos e processa essas informacoes
para ajustar a temperatura corporal de acordo com as condi¢des fisiologicas e
comportamentais. Neurdnios sensiveis ao calor sdo ativados pelo aumento da
temperatura local, e neurdnios sensiveis ao frio sdo ativados pela diminuicdo da
temperatura local, mediando os mecanismos de perda e producdo de calor,
respectivamente. Os sinais provenientes dos neurdnios sensiveis ao calor apresentam
maior influéncia nos sinais eferentes para o controle tanto dos mecanismos de perda,
quanto dos mecanismos de producdo de calor, quando comparados aos neurdnios
sensiveis ao frio, uma vez que 0s neurdnios sensiveis ao calor podem enviar tanto
sinais excitatorios para a perda de calor, quanto inibitérios para a producdo de calor
[73, 131, 171].

A ativacao dos neurdnios na APO pelo exercicio e pelo estresse térmico parece

ser importante para a manutencdo da homeostase corporal relacionada aos ajustes
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termorregulatérios, pois 0 aquecimento da APO evoca vasodilatagdo da pele, a
principal resposta efetora de perda de calor ndo-evaporativa [164] e envia sinais
excitatérios aos neurdnios no SON, um importante centro envolvido no controle do
balanco hidroeletrolitico que poderia ser ameacado frente & uma hipertermia indutora
de desidratagdo [152].

Por fim, o recrutamento do SON pelo exercicio, por sua vez, parece controlar
principalmente o balanco fluido, uma vez que a mudanca dos liquidos corporais do
espaco vascular para 0s espacos intersticiais e intracelulares e a sudorese em virtude
da hipertermia pelo metabolismo muscular durante o exercicio podem aumentar a
osmolalidade plasmatica [148, 172]. Quando animais sdo expostos ao calor, verifica-
se aumento nos niveis plasmaticos de vasopressina, levando a maior conservacéao de
agua quando a resposta de perda de calor evaporativa é ativada [173, 174].

Estudos recentes desenvolvidos no laboratério mostraram que a ativacdo
neuronal, especialmente no PVN, contribui para os ajustes termorregulatérios durante
0 exercicio que, por sua vez, se relaciona com a melhora do desempenho fisico. Esta
hipétese foi confirmada tanto por meio de administracdo de droga que reduz o
desempenho fisico e consequentemente, reduz a expressao de c-Fos no PVN; quanto
pelo treinamento fisico, que produziu efeitos contrarios [150, 175].

Neste aspecto, 0 maior recrutamento neuronal encontrado no PVN e mPOA
poderia ser em virtude de uma potencializacdo conjunta envolvendo os estimulos
térmicos, motivacionais e da propria AEA. Isto é, o exercicio fisico e a AEA
estimulariam a expressao neuronal de c-Fos, enquanto que a AEA como ativador de
vias mesolimbicas, induziria melhora do desempenho fisico; o maior tempo de
atividade promoveria maior aumento da Ti durante o exercicio; que juntos,
continuariam a promover maior recrutamento neuronal.

As acbes mediadas pelo SEC central parecem estar relacionadas
principalmente a ativacdo do receptor CBi. Estudos revelam que a expressédo do
receptor CB1 ja € encontrada logo no estagio inicial do desenvolvimento embrionério
e 0 SEC é importante para o desenvolvimento cerebral durante a vida [176-178]. De
igual maneira, o exercicio / atividade / treinamento fisico geram mudancas no
desenvolvimento cerebral, sendo que algumas dessas fungdes estao relacionadas ao
SEC [65-67, 179].

Alguns estudos investigaram o processo de maturacdo do SEC durante o

desenvolvimento pés-natal [177, 178]. A maior concentracdo de receptor CB1tem sido
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observada entre P30 — P40 (dias apds nascimento), e parece declinar durante o
periodo da adolescéncia até atingir os valores encontrados na fase adulta (medidos
em P70) [178]. Sabe-se que a adolescéncia é caracterizada por uma fase de
aumentada plasticidade neuronal e marcante sensibilidade a estimulos externos [180,
181].

Considerando que o SEC é ativado por demanda e o exercicio fisico é um
estimulo indutor desta ativacéo é possivel que o treinamento fisico, como estimulador
diario e crénico, possa alterar os componentes do SEC na fase adulta.

O treinamento fisico é definido como repeti¢des frequentes e sistematizadas de
sessdes isoladas de exercicio fisico com aumento gradativo da poténcia capaz de
promover adaptacdes aos sistemas fisioldgicos e induzir um novo padrao de atividade
auton6mica [182]. Nossos resultados demonstraram a efetividade do nosso modelo
onde o treinamento fisico de 8 semanas melhorou o desempenho fisico dos animais.
Além disso, os animais do grupo treinado tiveram menor ganho de peso corporal no
decorrer do seu desenvolvimento, além de um indicativo de maior sensibilidade a
insulina, uma vez que apresentaram menores niveis de insulina plasmaética, frente a
uma mesma glicemia, quando comparado aos animais do grupo controle.

Com relacao ao efeito do treinamento fisico sobre a expressédo de componentes
do SEC central, o grupo treinado apresentou mudancas na expressao do receptor CB1
nas regides do cortex frontal e hipotalamo, levando ao aumento e reducéo,
respectivamente. A expressao da enzima responsavel pela sintese da AEA, a NAPE-
PLD, néao foi diferente em nenhuma area analisada, indicando que a sintese de AEA
parece ndo ser modificada pelas sessdes de exercicio fisico diario.

Os mecanismos que poderiam estar envolvidos nestas alteragcbes da
sinalizacdo canabinoidérgica pelo exercicio ou por outros fatores externos ainda néo
estdo elucidados; porém, os aumentos nas concentracbes plasmaticas de
endocanabinoides apO0s a pratica de atividade fisica [55-59] podem justificar o
resultado dessas alteragoes.

Considerando outras formas de modulac¢des sobre o SEC, o que estaria mais
definido até entéo é que o tempo do estimulo seria o principal contribuinte para estes
tipos de respostas modulatérias. Neste contexto, estimulos agudos e crénicos,
poderiam induzir, respectivamente, up- ou down-regulation dos receptores, ou

modificar sua funcionalidade de igual maneira.
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Ha experimentos mostrando que administragdo cronica periférica de um inibidor
da enzima responsavel pela hidrolise da AEA entre 38 — 43 dias, reduz a taxa de
ligagdo do receptor CBi em diversas éareas cerebrais, como estriado, nucleo
accumbens, area do tegumento ventral e hipocampo [183]; ademais, tratamento
cronico com agonistas canabinoides também resulta em down-regulation da
expressdo do receptor CB1 no cérebro [184, 185]. Por outro lado, administracao
periférica de AEA por apenas 5 dias resultou em significante aumento na densidade
do receptor CB1 no hipocampo [186].

Similarmente, € o que ocorre com o exercicio fisico. Curto periodo de atividade
voluntaria na roda (8 dias) ou exercicio de corrida em esteira (7 dias) aumentaram a
taxa de ligacdo ou expressao do receptor CB1 no hipocampo [66, 187] e uma Unica
sessdo de exercicio de corrida forcado em esteira até a fadiga ou exercicio de forca
também aumentaram a expressdo do receptor CB1 no cérebro [60, 61]. JA ©
treinamento fisico de corrida em esteira por 6 semanas (P21 — P60) promoveu reducéo
na expressao do receptor CB1 no hipocampo e estriado [179].

Padrdo semelhante pbde ser verificado também neste estudo com o tratamento
cronico utilizando a dieta palatavel, estimulo metabdlico ndo associado a um estimulo
mecanico que, a exemplo do exercicio fisico, também pode modular a producédo de
endocanabinoides centrais [188-190]. A dieta palatavel é caracterizada pela elevada
taxa de umidade e pelos acréscimos de sacarose ou lipideos, onde roedores
alimentados com essa dieta constituem um modelo animal amplamente utilizado para
mimetizar em laboratorio as alteracfes metabdlicas e cardiovasculares induzidas pela
obesidade [191, 192]. Como esperado, o tratamento de 8 semanas induziu maior
indice de adiposidade nos animais, efeito este que pode estar relacionado ao balango
energeético positivo induzido pela dieta palatavel que aumenta a deposi¢édo de gordura
[192-194].

Com relacéo ao seu efeito sobre os componentes do SEC, a dieta palatavel
reduziu a expressdo do receptor CB1 no cerebelo e no hipotdlamo e promoveu
mudancas na expressado da enzima NAPE-PLD reduzindo-a no hipotalamo e POA.

Em outros estudos, a dieta palatavel também afetou a densidade de receptores
CBi1 cerebrais. Dez semanas de tratamento com dieta palatavel revelou uma
diminuicado significativa na taxa de ligacao do receptor CB1 em regides limbicas [195]
e 13 semanas de dieta também reduziu a expressdo de mRNA para o receptor CB1

em regides do hipotalamo e cortex [196]; ademais, o tratamento de apenas 3 semanas
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elevou a taxa de ligacao do receptor CB1 em algumas regides cerebrais, dentre elas,
o hipotdlamo, enquanto que 20 semanas de tratamento promoveu efeito contrario na
substéancia nigra e area do tegumento ventral [197].

Em resumo, a hipotese para estas respostas temporais pode se encontrar no
aumento dos niveis de endocanabinoides no SNC induzidos pelos modelos crénicos
de estimulacdo, ja que tanto niveis elevados de endocanabinoides ou tratamento
crénico com agonistas, estdo associados com uma diminuicdo compensatéria da

densidade do receptor e expressdo de mRNA para o receptor CB1 [198, 199].
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7 — CONCLUSOES

1)

2)

3)

4)

5)

6)

A estimulacdo do SEC central, por meio da administracéo i.c.v. de AEA, pode
induzir aumento da Ti de forma independente de alteragbes comportamentais,
como mudancgas na atividade locomotora e ingestéo alimentar.

O efeito térmico da AEA central durante o repouso nao é imediato, iniciando-se
aproximadamente em 30 min ap6s administracao; porém € potente o suficiente
para sobrepujar os maiores valores de Ti encontrados nas fases de maior
atividade em roedores, e persistente podendo prolongar-se por até 8 h apés
administracao.

O aumento da Ti induzido pela AEA central, acima de valores fisiologicos
maximos atingidos durante toda a fase do ritmo circadiano, inverte a relagao
direta comumente encontrada entre a ALE e Ti, sugerindo a redugéao da ALE
como uma resposta adaptativa ao aumento pronunciado da Ti induzido pela
AEA.

O aumento da biodisponibilidade de AEA central apresenta menor influéncia
nas respostas termorregulatdrias durante o exercicio fisico forcado de corrida
em esteira, induzindo maior resposta hipertérmica apenas nos momentos finais
gue antecedem a fadiga.

A AEA central potencializa a ativagdo neuronal induzida pelo exercicio fisico
em centros hipotalamicos, em especial no PVN e POA, e aumenta o
desempenho fisico dos animais, tornando-os mais resistentes a hipertermia.
Estimulos crénicos responsaveis pela ativagdo recorrente do SEC, como o
treinamento fisico e uso de dieta palatavel, alteram a expressdo de
componentes do SEC, como o receptor CB1 e a enzima NAPE-PLD, em regides
cerebrais envolvidas no controle autonémico, emocional e motor, como

hipotalamo, POA, cértex e cerebelo.
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