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RESUMO

PARTICIPAGAO DOS RECEPTORES KAPPA-OPIOIDES CENTRAIS NO
CONTROLE DA GLICEMIA EM RATOS SUBEMETIDOS A JEJUM E
ESTRESSE DE CONTENCAO.

Dina Barros de Souza
Orientador: Emilio José de Castro e Silva

O sistema opiatérgico central participa, assim como outros sistemas neuronais,
no controle da glicemia. O presente trabalho foi desenvolvido para investigar a
participacao do receptor opiatérgico central do tipo kappa na glicorregulacao de
ratos submetidos a jejum. Foram utilizados ratos Wistar machos (200 a 250g)
submetidos a cirurgia de estereotaxia com canulagdo do terceiro ventriculo
cerebral. Um dia antes da sessao experimental, os animais foram submetidos a
cateterizacdo da veia jugular externa direita para coletas sanguineas seriadas
nos tempos 0, 30, 60, 90 e 120 minutos. As amostras sanguineas, apos
centrifugagéo, foram utilizadas para dosagem da glicemia e da insulina. Depois
da coleta basal (tempo 0), foram administradas por via intracerebroventricular
as drogas ICl 199.441 (agonista seletivo dos receptores kappa-opidides) e nor-
binaltorfimina (antagonista seletivo dos receptores kappa-opibides). Injecéo do
ICl 199.441 promoveu aumento significativo nos niveis glicémicos dos ratos
submetidos a 18 horas de jejum, quando comparado com as concentragdes
plasmaticas de glicose de animais controles que receberam salina isoténica. O
pré-tratamento com o nor-BNI reverteu o resultado obtido pela administragao
do agonista kappa-opidide. A administragédo da nor-binaltorfimina isoladamente
ndo promoveu alteragbes significativas na glicemia dos ratos. O nor-BNI
também nao foi capaz de diminuir a hiperglicemia induzida pelo estresse de
contencdo. As concentragdes plasmaticas de insulina dos ratos que receberam
ICI 199.441 nao sofreram mudangas significativas quando comparadoc com os
niveis plasmatico de insulina de animais controles. Diante destes resultados,
sugere-se que 0s receptores kappa-opidides centrais ativa mecanismos que
levam ao aumento nas concentragbes plasmaticas de glicose em animais
submetidos a jejum. Além disso, o componente kappa-opibide central parece
ndo ser importante na resposta hiperglicémica induzida pelo estresse de
contencao.

PALAVRAS CHAVES: receptores kappa-opibides, glicemia, estresse



ABSTRACT

PARTCIPATION OF BRAIN KAPPA-OPIOID RECEPTORS IN THE
CONTROL OF BLOOD GLUCOSE CONCENTRATION IN FASTED RATS
SUBMITTED OR NOT TO RESTRAINT STRESS.

Dina Barros de Souza
Orientation by Emilio José de Castro e Silva

The brain opiatergic system may play a fundamental role in the control of
glucose homeostasis. In the present paper, we investigated the role of brain
kappa-opioid receptors in the control of blood giucose levels in fasted rats.
Wistar male rats (200-250 g) underwent stereotaxic cannulation of the third
ventricle. To allow blood sampling, the animals had a jugular catheter implanted
the day before the experimental sessions. Plasma samples were collected for
measurement of glucose and insulin concentrations. Opioid drugs (ICl 199.441,
selective kappa-opioid agonist and nor-binaltorphimine, specific kappa-opioid
antagonist) were injected into the third ventricle. The central administration of
ICl 199.441 induced a significant increase in plasma glucose levels in rats
submitted to fast for 18-hours, as compared to a drug-free control group.
Pretreatment with nor-binaltorphimine reverted the hyperglycemic effect
observed after the kappa-opioid agonist administration, while the central
injection of the kappa-opioid antagonist alone was devoid of effect. Also, the
central administration of the kappa-opioid antagonist was unable to change the
hyperglycemic response to restraint stress. Furthermore, plasma insulin levels
were not modified by the central injections of ICl 199.441. It is suggested that
central kappa-opioid receptors activate mechanisms triggering the increase in
blood glucose levels in fasted rats, and that the hyperglycemic response to
restraint stress in these animals seems to rely on mechanisms that are not
related to central kappa-opioid components.

KEYWORDS: kappa-opioid receptors, glucose, stress
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1 INTRODUGAO

1.1 SISTEMA OPIATERGICO

Os peptideos opidides enddgenos séo classificados em trés familias
distintas, sendo cada uma destas derivadas de moléculas precursoras
geneticamente diferentes. Sao elas proopiomelanocortina (POMC), proteina
precursora da beta-endorfina, proencefalina (PENC), precursora na sintese das
encefalinas e prodinorfina (PDIN), precursora da dinorfina. O processamento
das moléculas precursoras nédo se da de modo igual em todos os tecidos.
Assim, uma mesma molécula precursora pode originar diferentes peptideos, a
depender da sua localizagio tecidual (JORDAN e DEVI, 1998).

A POMC contém uma sequéncia de aminoacidos Met-encefalina que
codifica tanto peptideos opidides quanto ndo opidides. Entre estes encontram-
se o horménio adrenocorticotrofico (ACTH) e o horménio estimulante de
melandcitos (MSH) (NAKANISHI et al., 1979, SCHOLZEN et al, 2000). A
PENC contém no minimo quatro cépias de Met-encefalina e uma de Leu-
encefalina, flanqueadas por pares de aminoacidos basicos. Na porgéo C-
terminal deste precursor pode ser observado um heptapeptideo Met-encefalina-
Arg6-Gly7-Leu8, também flanqueado por aminoacidos comuns (NODA et al,,
1982). A PDIN é constituida por trés copias de Leu-encefalina. O
processamento seletivo de residuos dos aminoacidos basicos gera a formagéo
inicial dos peptideos alfa e beta-neoendorfinas e da dinorfina A (1-17). Na fase
subsequente do processamento seletivo, a dinorfina A da lugar a dinorfina A (1-
8) e a formacgao da dinorfina B (1-13) (KAKIDANI et al., 1982).

Acredita-se que as encefalinas ligam-se, seletivamente, aos receptores
delta-opidides (D), a beta-endorfina tem seletividade pelos receptores
opiatérgicos do tipo mu (u), enquanto que a dinorfina possui seletividade pelos
receptores kappa-opidides (k) (PIESTRZENIEWIEZ et al., 2006).

As endomorfinas sdo estruturalmente diferentes dos peptideos opidides

endbgenos, sendo caracterizadas como tetrapeptideos endogenos seletivos
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para os receptores opiatérgicos do tipo y (ZADINA et al., 1997). Estudos
anteriores, em camundongos, demonstraram que a administragéo
intracerbroventricular de EM-1 e EM-2 produziu potente analgesia, bloqueada
pelo pré-tratamento com antagonistas u-opidide seletivos, conhecidos como
naloxonazina ou beta-funaltrexamina (GOLDBERG et al., 1998).

Os estudos realizados por diversos pesquisadores permitiram a
identificacdo dos receptores opiatérgicos mu (i), kappa (k) e delta (8) (JAMES
e GOLDSTEIN, 1984, GILLAN e KOSTERLITZ, 1982). O emprego de agonistas
e antagonistas seletivos permitiu conhecer as caracteristicas, a distribuicdo e
os ligantes endoégenos de cada um desses receptores. Recentemente foi
isolado um novo receptor opiatérgico conhecido como NOP (receptor para

(N/OFQ) (PELUSO et al., 1998, COX et al., 2000).

Estudos farmacolégicos e bioquimicos concluiram que esses receptores
ainda se dividem em subtipos como, por exemplo, os receptores kappa (k1; Kz;
K3), delta (51 e 82) e mu (u1; M2; M3). Até 0 momento, sabe-se que os receptores
opiatérgicos dos ratos sdo semelhantes aos receptores encontrados em
humanos, tanto na estrutura como nas repostas farmacolégicas (GAVERIAUX-
RUFF et al., 1997).

A biologia molecular demonstrou que os receptores opiatérgicos mu,
kappa e delta sdo receptores de membrana acopiados & proteina G. Eles
apresentam uma estrutura molecular com sete dominios hidrofobicos em alfa-
hélice que atravessam a membrana celular, chamados de dominios
transmembranas. Esses dominios sao interconectados por meio de seis algas,
sendo trés delas expostas ao espago extracelular e as outras trés no
citoplasma. A porgdo N-terminal dos receptores opiatérgicos encontra-se
exposta no meio extracelular, enquanto que a porgéo C-terminal se localiza no
citoplasma da célula (KIEFFER et al., 1992; LI et al., 1993).

Estudos demonstraram que a terceira alga extracelular dos receptores

delta-opidides, a primeira e terceira algas extracelulares dos receptores
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opiatérgicos do tipo py, bem como a segunda alga extracelular e o quarto
dominio transmembranal dos receptores opidides kappa séo locais importantes
envolvidos na ligagcdo de agonistas seletivos a tais receptores (WANG et al.,
1995; XUE et a, 1994).

Como dito anteriormente, os receptores opiatérgicos se encontram
acoplados a proteina G, que é capaz de estimular ou inibir proteinas celulares
com atividade enzimatica que catalizam a sintese de segundos mensageiros. A
interacdo do complexo receptor-ligante com a proteina G produz sinais de
transducdo que ativam ou inibem sistemas efetores. A existéncia de multiplos
efetores e as diversas respostas biologicas mediadas pelos opidides torna
evidente a necessidade de multiplos mecanismos de sinalizagdo. No caso dos
receptores opiatérgicos, o sistema efetor pode ser: adenilato ciclase (SHARMA
et al., 1977), canais de calcio (PIROS et al., 1996), fosfolipase C (JOHNSON et
al.,1994), canais de potassio (HENRY et al., 1995) e proteinoquinases (LI e
CHANG, 1996). O sistema efetor, tanto ativado quanto inibido, promove
mudangas nos niveis intracelulares de segundos mensageiros (AMP ciclico,
inositol trifosfato e diacilglicerol, por exemplo) que alteram a fosforilagdo de
proteinas dentro da célula. Tais proteinas se unem as sequéncias especificas
de regibes promotoras de determinados genes da molécula de DNA, gerando

efeitos fisiolégicos e patoldgicos diversos.
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1.2 DISTRIBUICAO DOS PEPTIDEOS E RECEPTORES
OPIATERGICOS NO SNC

Estudos neuroanatémicos, utilizando técnicas da imuno-histoquimica e
da auto-radiografia, tém auxiliado na localizag&o dos receptores opiatérgicos no
sistema nervoso central. As limitagbes para a descricdo anatdmica desses
receptores tém sido superadas com a utilizagdo das técnicas de hibridizagdo in
situ e de imuno-histoquimica que permitem identificar a localizacdo do mRNA
das células que sintetizam o receptor opiatérgico estudado (MANSOUR et al,,
1995). Conhecer a distribuicdo dos receptores opiatérgicos € de suma
importancia, pois permite identificar as possiveis modulagdes que o sistema
opiatérgico exerce sobre outros sistemas neuronais como o dopaminérgico, o
colinérgico e o serotoninérgico. A descricdo da localizagdo dos receptores
opidides também possibilita sugerir como o sistema opiatérgico modula
diversas fungdes fisiolégicas do organismo.

A distribuicdo dos distintos peptideos opidides enddégenos no sistema
nervoso central & muito ampla, existindo diferengas quanto a localizagédo de
cada um destes peptideos. Assim, os grupos celulares que contém POMC
estdo localizados no hipotalamo medial basal, principalmente no nucleo
arqueado (BLOOM et al., 1978). Estas areas cerebrais projetam axdnios tanto
para regides periventriculares, como o0 nucleo paraventricular, quanto para
diferentes estruturas do sistema limbico, /locus coeruleus, nicleo parabraquial e
ambiguo, nucleo do trato solitario e dorso-motor do vago (JOSEPH et al, 1883).
Nos lébulos anterior e médio da hipéfise € encontrado grande numero de
neurdnios que expressam beta-endorfina (ZAKARIAN e SMYTH, 1982). E
deste modo que, a depender do tipo de célula e da especializagcdo do tecido,
ocorrerao diversos processamentos da POMC, resultando no ACTH, B-

endorfina e melanocortinas.

Os neurbnios que contém os peptideos derivados da PENC estdo
distribuidos amplamente pelo sistema nervoso central, desde a regi&o cortical

que possui grande quantidade de neurbnios e fibras nervosas, até a medula
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espinhal. O hipotalamo contém grande numero de neurdnios que expressam a
PENC, particularmente os nucleos arqueado e paraventricular (PEGO-
REIGOSA et al., 2000). Essa extensa distribuicdo sugere que este sistema

participe de fungdes tanto sensoriais € motoras quanto neuroenddcrinas.

Alta imunorreatividade para a PDIN foi observada em nucleos
hipotalamicos como os nucleos anterior e dorsomedial, nucleos arqueado e
paraventricular, nudcleo supradptico e na eminéncia meédia. Concentragdes
elevadas de PDIN foram também detectadas na area perifornical, nucleos
supraquiasmatico e ventromedial, e na area preoptica lateral e medial (ZAMIR
et al., 1983). Nucleos do tronco cerebral e medula espinhal sdo outros
exemplos de areas do sistema nervoso central em que foram encontrados
neurdnios que contém a PDIN (BOTTICELLI et al., 1981). A PDIN assim como
a PENC, também foi detectada em I6bulos da hipdfise, especialmente no |6bulo
neural da pituitaria (BOTTICELLI et al.,1981).

Como dito anteriormente, as endomorfinas do tipo EM-1 e EM-2 séo
opidides endégenos com alta afinidade pelos receptores do tipo mu (ZADINA et
al., 1997). Essas endomorfinas estdo localizadas em diversas areas do
cérebro, incluindo o hipotalamo, talamo, cértex e estriado (SCHREFF et al.,
1998). Mais recentemente as endomorfinas do tipo EM-1 e EM-2 também

foram detectadas no sistema imunoldgico de ratos (JESSOP et al., 2000).

Trabalhos tém demonstrado a existéncia de altas concentragdes de
receptores -opidides na regiao do talamo, nucleo estriado, nucleo accumbens,
locus coeruleus e nucleo de trato solitario (MANSOUR et al., 1995, CROSS et
al., 1987). Receptores do tipo delta-opidide ja foram localizados em regides
cerebrais como: neocortex, nucleo accumbens e nucleo estriado reticular lateral
e amigdala (MANSOUR et al., 1995). Receptores opiatérgicos do tipo kappa
foram encontrados no hipotalamo dorsomedial e ventromedial, nucleo
accumbens, area preoptica medial, nucleo paraventricular e supradptico,
nucleo parabraquial, locus coeruleus, nucleo do trato solitario (MANSOUR et
al., 1995, KITCHEN et al, 1997). Recentemente, demonstrou-se que

receptores kappa-opidides imunoreativos estdo presentes em neurdnios pré- e



18

pos-sinapticos localizados no bulbo ventromedial rostral em ratos de ambos os
sexos (DRAKE et al., 2007). Por ultimo, os receptores do tipo ORL1 estéo

distribuidos de modo difuso no sistema nervoso central € na medula espinhal
(PELUSO et al., 1998).

Os diversos subtipos de receptores opiatérgicos ndo estdo localizados
em uma mesma regido do sistema nervoso central e, sim, distribuidos de
maneira difusa em regides distintas, podendo haver areas onde subtipos
diferentes co-existam. Por exemplo, 0s receptores kj-opidides foram
encontrados no nucleo dorsal da rafe, substancia nigra, hipotalamo, amigdala e
cortex. No entanto, os receptores ky-opidides estdo distribuidos na regido do
talamo, hipotalamo, hipocampo, cortex e medula espinhal (ZUKIN et al.,1988).
Ja os receptores ks-opidides estdo altamente presentes no hipotalamo, talamo,
estriado e de forma moderada no coértex e medula espinhal (CHENG et al.,
1992).
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1.3 DISTRIBUICAO DOS PEPTIDEOS E - RECEPTORES
OPIATERGICOS EM SiTIOS PERIFERICOS RELACIONADOS COM A
GLICORREGULAGAO

Os peptideos opidides endoégenos ja foram localizados no pancreas de
diversas espécies animais. Em 1982, o trabalho realizado por Feurle e
colaboradores revelou imunorreatividade no tecido pancreatico humano para a
[Met’]encefalina e [Leu’]encefalina. Tais resultados também foram observados
em estudos com porcos da india (STERN et al., 1982). A presenca de
imunoreatividade para B-endorfina foi descrita em extratos celulares do
pancreas de ratos (SMYTH e ZAKARIAN, 1982) e porcos (HOUCK et al,
1981). Além da regi&o cerebral do hipotalamo, a proopiomelanocortina tem sido
encontrada em diversos tipos de tecidos, inclusive no pancreas enddcrino
(KNUDTZON, 1986). A presenca dos peptideos opidides enddégenos no
pancreas sugere que o sistema opiatérgico exerce controle sobre

glicorregulagao, através da liberagdo dos horménios insulina e glucagon.

Perifericamente, os peptideos opidides endbégenos também estao
presentes no tecido hepatico. A presenga da B-endorfina em hepatocitos de
ratos alimentados ja foi detectada (MATSUMURA et al., 1984). Além da (8-
endorfina, a [Met’Jencefalina e [Leu’]encefalina, dinorfina A (1-13) foram
encontradas em estudos in vitro com hepatocitos (ALLAN et al., 1983, LEACH
E TITHERADGE, 1986). Esses opibides enddgenos s&o responsaveis por
regular a produgdo de glicose hepatica, através da estimulagdo da

glicogendlise e da gliconeogénese.

A glandula supra-renal € um tecido periférico amplamente conhecido por
conter beta-endorfina em diversas espécies animais. Em ratos tornados
diabéticos pelo uso da estreptozotocina, o nivel de expressao de mRNA da
proopiomelanocortina na glandula adrenal € marcadamente maior do que em
ratos normais nado diabéticos. Tal expressdéo de mRNA da

proopiomelanocortina na glandula adrenal de ratos diabéticos é atenuada pela
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administragdo de insulina exdgena, apds quatro dias de tratamento (HSU et al.,
2002).



21

1.4 SISTEMA OPIATERGICO E SUAS PRINCIPAIS FUNCOES

Devido a sua ampla distribuicdo no sistema nervoso central, o sistema
opiatérgico desempenha papel importante no controle da dor e analgesia,
estresse, tolerancia e dependéncia, aprendizado e memoria, ingestdo alimentar
e hidrica, alcoolismo e uso abusivo de drogas, atividade sexual e controle
hormonal, gravidez, doengas mentais, transtornos neuroldgicos e do humor,
funcbes hepaticas, gastrointestinais e renais, respostas cardiacas e
respiratorias, termorregulacdo e respostas imunolégicas (VACCARINO e
KASTIN, 2001).

Ou seja, o sistema opiatérgico atua no controle de diversos parametros
fisiolégicos e comportamentais. O estresse, por exemplo, induz ativagdo do
sistema opidide enddogeno (VACCARINO e KASTIN, 2001). Administracdo
crénica de opidides produz profundas alteragées nos receptores opiatérgicos,
incluindo mudangas nos mecanismos de transducgdo de sinais e ativacdo de
mecanismos de controle (internalizacdo, dessensibilizagdo, up-regulation e
down-regulation). Tais modificagdes indicam a participagdo do sistema
opiatérgico na inducdo de tolerancia e dependéncia (LEE e YOBURN, 2000,
VACCARINO e KASTIN, 2001).

Em geral, os agonistas opiatérgicos também produzem aumento na
ingestdo alimentar e no consumo hidrico (KELLEY et al., 2000). Acredita-se
que os receptores Y e delta-opidides estao envolvidos ativamente no consumo
de alcool, ja que injecdes de naloxona (antagonista nao seletivo dos receptores
opiatérgicos), CTOP (antagonista seletivo dos recptores p-opidides) e
naltrindole (antagonista seletivo dos receptores opiatérgicos do tipo delta)
reduzem esse efeito (HYYTIA e KIIANMAA, 2000).

Existem evidéncias que os opidides enddgenos estdo envolvidos no
comportamento sexual e reprodutivo. Em macacos, o antagonista opiatérgico
nalmefene aumenta as concentragdes do horménio lutenizante (LH) seguido da

elevacdo dos niveis de testosterona (MELLO et al., 2000). Na gravidez e no
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periodo pés-parto, administragdes de naloxona ndo alteram a secregdo de
prolactina, enquanto que nas fémeas tratadas com salina ocorre aumento nos
niveis de prolactina (GILBERT et al., 2000).

O sistema opiatérgico também atua nas fungbes gastrointestinais, renais
e cardiovasculares. A morfina e outros agonistas opidides inibem as funcdes
gastrointestinais, sendo que tais efeitos sdo revertidos pelos antagonistas
opiatérgicos (YUAN et al.,, 2000). U69593, agonista dos receptores kappa-
opidides, aumenta a diurese em ratos, enquanto que o antagonista nor-
binaltorfimina bloqueia esse efeito (CRAFT et al.,, 2000). Tratamento crénico
com a nor-binaltorfimina eleva ainda mais a pressdo arterial média e a
frequéncia cardiaca de ratos que s&o hipertensos expontaneamente, no
entanto esse efeito hipertensivo nao foi visto em animais normotensos (SHEN e
INGENITO, 2000).

Os receptores opiatérgicos foram encontrados no sistema imunoldgico, e
desta forma modulam a proliferagéo das células imunolégicas. Diversas agdes
imunomoduladoras do sistema opiatérgico ja foram descritas tais como
quimiotaxia, produgdo de superoxidos e citocinas (VACCARINO e KASTIN,
2001).

Os opidides também exercem papel modulador sobre o eixo hipotalamo-
hipéfise-adrenal, estimulando a secregdo de adrenocorticotropina (ACTH) pelo
I6bulo anterior da hipofise. Cabe destacar que niveis elevados de ACTH na
circulagdo sanguinea estimulam a producéo e liberagéo de glicocorticoides pela
glandula adrenal. Altas concentragbes de glicocorticGides na circulagdo
exercem feedback negativo na hipdfise e em outras areas do sistema nervoso
central responsaveis por regular a atividade do eixo hipotalamo-hipodfise-
adrenal (HARBUZ et al., 1997, ADAM e EPEL, 2007).

Apesar de participar da regulagdo de diversos parametros fisiologicos e
comportamentais, o papel do sistema opiatérgico central bem como dos seus
receptores especificos na glicorregulagdo ainda € obscura. Mais
especificamente, a participacdo do receptor opiatérgico do tipo kappa na
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glicorregulagdo é pouco descrita na literatura. Desta forma, a atuagdo dos

receptores kappa-opibides central no controle glicémico tornou-se o foco deste

estudo.
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1.5 SISTEMA OPIATERGICO E A REGULAGAO GLICEMICA

E bem estabelecido que a estimulagdo do sistema opiatérgico produz
hiperglicemia em diversas espécies in vivo. Deste modo, tal sistema atua na
regulacdo da homeostase da glicemia. Diversos estudos ja demonstraram que
a administracdo central de morfina produz hiperglicemia. Em 1962, Borison e
colaboradores descobriram que inje¢ées de morfina nos ventriculos cerebrais

de gatos ndo anestesiados produzem efeitos hiperglicémicos.

Dez anos mais tarde, Feldberg e Shaligram (1972) observaram que a
hiperglicemia também é obtida com a infusao de morfina no terceiro ventriculo
cerebral nesta mesma espécie animal. No trabalho de 1974, Feldberg e Gupta
investigaram quais as regides cerebrais envolvidas na hiperglicemia induzida
pela morfina. Os resultados mostraram que a inje¢do de morfina no aqueduto e
no quarto ventriculo cerebral, em gatos ndo anestesiados, produz aumento
significativo nos niveis glicémicos. Tal efeito hiperglicemiante € também obtido
com a administracdo de morfina no espaco subaracndide. No entanto, somente
com administragdes de altas doses de morfina na cisterna magna foi possivel

observar a hiperglicemia induzida por essa droga.

Seguindo a mesma linha de pesquisa, Dey et al., em 1975, compararam
os efeitos da administracdo central de epinefrina e morfina em gatos
submetidos ou ndo a anestesia. Nesse trabalho, eles puderam observar que a
administrag@o intracerebroventricular tanto de adrenalina quanto de morfina
produz hiperglicemia. Tais resultados permitiram sugerir que o efeito
hiperglicemiante obtido pela estimulagcdo do sistema opiatérgico pode ser

dependente da ativagio do sistema nervoso simpatico.

A administragdo intracisternal de um potente andlogo da met-encefalina
conhecido como DALA (D-ala2-met-encefalinamida) em ratos machos adultos
aumenta as concentragdes plasmaticas de epinefrina e norepinefrina (VAN
LOON e APPEL, 1981). A injecdo de beta-endorfina pela mesma via de

administracdo produziu resposta muito maior do que aquelas observadas com
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a infus8o de DALA, para as catecolaminas estudadas. A beta-endorfina
também eleva os niveis plasmaticos de dopamina (VAN LOON et al., 1981). O
pré-tratamento com o bloqueador ganglionar clorisondamina inibiu 0 aumento
das trés catecolaminas induzido pela inje¢cdo intracisternal de beta-endorfina. A
administracdo sistémica da guanetidina bloqueia a resposta plasmatica da
norepinefrina a injecao intracerebral da beta-endorfina (APPEL et al., 1987).

A denervacgao bilateral da glandula adrenal bloqueou completamente a
resposta da epinefrina a beta-endorfina. Essa denervacdo adrenal também
inibiu a hiperglicemia induzida pela beta-endorfina (VAN LOON e APPEL,
1981). O efeito hiperglicémico da injecéo intracerebral de beta-endorfina foi
igualmente bloqueado pela administracdo de somatostatina (VAN LOON et al,,
1981). Esses dados sdo consistentes com a hipbétese que os opidides

aumentam a atividade simpatica central e periférica.

Além da estimulagdo e liberagdo das catecolaminas (epinefrina e
norepinefrina), a hiperglicemia induzida pela ativagdo do sistema opiatérgico
parece ser também dependente do aumento da produgdo de glicose hepatica,
secundaria a estimulagdo da quebra do glicogénio e da gliconeogénese e da

alteracao na secrec¢do enddécrina do pancreas.

A administracdo endovenosa de morfina produz hiperglicemia e eleva os
niveis plasmaticos de glucagon e insulina (JOHANSEN et al., 1992). A injecdo
de beta-endorfina, pela mesma via de administragdo, também produz aumento
significativo nas concentragcdes de glicose, giucagon e em menor extensdo a
insulina (REID e YEN, 1981). Tais resultados sugerem que os opibides
exercem papel regulador sobre as células alfa e beta pancreaticas, interferindo

na produgao hepatica de glicose.

Radosevich e colaboradores, em 1984, demonstraram que a
administracdo periférica de morfina produziu hiperglicemia em cé&es
alimentados e ndo anestesiados. Além desse efeito hiperglicémico, a morfina
promoveu aumento na producdo de glicose e diminuicdo no clearence desta

substancia, sem alterar a sua utilizacdo. Estes mesmos autores também
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observaram que inje¢des de morfina foram capazes de aumentar, de modo
significativo, os niveis de epinefrina e norepinefrina, bem como os niveis de
corticosterona. Nesse mesmo trabalho, foi demonstrado que a administragéo
deste opiaceo também elevou os niveis plasmaticos de glucagon.

Estudos in vitro tém demonstrado que o tratamento com morfina, em
ratos, produz aumento na sintese de glicose em preparagbes de tecido
hepatico, como resultado da indugcdo de enzimas gliconeogénicas e a
supressdo de piruvato quinase (WONG e YEUNG, 1981). Allan e
colaboradores, em 1983, observaram que peptideos opidides enddégenos como
a Leu-encefalina e a dinorfina (1-13) adicionados a hepatécitos de ratos
machos e alimentados estimulam a conversdo de [2-'*C]piruvato em glicose.
Tais peptideos também produziram aumento da taxa de glicogendlise, de modo
dose-dependente. Resultados semelhantes foram obtidos com a adicdo de

glucagon e epinefrina aos hepatocitos.

A [Leulencefalina em hepatécitos de ratos alimentados estimula a
quebra de glicogénio, através do aumento da atividade da fosforilase alfa. Cabe
ressaltar que esse efeito na atividade da fosforilase € um mecanismo calcio
dependente. Ou seja, na presenga de calcio a [Leu]encefalina, assim como a
dinorfina (1-13), elevam significativamente a atividade da fosforilase, enquanto
que na auséncia de calcio ocorre um efeito contrario ao descrito (LEACH e
TITHERADGE, 1986).

Além disso, a infusédo de [Leulencefalina em preparagao de hepatocitos
de ratos machos alimentados produz redugdo significativa na produgao de
lactato, quando comparada com as incubagdes de tecido hepatico oriundo de
animais controle, que receberam salina. A adig@o de glucagon também induz a
utilizagcdo de lactato pelas células hepaticas. Deste modo, os pesquisadores
sugeriram que a [Leulencefalina atua de maneira analoga a do glucagon,
participando do metabolismo hepatico de carboidratos, através da estimulagéo
da glicogendlise e gliconeogénese (LEACH et al., 1985). Todos estes estudos
levam a crer que os opidides podem agir diretamente no figado para estimular

a sintese de glicose.
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Clinicamente, o tramadol € um potente analgésico utilizado amplamente
no tratamento da dor intensa. Tal opidide & caracterizado por estimular os
receptores opatérgicos, especialmente os receptores do tipo mu. A
administragdo intravenosa de tramadol em ratos diabéticos, induzidos pelo uso
da estreptozotocina, reduziu de modo significativo a glicose plasmatica, sem
alterar o comportamento alimentar e o peso corpdreo dos mesmos. Tal efeito
hipoglicemiante do tramadol foi blogueado pela injecdo de naloxona e
naloxonazina (antagonista seletivo dos receptores mu-opidides) de maneira
dose-dependente. Além disso, tramadol promoveu aumento da absorcao de
glicose pelo musculo soleus e da sintese de glicogénio hepatico, de modo
dose-dependente (CHENG et al., 2001). Administracdo intravenosa de
loperamida, um outro agonista dos receptores mu-opidides, também reduz de

modo significativo a glicemia plasmatica de ratos diabéticos (LIU et al., 1999).

Como descrito anteriormente, os opidides também desempenham um
importante papel no controle do eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal. Diversos
estudos ja demonstraram que a administragdo de morfina, inclusive por via
intracerebroventricular, produz aumento significativo nos niveis de ACTH,
corticosterona e beta-endorfina. Cabe ressaltar que concentragbes elevadas de
ACTH estimulam a glandula supra-renal produzir e liberar glicocorticoides na
circulacdo sanguinea, elevando os niveis de glicose plasmatica (HARBUZ et
al., 1997).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Investigar a participacdo dos receptores opiatérgicos centrais do tipo
kappa na regulagdo da glicemia de ratos em jejum e submetidos ou n&o ao

estresse de contengéo.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Investigar o efeito da ativagdo farmacologica seletiva dos
receptores kappa-opidides centrais sobre os niveis de glicose
plasmatica de ratos submetidos a jejum,

e Observar o efeito do bloqueio farmacolégico seletivo dos
receptores kappa-opidides centrais sobre os niveis glicémicos de
ratos submetidos a jejum;

e Observar o efeito do bloqueio farmacoldgico seletivo dos
receptores kappa-opidides centrais sobre a hiperglicemia induzida
por estresse de contengdo em ratos submetidos a jejum

¢ Investigar o efeito da ativagdo farmacologica seletiva dos
receptores kappa-opidides centrais sobre os niveis de insulina

plasmatica em ratos submetidos a jejum;
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3 JUSTIFICATIVA

Desde a descoberta dos receptores opiatérgicos e das endorfinas, os
efeitos dos opidides endégenos e das drogas opiatérgicas no metabolismo da
glicose tém recebido muita atencdo. Os opiGides podem agir tanto na
modulacéo fisioldégica quanto farmacolégica da glicorregulagdo. No entanto, os
mecanismos e a importancia dessas modulagdes ainda ndo estdo bem
estabelecidos na literatura. Deste modo, investigar de que maneira o sistema
opiatérgico central, bem como seus receptores especificos, atuam no controle
da glicemia € de suma importancia para a ampliagdo dos conhecimentos

fisioldgicos e neurofarmacoldgicos.

A literatura tem demonstrado a participagdo dos receptores centrais
opiatérgicos do tipo mu na regulagdo da glicemia de ratos. Porém, os dados
com os receptores kappa-opidides ainda sdo muito incipientes e requerem
maiores investigagdes. Como citado anteriormente, os receptores opiatérgicos
dos ratos sdo aparentemente idénticos aos humanos, tanto na estrutura
molecular como nas repostas farmacolégicas e fisiolégicas. Desta maneira, a
realizacdo de estudos que visem investigar a participagdo dos receptores
kappa-opidides é de grande utilidade nas areas de clinica médica, metabologia
e diabetologia.
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4 METODOLOGIA

4.1 ANIMAIS

No presente estudo, utilizamos ratos machos da cepa Wistar, pesando
em torno de 200 a 250 gramas, oriundos do Biotério Setorial do Laboratério de
Neurociéncias do Instituto de Ciéncias da Saude da Universidade Federal da
Bahia. Tais animais foram mantidos em caixas individuais em sala com
temperatura (22-24°C) e luz controladas, com ciclo claro/escuro que se iniciava
as 07h00min e 19h00min respectivamente, com livre acesso a agua e racao
(Nuvital Nutrientes Ltda, Curitiba, Brasil) até o dia da sess&o experimental. Os
protocolos experimentais seguiram as normas estabelecidas pelo National
Institute of Health (USA).

4.2 PROCEDIMENTOS CIRURGICOS

Os ratos foram submetidos a canulagdo do terceiro ventriculo cerebral,
apos a anestesia geral com pentobarbital sodico (50mg/Kg), por via intra-
peritoneal. Nesse procedimento cirurgico, utilizaram-se canulas especiais
confeccionadas com agulhas hipodérmicas de ago inoxidavel com didmetro de
0,7 mm e comprimento padronizado de 15 mm. No intuito de prevenir possiveis
obstrugbes, as canulas foram ocluidas com mandris removiveis feitos a partir
de fios de acgo inoxidavel (Dentaurum). No procedimento estereotaxico de
canulagdo do terceiro ventriculo, as seguintes coordenadas foram adotadas:
antero-posterior 0,5 mm posterior ao bregma, lateral 0,0 mm e vertical 8,5 mm

abaixo da calota craniana.

As canulas foram fixadas ao cranio através da utilizacdo de acrilico
dentario autopolimerizante. Apos canulagdo estereotaxica, todos os ratos
receberam antibidtico veterinario profilatico (Pentabidtico. benzilpenicilina

benzatina; benzilpenicilina procaina; benzilpenicilina potassica;
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diidroestreptomicina base; estreptomicina base) na dose de 0,2 mL por via
intramuscular.

Um dia antes dos experimentos, foram implantados catéteres de silastic
na veia jugular externa direita dos ratos, de acordo com os procedimentos
descritos por Harms e Ojeda (1974). Tal catéter, preenchido com solugéo
salina heparinizada (25Ul/mL), foi conduzido, subcutaneamente, para a regido
dorsal do pescogo e entdo exteriorizado. Meia hora antes da sessédo
experimental, uma extensdo de polietiieno (PE 50) foi conectada a canula
jugular para permitir a realizagdo das coletas seriadas de sangue sem

manipulagdo dos animais.

No final das sessdes experimentais, os animais foram sacrificados
através da inalacdo de dioxido de carbono. O corante Blue Evans injetado no
terceiro ventriculo cerebral possibilitou a observagado do posicionamento da
canula. Somente os dados dos ratos que tiveram a canula localizada

corretamente no terceiro ventriculo cerebral foram analisados estatisticamente.

4.3 DROGAS E MICROINJEGOES

As seguintes drogas opiatérgicas foram utilizadas no presente trabalho:
ICI 199.441 (agonista especifico dos receptores kappa-opidides) e Nor-
binaltorfimina (nor-BNIi; antagonista seletivo dos receptores kappa-opiodides).
Todas essas drogas foram injetadas no terceiro ventriculo cerebral apés
diluicdo em solugdo salina isotdnica estéril, a qual também serviu como

controle.

As injegbes intracerebroventriculares foram realizadas com
microsseringas Hamilton (Hamilton Co. Inc.) conectadas, através de tubo de
polietileno (PE 10), a agulha do tipo Mizzy Slide Pak do tamanho da Cénula
guia. O volume de injegdo, sempre de 2 pl, foi administrado ao tempo de

noventa segundos.
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4.4 COLETAS SANGUINEAS

As coletas de sangue foram efetuadas nos tempos 0, 30, 60, 90 e 120
minutos, utilizando seringas de 1mL. O tempo zero constitui a amostra
sanguinea pré-droga (valores basais), ou seja, a amostra coletada
imediatamente antes das inje¢ées centrais. Em todos os outros tempos as
amostras foram coletadas apo6s a injeg¢ao intracerebroventricular das drogas. O
volume de sangue removido em cada tempo foi de 0.4 mL e, para evitar
hipovolemia, igual volume de solugéo salina heparinizada, a 37°C, foi utilizada
para reposi¢ao. Depois da centrifugacdo das amostras sanguineas, o plasma,
acondicionado em tubos Eppendorf, foi mantido a temperatura de 20°C
negativos até a dosagem da glicose. O método utilizado para tal dosagem foi a
da glicose oxidase, através de kits comerciais (Glucox 500) adquiridos da
DOLES (Goiania, Brasil).

Os niveis plasmaticos de insulina foram aferidos utilizando a técnica de
radioimunoensaio (RIA). Para esta mensuracdo, usamos kits de RIA
especificos para insulina de ratos adquiridos junto a Linco Research (St
Charles, MO, USA). Tal dosagem foi realizada na Universidade Federal de
Minas Gerais (UFMG), Departamento de Fisiologia e Biofisica, no Laboratério

de Endocrinologia e Farmacologia.

4.5 ESTRESSE DE CONTENGCAO

Os animais, imediatamente apds receberem inje¢cbes no terceiro
ventriculo cerebral do antagonista kappa-opidides (nor-BNI), foram submetidos
ao estresse de imobilizacdo. Nas sessbes experimentais com estresse, foi
utilizado um aparelho estressador constituido de tubos de PVC. Estes uitimos
possuem 20 cm de comprimento e 5 cm de didmetro intemo. Devido a estas
dimensdes, os tubos PVC promovem restricdes nos movimentos, sem causar
sinais aparentes de dor. Cada tubo foi ocluido na extremidade anterior por uma
tampa de PVC, a qual tem um orificio central que permite a passagem do

focinho, para que o animal possa respirar normalmente. Outra tampa com as
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mesmas caracteristicas da anterior foi adicionada na extremidade posterior,
permitindo passagem da cauda. Todos os tubos possuem uma abertura na
porcdo superior, proximo a extremidade anterior. Tal abertura permitiu a
exposicdo das canulas implantadas no 3° ventriculo e na veia jugular,
possibilitando, desta forma, as coletas sanguineas durante o estresse.

4.6 ANALISE ESTATISTICA

Para determinar os efeitos das drogas ou do veiculo (salina) nos niveis
glicémicos, as concentragdes de glicose plasmatica obtidas nos varios tempos
pos-drogas foram subtraidas daquelas mensuradas antes de cada tratamento
realizado. Os valores dos deltas resultantes dos diferentes tratamentos foram
analisados por meio de programa estatistico (SigmaStat for Windows, Jandel
Scientific, San Rafael, CA) que realiza analise de variancia (one way analysis of
variance — ANOVA) e, subseqiientemente, submete os dados ao pods-teste de
Student-Newman-Keuls. Os grupos foram considerados significativamente

diferentes quando p< 0,05.
4.7 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

A cirurgia de canulagdo esteriotaxica do terceiro ventriculo cerebral era
realizada imediatamente apdés a chegada dos animais ao laboratdrio,
provenientes do Biotério Setorial do Laboratorio de Neurociéncias. Apds o
término de tal procedimento cirdrgico, 0s animais permaneceram em caixas
individuais durante sete dias antes da realizagcdo das sessfes experimentais.
No sexto dia, contado a partir do momento da canulag&o do terceiro ventriculo,
catéteres de silastic foram implantados na veia jugular externa direita dos ratos,

sendo o experimento realizado no dia seguinte.

Os animais submetidos a jejum nao tiveram acesso a ragao por dezoito

horas antes da sesséo experimental, ou seja, retirou-se o alimento das gaiolas

individuais as 18h00min do dia anterior ao experimento. Cabe ressaltar que as
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sessbes experimentais tiveram inicio sempre as 12h00min, com a
administracdo intracerebroventricular das drogas anteriormente descritas. Em
todos os casos, foram colhidas amostras de sangue imediatamente antes da
injecdo central das drogas usadas, que serviram como controles pré-droga
(tempo Q). Imediatamente apds essa injegao, procederam-se as demais
coletas seriadas de sangue, nos tempos de 30, 60, 90 e 120 minutos. Os
animais dos grupos controles receberam injegcao intracerebroventricular de
solucdo salina isoténica nos mesmos moldes em que foram feitas as injegdes

centrais das drogas.

Ao término das sessfes experimentais, todas as amostras de sangue
foram imediatamente centrifugadas e o plasma estocado em freezer sob
temperatura de 20°C negativos, para posterior dosagem. Os animais foram
sacrificados com inalacdo de diéxido de carbono, e o corante Blue Evans
injetado intracerebroventricularmente permitiu a visualizagdo da localizacéo da
canula. Cabe ressaltar, mais uma vez, que apenas os dados dos animais que
tiveram a canula localizada corretamente no terceiro ventriculo foram

analisados estatisticamente.

4.8 PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL

Grupo Experimental |- Efeito da administragdo central do agonista dos

receptores kappa-opidides IClI 199.441 sobre a glicemia em ratos néo

estressados submetidos a jejum.

Trés diferentes grupos de  animais receberam injecao
intracerebroventricular de ICl 199.441 nas doses 0,02 (n= 11); 1,17 (n=08) e
4,68 nmol (n=16). As amostras de sangue foram colhidas nos tempos 0 minuto
(antes da injecdo do ICI 199.441) e apés 30, 60, 90 e 120 minutos da

administracdo da droga.
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Um grupo controle de animais (n=08) recebeu injec&o
intracerebroventricular de solugao salina isoténica sendo colhidas amostras de

sangue nos mesmos tempos dos grupos experimentais.

Grupo Experimental ll- Efeito do pré-tratamento farmacolégico dos

receptores kappa-opidides centrais pelo antagonista seletivo nor-BNI sobre a
glicemia em ratos ndo estressados submetidos a jejum e tratados com ICl
199.441.

Trés diferentes grupos de animais foram pré-tratados com injecao
intracerebroventricular de nor-BNI nas doses 0,04 (n=07); 0,08 (n=09) e 1,6
nmol (n= 08) e, posteriormente, receberam a dose mais eficaz do ICl 199.441,
verificada no grupo experimental . As amostras de sangue foram colhidas nos
tempos 0 minuto (antes da inje¢éo do nor-BNI) e apés 30, 60, 90 e 120 minutos

da administracéo da droga.

Um grupo controle de animais (n=09) recebeu injecdo
intracerebroventricular de solucdo salina isotonica seguida de ICl 199.441,
sendo colhidas amostras de sangue nos mesmos tempos dos grupos

experimentais.

Grupo Experimental lll- Efeito da administragdo central do antagonista

dos receptores kappa-opidides nor-BNI sobre a glicemia em ratos néo

estressados submetidos a jejum.

Trés diferentes grupos contendo oito animais cada receberam,
respectivamente, injecdo intracerebroventricular de nor-BNI nas doses 0,04;
0,08 e 1,6 nmol. As amostras de sangue foram colhidas nos tempos 0O minuto
(antes da injecdo do antagonista) e apdés 30, 60, 90 e 120 minutos da

administracdo da droga.

Um grupo controle de animais (n=08) recebeu injecdo
intracerebroventricular de solugcé&o salina isotdnica, colhendo-se amostras de

sangue nos mesmos tempos dos grupos experimentais.
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Grupo Experimental V- Efeito da administragdo central do antagonista

dos receptores kappa-opidides nor-BNI sobre a glicemia em ratos em jejum

submetidos ao estresse de contengao.

Trés diferentes grupos de  animais receberam injecéo
intracerebroventricular de nor-BNI nas doses 0,04 (n=10); 0,08 (n=09) e 1,6
nmol (n=11). Imediatamente ap6s a infusdo do nor-BNl os animais foram
submetidos ao estresse de contengdo. As amostras de sangue foram colhidas
nos tempos 0 minuto (antes da injecdo do antagonista) e apds 30, 60, 90 e 120

minutos da administragao da droga.

Um grupo controle de animais (n=10) recebeu injecéo
intracerebroventricular de solugdo salina isotdénica e foi submetido ao estresse
de contengdo. As amostras de sangue foram colhidas nos mesmos tempos dos

grupos experimentais.

Grupo Experimental V- Efeito da administragdo central do agonista dos

receptores kappa-opidides IClI 199.441 sobre a insulina em ratos néo

estressados submetidos a jejum.

Um grupo contendo vinte e cinco animais recebeu injecdo
intracerebroventricular de ICl 199.441 na dose de 4,68 nmol. As amostras de
sangue foram colhidas nos tempos 0 minuto (antes da injecéo do ICl 199.441)

e apo6s 60 e 120 minutos da administragdo da droga.

Um grupo controle de animais (n=15) recebeu injecdo
intracerebroventricular de solugéo salina isotdnica sendo colhidas amostras de

sangue Nos mesmos tempos dos grupos experimentais.
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5 RESULTADOS

5.1 GRUPO EXPERIMENTAL |

Como se pode observar na figura 1, os animais controles nao
estressados e submetidos a privagdo alimentar de dezoito horas, que
receberam injecdo intracerebroventricular de solugcdo salina isotbnica, nao
apresentaram, como esperado, variagdes significativas dos niveis glicémicos.
Entretanto, a administragdo no terceiro ventriculo cerebral do agonista seletivo
dos receptores opiatérgicos do tipo kappa (ICl 199.441) promoveu aumento,
estatisticamente significativo, dos niveis glicémicos dos ratos quando tais niveis
sdo comparados com os do grupo controle que recebeu solugdo salina

isotonica.

No grupo que recebeu inje¢ao intracerebroventricular de ICl 199.441 na
dose de 0,02 nmol nota-se efeito hiperglicemiante significativo que se
manifesta apenas no final da sessdo experimental, ao tempo de 120 minutos.
Diversamente, nos ratos que receberam esta droga nas doses de 1,17 nmol e
4,68 nmol, foi possivel observar aumento significativo dos niveis glicémicos. A
resposta hiperglicémica obtida com a administragdo do agonista kappa opidide
nas doses intermediaria e maior pode ser observada aos 60 minutos,

extendendo-se por todo o periodo experimental.
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FIGURA 1: efeitos das inje¢des, no terceiro ventriculo cerebral, de ICl 199.441, em
diferentes doses, ou salina sobre os niveis glicémicos de ratos Wistar machos em
jejum. As concentracdes plasmaticas de glicose pré-inje¢cdo e o numero de animais
em cada grupo mostrado no grafico acima foram de salina 78,1 + 4,37 n=08; ICI
199.441 0,02 nmol 1046 + 2,10 n=11; ICl 199.441 1,17 nmol 101,6 + 2,98 n=08;
ICl 199.441 4,68 nmol 99,3 + 2,05 n=16. Resultados foram expressos em mg/dl
(média+EPM) dos valores numéricos correspondentes aos deltas de variagcdo da
glicemia em relagédo aos valores basais pré-injecdo. Resultados da ANOVA para
cada periodo de tempo foram F(3,39)= 2,54 p= 0,07 aos 30 min; F(3,39)= 5,75 p=
0,002 aos 60 min; F(3,39)= 4,40 p= 0,009 aos 90 min; F(3,39)= 5,86 p= 0,002 aos
120min. Os asteriscos indicam diferenca estatisticamente significativa (Pos-teste
de Student-Nuwann-Keuls; p<0,05) entre os grupos que receberam ICl 199.441 em
relagéo ao grupo que recebeu salina.
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5.2 GRUPO EXPERIMENTAL I

Como se pode ver na figura 2, nos animais controles pré-tratados com
solugdo salina isotdnica, a administragdo intracerebroventricular do agonista
seletivo kappa-opidide (ICl 199.441), na dose mais eficaz observada no grupo
experimental | (4,68nmol), promoveu aumento significativo dos niveis
glicémicos. Assim, como demonstrado no set experimental anterior, a
estimulagado central dos receptores opiatérgicos do tipo kappa pelo ICl 19.441
produz hiperglicemia. Esta resposta hiperglicémica observada apés a
administracdo de ICI 199.441 em ratos em jejum e n&o-estressados €
bloqgueada quando os animais sdo pré-tratados com o antagonista seletivo

kappa opidide nor-BNI.

No grupo experimental que recebeu a maior dose desse antagonista
(0,16 nmol), o blogqueic da resposta hiperglicémica ao IC! 199.441 ¢ evidente
desde o0 inicio da sessao experimental até o final, ao tempo 120 minutos. Com
a injecdo da nor-BNI na dose intermediaria (0,08 nmol), o bloqueio da
hiperglicemia induzida pelo agonista kappa-opidide foi observado até o tempo
90 minutos. A nor-BNI quando administrada na dose de 0,04 nmol foi capaz de
bloquear significativamente a hiperglicemia, apenas nos tempos 30 e 60

minutos.

Cabe destacar que no tempo 90 minutos as concentragdes glicémicas
dos ratos que receberam a nor-BNI nas doses 0,16 e 0,08 nmol sé&o
significativamente menos elevadas do que aquelas apresentadas pelos animais
aos quais foi administrada esta droga na dose de 0,04 nmol. No tempo 120
minutos, observa-se que os valores glicémicos apresentados pelos animais que
receberam nor-BNI na dose 0,16 nmol foram significativamente menores do
que os niveis de glicemia apresentados pelo grupo de animais que receberam

este mesmo composto na dose de 0,04 nmol.
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FIGURA 2: efeito do pré-tratamento central com a nor-binaltorfimina, em diferentes
doses, ou salina na hiperglicemia obtida pela administracdo do ICl 199.441 na
dose de 4,68 nmol. As concentragdes plasmaticas de glicose pré-inje¢do e o
numero de animais em cada grupo mostrado no grafico acima foram de salina+ICl
199.441 4,68 nmol 118,9 + 3,62 n=09; nor-BNI 0,04 nmol+ICl 199.441 4,68 nmol
105,9 + 3,97 n=07; nor-BNI 0,08 nmol+ICl 199.441 4,68 nmol 125,3 + 4,70 n=09;
nor-BNI 0,16 nmol + ICl 199.441 4,68 nmol 113,0 + 4,66 n=08. Dados expressos
em mg/dl (média+EPM) dos valores numéricos correspondentes aos deltas de
variagdo da glicemia em relagdo aos valores basais pré-injegdo. Resultados
ANOVA para cada periodo de tempo foram F(3,29)= 4,26 p= 0,01 aos 30 min;
F(3,29)= 9,29 p= 0,0002 aos 60 min; F(3,29)= 10,5 p= <0,0001 aos 90 min;
F(3,29)= 41 p= 0,001 aos 120min. Os asteriscos indicam diferenca
estatisticamente significativa (Pés-teste de Student-Nuwann-Keuls; p<0,05) entre o
grupo que recebeu o pré-tratamento com salina (controles) e os animais pré-
tratados com nor-binaltorfimina em diferentes doses. O simbolo R representa
diferenca, estatisticamente significativa, entre as dose do nor-BNI; 0,08 e 0,16
nmol com a dose de 0,04 nmol aos 90 minutos; 0,16 nmol com a dose 0,04 nmol
aos 120 minutos.
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5.3 GRUPO EXPERIMENTAL Ili

Como se pode observar na figura 3, os animais controles néo-
estressados, em jejum, que receberam solugdo salina isotdnica no terceiro
ventriculo cerebral, ndo apresentaram variagdes glicémicas significativas ao
longo de todo o periodo experimental. Assim como a inje¢do de salina, a
administragcdo intracerebroventricular isolada do antagonista seletivo dos
receptores kappa-opidides (nor-BNl) nao foi capaz de promover alteracées
significativas nos niveis glicémicos de ratos submetidos a jejum. Tanto a
injecdo de nor-BNI na dose de 0,04 nmol quanto a administragdo desta
droga nas doses intermediaria (0,08 nmol) e maior (0,16 nmol) ndo alteram,

de modo estatisticamente significativo, a glicose plasmatica dos animais.
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FIGURA 3: efeitos das administragées no terceiro ventriculo cerebral de nor-
binaltorfimina, em diferentes doses, ou salina sobre os niveis glicémicos de ratos
Wistar machos em jejum. As concentragoes plasmaticas de glicose pré-injecao e o
numero de animais em cada grupo mostrado no grafico acima foram de salina
105,4 £+ 4,07 n=08; nor-BNI 0,04 nmol 111,9 + 3,0 n=08; nor-BNI 0,08 nmol 109,6 +
3,39 n=08; nor-BNI 0,16 nmol 129,9 + 4,30 n=08. Dados expressos em mg/d|
(média+EPM) dos valores numéricos correspondentes aos deltas de variagcao da
glicemia em relagdo aos valores basais pré-injecdo. Resultados ANOVA para cada
periodo de tempo foram F(3,28)= 0,601 p= 0,6197 aos 30 min; F(3,28)= 0,408 p=
0,7484 aos 60 min; F(3,28)= 1,04 p= 0,3889 aos 90 min; F(3,28)= 1,91 p= 0,1501
aos 120min. Os asteriscos indicam diferenca estatisticamente significativa (Pos-
teste de Student-Nuwann-Keuls; p<0,05) entre os grupos que receberam nor-
binaltorfimina em relagao ao grupo que recebeu salina.
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5.4 GRUPO EXPERIMENTAL IV

A figura 4 torna evidente que nos animais controles em jejum, a
administracao intracerebroventricular de solugido salina isotdnica seguida pelo
estresse de contengdo produz hiperglicemia. Ou seja, o estresse de contengao
causa aumento estatisticamente significativo nas concentragcbes de glicose
plasmatica dos ratos quando comparadas com as concentragdes glicémicas de
animais controles ndo estressados que também receberam solugdo salina
isoténica. A iniecdo central do antagonista seletivo dos receptores kappa-
opidides (nor-BNI), imediatamente antes do estresse de contengao foi incapaz

de reduzir a resposta hiperglicémica induzida pelo estresse de contengdo. A

aaministracdo de nor-BNI nas doses de 0,08 e §,16 nmol que promoveram
bloqueio da hiperglicemia induzida pela estimulacdo central dos receptores
kappa-opidides nao reduziu o efeito hiperglicemiante do estresse de contencéo.
A injecdo de nor-BNI na dose mais elevada utilizada nesse estudo (0,32 nmol)
foi também incapaz de diminuir a hiperglicemia gerada pelo estresse de

contengao.
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FIGURA 4: efeitos das inje¢gdes, no terceiro ventriculo cerebral, da nor-
binaltorfimina, em diferentes doses, ou salina sobre a hiperglicemia induzida pelo
estresse de contengdo em ratos Wistar machos em jejum. As concentragées
plasmaticas de glicose pré-injecdo e o numero de animais em cada grupo
mostrado no grafico acima foram de salina 83,8 + 2,42 n=10; nor-BN| 0,08 nmol
104,8 + 3,17 n=10; nor-BNI 0,16 nmol 92,3 + 2,64 n=09; nor-BNI 0,32 nmol 97,2 +
3,86 n=11. Dados expressos em mg/dl (média+tEPM) dos valores numéricos
correspondentes aos deltas de variagdo da glicemia em relagao aos valores basais
pré-injecdo. Resultados ANOVA para cada periodo de tempo foram F(3,36)= 1,46
p= 0,2415 aos 30 min; F(3,36)= 1,35 p= 0,2727 aos 60 min; F(3,36)= 1,02 p=
0,3962 aos 90 min; F(3,36)= 1,72 p= 0,1807 aos 120min. Os asteriscos indicam
diferenca estatisticamente significativa (Pés-teste de Student-Nuwann-Keuls;
p<0,05) entre os grupos que receberam nor-binaltorfimina em relagdo ao grupo
que recebeu salina.
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5.5 GRUPO EXPERIMENTAL V

Como evidente na figura 5 e a semelhanca do que é observado nas
sessbes experimentais | e I, os animais controles nao-estressados,
submetidos a jejum, que receberam solucdo salina isotbnica no terceiro
ventriculo cerebral, ndo apresentaram alteragées significativas nas
concentragdes plasmaticas de insulina nos tempos estudados. A administragcéo
central do agonista seletivo kappa-opidide (ICl 199.441), na dose em que se
observou resposta hiperglicémica mais potente no experimento anterior (4,68
nmol), ndo altera de modo significativo os niveis plasmaticos de insulina de
ratos em jejum, quando tais niveis sdo comparados com aqueles dos animais
controles gue receberam solugdo salina isotdnica. Mesmo apés duas horas da
administracdo do ICl 199.441 no terceiro ventriculo cerebral de ratos nao foi
possivel observar alteragdes significativas nas concentragbes plasmaticas de

insulina.
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FIGURA 5: efeito da injecao no terceiro ventriculo cerebral de ICl 199.441, na dose de
4,48 nmol, ou salina sobre os niveis plasmaticos de insulina de ratos Wistar machos
em jejum. Dados expressos em ng/dl (média+EPM) dos valores absolutos em cada
tempo salina: 0.829+0.1761 aos 0 minutos; 0.53530.0664 aos 60 minutos;
0.53040.0616 aos 120minutos; IClI 199.441 0.628+0.0680 aos 0 minutos;
0.485+0.0351 aos 60 minutos; 0.489+0.0399 aos 120 minutos. Resultados ANOVA por
tempo foram: Tempo 0’ F(1,39) = 1,55 P = 0,22, Tempo 60’ F(1,39) = 0,536 P = 0,47,
Tempo 120° F(1,39) = 0,346 P = 0,56. Os asteriscos indicam diferenca
estatisticamente significativa (Pés-teste de Student-Nuwann-Keuls; p<0,05) entre os
grupos que receberam ICl 199.441 em relagao ao grupo que recebeu salina.
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6 DISCUSSAO

Os resultados obtidos no presente trabalho revelam achados inéditos
sobre a participacdo do sistema opiatérgico central e seus receptores
especificos na glicorregulacédo. Neste estudo demonstramos que a estimulacéo
dos receptores kappa-opibides centrais, através da inje¢do do agonista seletivo
ICl 199.441 no terceiro ventriculo cerebral de ratos em jejum, produziu
aumento significativo dos niveis de glicose plasmatica. Nas trés doses
estudadas (0,02, 1,177 e 468 nmol), o ICI 199.441 administrado
intracerebroventricularmente foi capaz de promover aumento significativo na
glicemia de ratos em jejum ndo submetidos ao estresse de contencgdo. A
resposta hiperglicemiante mais potente foi observada com a injecdo do ICI
199.441 na dose de 4,68 nmol e, deste modo, tal dose foi escolhida para ser

utilizada nos experimentos subsequentes.

O efeito hiperglicémico produzido pela ativagdo central dos receptores
kappa-opidides foi blogueado, de maneira estatisticamente significativa, pelo
pré-tratamento central com o antagonista seletivo para os receptores
opiatérgicos do tipo kappa, a nor-binaltorfimina. Cabe destacar que, a
administracdo da nor-binaltorfimina na maior dose (0,16 nmol) foi capaz de
bloquear o efeito hiperglicémico do ICl 199.441 (4,68 nmol) durante todo o

periodo experimental, ou seja, do tempo 30 aos 120 minutos.

A nor-binaltorfimina, administrada isoladamente no terceiro ventriculo
cerebral, ndo alterou de modo significativo os niveis glicémicos de ratos em
jejum ndo estressados, nas trés doses estudadas. A injecdo de nor-
binaltorfimina imediatamente antes do estresse de contencdo foi incapaz de
reduzir a hiperglicemia produzida pelo estresse de contengc&o. Apesar de
alterar a glicemia de ratos em jejum, o ICl 199.441 ndo modifica de modo

significativo, as concentragdes plasmaticas de insulina.

O papel dos subtipos de receptores opiatérgicos centrais na regulagao

da glicemia tem sido muito pouco estudado, se considerarmos a importancia
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das drogas opiatérgicas na pratica médica. A quantidade de trabalhos
disponiveis na literatura que investigam a pariicipacdo dos receptores
opiatérgicos centrais do tipo kappa na glicorregulacido é ainda mais escassa, o
que dificulta a analise comparativa dos dados obtidos no presente estudo.
Diante destes fatos, podemos afirmar que nosso trabalho representa uma das
poucas referéncias que analisa a importancia dos receptores kappa-opidides

centrais no controle da homeostase glicémica.

De qualquer maneira, o efeito hiperglicémico induzido pela ativagédo dos
receptores kappa-oipioides centrais era esperado, visto que outros trabalhos ja
demonstraram que a estimulagdo central do sistema opiatérgico, utilizando
drogas agonistas ndo especificas, produz hiperglicemia (BORISON et al,
1962). A morfina, por exemplo, que estimula de modo n&o seletivo os
receptores opiatérgicos, quando administrada tanto por via periférica
(RADOSEVICH et al, 1984) quanto em regides especificas do SNC
(FELDBERG e GUPTA, 1974) produz aumento significativo dos niveis
plasmaticos de glicose. A injecdo da morfina por via intracerebroventricular
também causa hiperglicemia em animais (FELDBERG e SHALIGRAM, 1972).

Outro estudo demonstrou que a administragcdo endovenosa de morfina
produz hiperglicemia em ratos. Descreve-se ainda que o efeito hiperglicemiante
dessa droga foi observado dos primeiros cinco até vinte e cinco minutos apos
sua injegdo. Entretanto, quando a morfina foi infundida dez minutos depois da
administracdo de naloxona (antagonista n&o seletivo dos receptores
opiatérgicos) ndo houve aumento significativo nos niveis plasmaticos de
glicose. Ou seja, a resposta hiperglicémica induzida pela morfina foi
efetivamente abolida pelo pré-tratamento com a naloxona (JOHANSEN et al.,
1992).

A beta-endorfina, que estimula os receptores opiatérgicos do tipo ,
também produz hiperglicemia quando administrada no terceiro ventriculo
cerebral em ratos. Tanto a naloxona (antagonista nao seletivo dos receptores
opiatérgicos) quanto a beta-funaltrexamina (antagonista seletivo dos receptores

u -opidides) bloquearam a hiperglicemia induzida pela beta-endorfina (GUNION
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et al, 1991). Em ratos, a injegcdo intracisternal de beta-endorfina causa
aumento das concentragbes plasmaticas de glicose, de maneira dose
dependente. Neste estudo, a hiperglicemia induzida pela administracdo de
beta-endorfina na dose de 7,25 nmol tem inicio nos primeiros sete minutos do
experimento e perdura por duas horas e trinta minutos (APPEL et al., 1987).
Em nossas sessbGes experimentais, foi observado que a injecédo
intracerebroventricular do ICl 199.441 na maior dose (4,68 nmol) também

produz efeito hiperglicémico que dura até duas horas apos sua administracao.

Assim como no trabalho descrito acima, em nosso estudo as drogas
opiatérgicas foram administradas no terceiro ventriculo cerebral de ratos. A
duracdo da resposta hiperglicemiante obtida pela estimulagao dos receptores
kappa-opidides centrais foi muito semelhante aquela observada apds a
ativacao dos receptores opiatérgicos do tipo p centrais. Isto parece sugerir que
a estimulagdo farmacoldgica de ambos os tipos de receptores opidides parece
deflagrar mecanismos centrais de indugdo da resposta hiperglicémica que sdo

similares.

Gunion e colaboradores (1991) mostraram que a estimulagdo seletiva
dos receptores pu-opidides centrais resulta em hiperglicemia. Esse efeito
hiperglicemiante da administracdo do agonista p-opidide especifico, DAGO
(Tyr-D-Ala-Gly-N-methyl-Phe-Gly-ol), no terceiro ventriculo cerebral foi
revertido pelo pré-tratamento com a beta-funaltrexamina, antagonista seletivo
dos receptores do tipo y. A semelhanga do que observaram estes autores, em
nosso estudo também demonstramos que o pré-tratamento central com o
antagonista kappa-opidide seletivo, nor-binaltorfimina, em diferentes doses,
bloqueia de modo significativo o aumento glicémico induzido pela injegao do ICl

199.441 no terceiro ventriculo cerebral de ratos em jejum.

Todos os dados descritos até o momento demonstram que o sistema
opiatérgico participa ativamente na glicorregulacdo. No entanto, a participagé&o
dos receptores kappa-opidides centrais neste fendbmeno permanece obscura.
Deste modo, nosso trabalho contribuiu para esclarecer o papel seletivo dos

receptores opiatérgicos centrais na regulagdo da homeostase da glicose. Por
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serem agonista e antagonista altamente seletivos para os receptores
opiatérgicos do tipo kappa, os resultados obtidos neste estudo sugerem que

tais receptores participam seletivamente na glicorregulacgao.

Apesar da administracdo intracerebroventricular do ICI 199.441
promover hiperglicemia em ratos, este agonista seletivo dos receptores kappa-
opidides ndo altera de maneira significativa a insulina plasmatica de ratos em
jejum, quando comparado com as concentragdes plasmaticas de insulina dos
animais controles que receberam solucdo salina isotdnica. Mesmo com a
injecdo do ICI 199.441 na dose (4,68 nmol) que promoveu o efeito
hiperglicémico mais potente, observado no grupo experimental |, n&o foi
possivel observar alteragbes estatisticamente significativas nos niveis

plasmaticos de insulina.

Os dados obtidos no grupo experimental V permitem sugerir que a
hiperglicemia induzida pela estimulacdo dos receptores kappa-opidides centrais
pode ser decorrente da ndo elevagdo das concentragbes plasmaticas de
insulina. Sabe-se que niveis plasmaticos elevados de glicose estimulam, como
mecanismo contra-regulatorio, a liberagdo pancreatica de insulina, mantendo,
portanto, as concentragdes glicémicas na faixa de normalidade. A ativacdo
farmacologica kappa-opidide central pode ter inibido este arco reflexo
enddcrino, fazendo com que a glicemia se elevasse pela auséncia do

mecanismo contra-regulatorio acima exposto.

Estudos in vivo tém demonstrado que administragbes endovenosas de

o
7

S Kappa-opidides) nado alteram
niveis basais de insulina, em camundogos. Na presenca de glicose e
terbutalina (compostos que estimulam a secrecdo de insulina) a dinorfina A
também foi incapaz de alterar a liberagdo desse hormdnio pancreatico
(AHREN, 1989).

Giugliano (1984) sugeriu que em estudos animais in vivo, a hiperglicemia
induzida pela administragéo central de agonistas opiatérgicos ou de peptideos

opidides enddgenos € resultante da agdo direta do sistema nervoso simpatico e
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da inibicdo da secrec¢do de insulina. Em estudos com administragéo periférica,
0 aumento nas concentragdes plasmaticas de glicose é obtido pela estimulagéo
da secrecéo pancreatica de glucagon. E descrito na literatura que a secregéo
pancreatica de insulina € dependente ndo somente da concentragdo plasmatica
de glicose, como também da estimulag&o do sistema nervoso parassimpatico.
Além disso, a ativacio do sistema simpatico promove inibicdo na liberacio de

insulina.

Sabe-se que o nivel plasmatico de glicose € continuamente regulado
pelo sistema nervoso autdnomo (SNA), através de acdes diretas sobre o figado
e pancreas, que participam da regulacido do metabolismo. Deste modo,
independente do perfil alimentar do animal, o SNA equilibra a produgéo e o
consumo de glicose, mantendo os niveis glicémicos dentro da faixa de
normalidade. Ja foi demonstrada a existéncia de inervacédo autondmica no
pancreas. A estimulacédo elétrica do nervo vago e dos nervos esplénicos
altera as secre¢des pancreaticas de insulina e glucagon, além de modificar
o débito hepatico de glicose (SMYTHE et al., 1989).

Além de regular a resposta do organismo ao estresse, o hipotalamo é
considerado a principal regido do SNC que atua na glicorregulagao,
especialmente o hipotadlamo ventromedial (HVM) e o hipotalamo lateral (HL)
(SHIMAZU, 1979, 1981). E descrito que o HVM possui neurénios
glicossensitivos, os quais respondem a hipoglicemia pela ativagcdo autondmica
simpatica. Uma vez estimulado, o sistema nervoso simpatico atua no figado e
pancreas, modulando respostas hiperglicemiantes. Por outro lado, o HL faz
conexdo com o sistema parassimpatico, via multiplas projegcdes para os
nucleos do trato solitario e dorsomotor do vago. Esses ramos, entdo, alcancam
o figado e o pancreas onde vao influenciar a glicemia (SHIMAZU, 1983). Deste
modo, efeitos hiperglicemiantes como aumento das concentragdes plasmaticas
de glucagon e a glicogendlise hepatica sdo provocadas em ratos pela
estimulacao elétrica do HVM. Ja a area lateral hipotalamica, quando estimulada
eletricamente, produz hipoglicemia, sendo capaz de reduzir a gliconeogénese
hepatica (OOMURA e KITA, 1981).
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Appel e colaboradores (1987) demonstraram que a injegao intracisternal
de beta-endorfina aumenta, de maneira dose-dependente, a glicemia de ratos.
Nesses animais, a beta-endorfina elevou as concentragbes plasmaticas de
catecolaminas (epinefrina e norepinefrina) e glucagon, sem alterar os niveis de
insulina. Tais autores também observaram que a hiperglicemia induzida pela
estimulacéo dos receptores p-opidides € revertida pelo bloqueio glanglionar
feito pela clorisondamina, demonstrando a participacdo do sistema auténomo

simpatico na glicorregulagao.

Além da glicorregulagdo, o sistema simpatico atua em outros parametros
fisiolégicos influenciados pelo sistema opiatérgico, por exemplo, a funcgéo renal.
A administragéo intracerebroventricular de agonistas seletivos dos receptores
opiatérgicos do tipo kappa, como U 69593, U-50488H e dinorfina A (1-17),
produz aumento significativo do fluxo urinario e da atividade do nervo simpatico
renal e reducao estatisticamente significativa da excre¢éo urinaria de sddio em
ratos. O efeito diurético e a atividade simpatica do nervo renal produzida pela
estimulagdo kappa-opidide sdo bloqueados pelo pré-tratamento central dos
animais com a nor-binaltorfimina (CRAFT et al.,, 2000, KAPUSTA e OBIH,
1993). Acredita-se que as respostas diurética e antinatriurética dos receptores
kappa-opidides sdo dependentes da inibicdo da secrecdo de vasopressina
(LEANDER et al.,, 1985) e da estimulagdo do sistema nervoso simpatico
respectivamente (KAPUSTA e OBIH, 1993).

Diante dos resultados obtidos no presente estudo e das informagdes
encontradas na literatura, acreditamos que o aumento da glicemia promovido
pela estimulagdo dos receptores kappa-opibides centrais possa ser dependente
da ativacdo do sistema nervoso simpatico. Cabe salientar que as drogas
opiatérgicas utilizadas neste trabalho foram injetadas no terceiro ventriculo
cerebral, regido do SNC muito préoxima aos nucleos hipotalamicos, os quais,
conforme descrito anteriormente, sdo considerados areas centrais no controle

da glicemia.

Os multiplos mecanismos de controle do metabolismo intermediario,

tanto em nivel central quanto periférico, tendem a induzir aumento da produgao
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hepatica de glicose as custas do aumento da neoglicogénese, em animais em
jejum, e da glicogendlise em animais alimentados. Como no presente trabalho
os animais foram submetidos a privacdo alimentar, sugerimos que a
hiperglicemia obtida pela estimulacdo kappa-opidide central possa ser
resultante da ativagdo da gliconeogénse hepatica induzida pelo sistema

nervoso simpatico.

A administragdo intracerebroventricular de  nor-binaltorfimina
(antagonista seletivo dos receptores kappa-opidides) ndo altera
significativamente a glicemia em ratos, quando os resultados foram
comparados aos de animais controle que receberam solugao salina isoténica.
Mesmo na dose mais alta, a nor-binaltorfimina (0,16 nmol) foi incapaz de
promover alteracbes estatisticamente significativas nas concentragdes
plasmaticas de glicose. Este dado é extremamente importante para demonstrar
que os resultados obtidos nesse trabalho s&o decorrentes da acgéo
farmacologica sobre os receptores kappa-opidides centrais. Ou seja, a
auséncia de efeito observado apds o0 bloqueio seletivo dos receptores
opiatérgicos do tipo kappa revela a inexisténcia de um ténus endbdgeno

regulando a glicemia em ratos.

Contudo, ndo podemos excluir que em outras situagcbes que n&o o
controle dos niveis glicémicos basais o componente kappa-opidide central
possa desempenhar um papel fisiolégico importante ou que um aumento na
dose do antagonista opidide empregado pudesse ter sido necessario para
demonstrar o componente de ténus opidide endégeno atuando na
glicorregulagdo que, nas condigdes experimentais que usamos, deixou de ser

demonstrado.

A literatura demonstra que o estresse induz aumento significativo nos
niveis plasmaticos de glicose. Acredita-se que a hiperglicemia induzida pelo
estresse € decorrente da ativagdo do eixo hipotamo-hipdéfise-adrenal. O
hipotdlamo consiste na principal regidgo do SNC que atua na resposta
adaptativa do organismo ao estresse. Os neurdnios CRH-érgicos localizados

especialmente no nucleo paraventricular do hipotdlamo (PVN) estimulam a
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secrecdo de ACTH pela hipdfise anterior. O ACTH circulante atua no cértex da
gléandula supra-renal onde induz a liberagéo de corticosterona. Sabe-se que a
corticosterona estimula a secrecao de glicocorticoides que possuem efeitos
diabetogénicos importantes. Além disso, niveis elevados de corticosterona
aumentam de modo significativo a produgdo hepatica de glicose. A
corticosterona &€ também responsavel por inibir a secrecdo de insulina pelas
células beta-pancreaticas, elevando os niveis plasmaticos de glicose (ADAM e
EPEL, 2007).

Existem evidéncias de que os receptores mu, delta e kappa estao
envolvidos nas respostas adaptativas do organismo ao estresse, regulando o
eixo hipotalamo-hipofise-adrenal. Tais observacées sdo reforcadas pela
presenca dos peptideos opidides enddgencs, encefalina e dinorfina, em
regibes hipotaldmicas (WATSON et al, 1982). O agonista seletivo dos
receptores opiatérgicos do tipo kappa, U50488H, eleva os niveis plasmaticos
de corticosterona, quando injetado por via intraperitoneal. Em ratos
hipofisectomizados, o U50488H n&o aumentou, de modo significativo, as
concentragbes plasmaticas de corticosterona (SMRITI et al.,, 1986). Mellon e
Bayer (1998) também observaram que a nor-binaltorfimina n&o foi capaz de
bloguear 0 aumento dos niveis plasmaticos de corticosterona induzido pela
morfina. O efeito redutor sobre as concentragbes de corticosterona s6 foi obtido
com a administragdo do antagonista seletivo dos receptores p-opioides,

conhecido com CTOP.

Em nosso laboratério, ja demonstramos que o estresse de contengéo
oduz efeito hiperglicémico em ratos {(CARVALHO et al,, 2002). No presente
estudo, os resultados foram semelhantes aqueles obtidos em trabalhos
anteriores. Ou seja, 0 estresse de contengdo também causou potente
hiperglicemia nos animais que receberam injegdes de solucdo salina isotonica
no terceiro ventriculo cerebral. Entretanto, o bloqueio farmacolégico seletivo
dos receptores kappa-opidides, imediatamente antes do estresse de

contencéo, foi incapaz de reduzir a hiperglicemia induzida pelo estresse.
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Parece, portanto, que no estresse de contencdo, considerado de média
intensidade, o componente kappa-opidide central ndo & importante para a
deflagracéo da resposta hiperglicemiante em animais. Contudo, em outros tipos
de estresse considerados de mais alta intensidade, como o de imobilizagdo, a
participacdo dos receptores kappa-opidides pode ser evidenciada. Suh e
colaboradores (2000) demonstraram que o estresse de imobilizagdo causa
potente analgesia em ratos. Além disso, esta resposta analgésica é mediada
pelos receptores opiatérgicos do tipo kappa, j& que a analgesia presente nesta
situacdo foi bloqueada pela administragdo intratecal ou intracerebroventricular
de nor-binaltorfimina. Este € um indicio de que em tipos de estresse mais
potentes do que o estresse de contengdo mecanismo(s) kappa-opiodide(s)

glicorregulatério(s) central(ais) possa(m) vir a ser demonstrado(s).

Coventry e colaboradores (2001) observaram que o efeito estimulatério
da morfina sobre os niveis plasmaticos de corticosterona nio foi alterado pelo
pré-tratamento com a endomorfina do tipo 1 (EM-1). Além disso, em situagéo
de estresse de contencgdo, os niveis de EM-1 e endomorfina tipo 2 (EM-2) ndo
sdo modificados significativamente, quando comparados com as concentragbes
de EM-1 e EM-2 em animais ndo submetidos ao estresse. Esses dados
sugerem que no estresse de contencdo, o componente p-opiGide central

parece também néo participar da regulagdo da secrecdo de corticosterona.

Fica evidente que a regulagado glicémica também é influenciada pelos
neurotransmissores peptidérgicos centrais. Sugere-se que a hiperglicemia
obtida pela estimulacdo das vias opiatérgicas centrais e, como demonstrado
nesse trabalho, pela ativagdo dos receptores kappa-opidides centrais se da
principalmente devido ao aumento da atividade simpatica periférica,
especialmente resuitante da liberagdo adrenal de catecolaminas e dos efeitos
diretos de opidides sobre a secregcdo de hormonios pancreaticos, ja que a
administracdo de determinados opiaceos pode inibir a liberagéo de insulina. Em
estudos mais cronicos, a participagdo do eixo hipotalamo-hipofise-adrenal na
hiperglicemia induzida pela estimulagdo opiatérgica deve ser destacado. No
entanto, tal hipétese ndo pode ser descartada em estudos agudos, como o

desenvolvido no presente trabalho.
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7 CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos neste trabalho podemos concluir que a
estimulagdo farmacolégica dos receptores kappa-opidides centrais produz
aumento significativo dos niveis glicémicos de ratos ndo estressados e

submetidos a jejum.

Portanto, é factivel concluir que, nesta espécie animal, a ativacdo deste
subtipo de receptor opiatérgico central deflagra, de alguma forma, mecanismos

periféricos responsaveis por gerar resposta hiperglicémica.

Além disto, a integridade funcional dos receptores kappa-opidides
centrais parece ndo ser necessaria para a deflagragdo da resposta
hiperglicémica apdés o estresse de imobilizacdo, desde que o bloqueio

farmacologico destes receptores nao foi capaz de interferir neste processo.

A resposta hiperglicémica gerada apos a estimulagdo dos receptores
kappa-opidides centrais cursa sem elevagao dos niveis de insulina plasmatica,
o que pode sugerir que algum mecanismo de inibicdo da resposta
hiperinsulinémica frente a hiperglicemia seja responsavel pela elevacdo das

concentragdes plasmaticas de glicose nesta circunstancia.

Entretanto, a estimulagdo central desses receptores opiatérgicos néo
altera, de modo significativo, as concentragbes plasmaticas de insulina em

ratos submetidos a jejum.

E possivel que esta inibicdo da elevagdo dos niveis plasmaticos de
insulina frente a hiperglicemia possa ser devida a estimulagdo simpatica
periférica, a qual poderia ser também o fator periférico que deflagra a
hiperglicemia apos a estimulagdo do componente kappa-opidide central.
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