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RESUMO 

 

Os opióides endógenos estão envolvidos na analgesia, termorregulação e respostas 

fisiológicas a vários estímulos estressantes, como infecção, estresse psicológico e hipóxia. 

Os receptores mu e kappa no hipotálamo desempenham um papel na febre induzida por 

endotoxina e anapirexia induzida por hipoxia (resposta oposta à febre), respectivamente. 

Além disso, a substância cinzenta periaquedutal (PAG), que expressa ambos os receptores 

mu e kappa, está envolvida na defesa e respostas de termorregulação. Assim, nossa 

hipótese é que os receptores opióides mu e kappa na PAG modulam a febre induzida por 

contenção em ratos, ativando e inibindo esta resposta, respectivamente. Para este fim, a 

temperatura corporal (Tc) e o índice de perda de calor (IPC; inferência para a 

conservação/perda de calor) e o consumo de oxigênio (V� O�; inferência para a termogênese) 

de ratos Wistar não anestesiados submetidos ou não ao estresse contenção, foi monitorado 

antes e depois microinjeção intra-PAG do antagonista seletivo do receptor opióide mu 

(CTAP; 1 e 10 µg/ 100 nL/ animal), antagonista seletivo do receptor opióide kappa (nor-

BNI; 1 e 4 µg/ 100 nL/ animal) ou veículo (solução salina; 100 nL / animal). A 

microinjeção de CTAP ou nor-BNI não alterou a Tc ou IPC dos animais em eutermia.  

Durante o estresse de contenção, a Tc aumentou em todos os grupos de animais. No 

entanto, este efeito foi significativamente menor no grupo de animais tratados com CTAP, 

e significativamente maior em animais tratados com nor-BNI. Nenhum tratamento afetou o 

IPC, mas o CTAP diminuiu a termogênese e o nor-BNI aumentou a termogênese. Os 

resultados indicam que os receptores opióides mu e kappa na PAG de ratos desempenham 

um papel pirogênico e antipirético, respectivamente, durante a febre induzida pelo estresse 

de contenção e estes receptores na PAG podem não ser essenciais para a manutenção de Tc 

durante eutermia. 

 

Palavras-chave: temperatura corporal, índice de perda de calor, consumo de oxigênio, 

receptores opióides, nor-BNI, CTAP 



 

ABSTRACT 

 

The endogenous opioids are involved in analgesia, thermoregulation and 

physiological responses to various stressful stimuli such as infection, psychological stress 

and hypoxia. The mu and kappa receptors in the hypothalamus play a role in endotoxin-

induced fever and hypoxia-induced anapyrexia (opposite response to fever), respectively. 

In addition, periaqueductal gray (PAG), which express both mu and kappa receptors, is 

involved in defence and thermoregulatory responses. Thus, our hypothesis is that mu and 

kappa opioid receptors in the PAG modulate the restraint-induced fever in rats by 

activating and inhibiting this response, respectively. To this end, body temperature (Tb) 

and heat loss index (HLI; inference for heat conservation/loss) and oxygen consumption 

(V� O�; inference for thermogenesis) of unanesthetized Wistar rats submitted or not to 

restraint stress, was monitored before and after intra-PAG microinjection of the selective 

mu opioid receptor antagonist (CTAP; 1 and 10 µg/ 100 nL/ animal), the selective kappa-

opioid receptor antagonist (nor-BNI; 1 and 4 µg/ 100 nL/ animal), or vehicle (saline; 100 

nL/ animal). CTAP and nor-BNI did not change the Tb or the HLI of the animals in 

euthermia. During the restraint stress, Tb increased in all groups of animals. However, this 

effect was significantly lower in animals treated with CTAP, and significantly higher in 

animals treated with nor-BNI. No treatment affected HLI, but CTAP decreased 

thermogenesis and nor-BNI increased thermogenesis. The results indicate that the mu and 

kappa opioid receptors in the PAG of rats play a pyrogenic and antipyretic role, 

respectively, during fever induced by restraint stress and these receptors in PAG may not 

be essential for the maintenance of Tb during euthermia. 

 

Keywords: body temperature, heat loss index, oxygen consumption, opioid receptors, nor-

BNI, CTAP 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1. REGULAÇÃO DA TEMPERATURA CORPORAL 

A temperatura é um dos principais fatores ambientais que afetam os animais 

(RANDALL et al., 2000). Desse modo, a manutenção da temperatura corporal (Tc) dentro 

de certos limites, por meio de mecanismos termorreguladores é extremamente importante 

para a sua sobrevivência, uma vez que ela tem forte influência sobre os parâmetros 

fisiológicos e bioquímicos, como a atividade enzimática (LEHNINGER, 2000), função 

imunológica (WENISCH et al., 1996), contratilidade muscular (WASSERTROM e 

VITES, 1999), atividade neuronial (AIHARA et al., 2001), entre outras, e também pelo 

fato da vida dos animais limitar-se a uma faixa restrita de temperaturas, sendo que alguns 

suportam um intervalo de variação bem limitado, enquanto outros toleram um intervalo 

mais amplo (SCHMIDT-NIELSEN, 2002). A Tc além de influenciar vários parâmetros 

também pode ser influenciada por vários estímulos ambientais, como a temperatura 

ambiente (Ta). 

A maioria das espécies endotérmicas (mamíferos e aves), as quais dependem de 

uma fonte interna de energia térmica (metabolismo) para manter sua Tc aproximadamente 

constante em função das flutuações da Ta, regulam a Tc por meio de mecanismos 

termorreguladores autonômicos e comportamentais, que são involuntários e voluntários, 

respectivamente. Já os vertebrados ectotérmicos (peixes, anfíbios e répteis), os quais 

dependem de uma fonte externa de energia térmica (radiação solar, por exemplo), regulam 

sua Tc essencialmente por meio de mudanças comportamentais, pois diferente dos 

endotermos, em geral apresentam redução da taxa metabólica e do isolamento térmico 

(BÍCEGO et al., 2007) 

Os mecanismos termorreguladores podem ser divididos nos mecanismos de ganho 

(conservação e produção) e os de perda de energia térmica (BRANCO et al., 2005; 

GUYTON e HALL, 2006). Nos mamíferos, a conservação de energia térmica ocorre 

principalmente por vasoconstrição periférica e piloereção, embora alguns animais possuam 

outros artifícios como mecanismo contracorrente de fluxo sanguíneo periférico e/ou 

camada subcutânea de gordura (BÍCEGO et al., 2007). Já os mecanismos de produção de 

energia térmica, além da resultante do metabolismo basal (termogênese obrigatória), 

podem ser dependentes ou não do tremor da musculatura esquelética (termogênese 

facultativa) frente a condições de frio. Neste caso, são definidas a termogênese por tremor 
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da musculatura esquelética estriada, principal forma de produção de calor em humanos 

adultos e na maioria dos grandes mamíferos, e a termogênese independente de tremor, pelo 

tecido adiposo marrom, nos mamíferos placentários, que é muito importante para os de 

pequeno tamanho, recém-nascidos e para os aclimatados ao frio, sendo presente também 

em adultos humanos (MACKOWIAK, 1998; BRANCO et al., 2005; GUYTON e HALL, 

2006; NEDERGAARD et al., 2007). Finalmente, os mecanismos de perda de energia 

térmica são divididos em perda seca (vasodilatação periférica) e perda evaporativa de calor 

como sudorese (humanos, equinos, bovinos, entre outros), ofegação (cães, gatos, ovelhas, 

aves) e o comportamento de espalhar saliva sobre os pêlos (roedores e alguns marsupiais) 

(GUYTON e HALL, 2006; BÍCEGO et al., 2007). 

Enquanto os mecanismos termorreguladores autonômicos (involuntários) de ganho 

e de perda de energia térmica permitem que o organismo evite grandes variações da sua Tc 

numa ampla faixa térmica ambiental, o mecanismo termorregulador comportamental, 

considerado o mais antigo na escala filogenética, está relacionado com a procura por um 

ambiente quente ou frio, contato com superfícies quentes ou frias, adoção de posturas 

corporais (encolhidas ou estiradas) que facilitem ou evitem a troca de calor do animal com 

o ambiente.  O mecanismo comportamental é considerado o mais econômico e, portanto de 

importância vital para os animais (BÍCEGO et al., 2007).  

As respostas dos organismos às variações agudas da Ta são essencialmente reguladas 

por mecanismos neurais de retroalimentação (feedback) e de regulação por antecipação 

(feedforward) envolvendo regiões e circuitos do SNC, como o hipotálamo (KANOSUE et 

al., 2010). A área pré-óptica do hipotálamo anterior (APO), localizada no diencéfalo dos 

vertebrados, é uma considerada uma das principais regiões encefálicas envolvidas na 

termorregulação de mamíferos e talvez de todos os vertebrados, uma vez que ela é uma 

região termossensível, pois detecta as alterações térmicas locais, além de termointegradora, 

já que recebe informações térmicas de várias regiões do organismo por meio dos 

receptores periféricos (LEPKOVSKY et al., 1968; LILLYWHITE, 1971; BERK e 

HEATH; 1975; BOULANT, 1998; BICEGO et al., 2007). 

A APO contém neurônios sensíveis a variação de temperatura (cerca de 20% dos 

neurônios da APO), que são sensíveis à variação da própria temperatura hipotalâmica e 

recebem informações sinápticas aferentes dos termorreceptores. Esses neurônios ativam 

mecanismos de perda de energia térmica e inibem mecanismos de produção de energia 

térmica. Os neurônios insensíveis a variações de temperatura (cerca de 75% do total), por 
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outro lado, apresentam pouca ou nenhuma mudança na sua atividade espontânea frente a 

alterações na temperatura local e não recebem informações aferentes da periferia 

(BOULANT, 1998; 2006; GRIFFIN et al., 2001), quando a temperatura é reduzida, a 

frequência dos neurônios sensíveis a temperatura é reduzida, prevalecendo a dos  

neurônios insensíveis, os quais se conectam por meio de sinapses inibitórias e excitatórias 

e com os neurônios efetores de perda e produçãode energia térmica respectivamente, 

controlando a Tc no frio e exercendo importante papel como sinal de referência para a ação 

dos neurônios termossensíveis (BOULANT, 1998; 2000; 2006).  

É importante mencionar que a APO apresenta conexões com várias outras regiões do 

encéfalo envolvidas na ativação dos mecanismos termorreguladores efetores tais como 

locus coeruleus, hipotálamo dorsomedial (DMH), núcleos da Raphe (MORRISON e 

NAKAMURA, 2011) e substância cinzenta periaquedutal (YOSHIDA et al., 2002). 

 

1.2. FEBRE POR AGENTES INFECCIOSOS E POR ESTRESSE PSICOGÊNICO 

São descritos e conhecidos cinco estados térmicos: a eutermia, em que o animal 

apresenta a Tc típica da espécie, em repouso, podendo empregar ou não energia metabólica 

extra, isto é, além daquela já consumida pelo metabolismo basal, para a manutenção da Tc. 

Se ocorrer aumento ou redução extremos da Ta, a Tc pode acompanhar essas  alterações e 

não mais se manter em eutermia, mesmo com a ativação de mecanismos de perda ou de 

ganho de energia térmica, caracterizando os estados de hipertermia e hipotermia, 

respectivamente, que são falhas do sistema termorregulador em manter o estado eutérmico 

(cf. BÍCEGO et al. 2007). Os outros dois estados térmicos são alterações reguladas da Tc 

(febre e anapirexia). Na anapirexia ocorre ativação de mecanismos de perda de energia 

térmica para reduzir a Tc, ao contrário do estado de hipotermia (GORDON, 2001; 

STEINER e BRANCO, 2002). Na febre os mecanismos de ganho de energia térmica são 

ativados para elevar a Tc, ocorrendo uma ativação de mecanismos de produção 

(termogênese) e conservação de energia térmica e da inibição de mecanismos de perda de 

energia térmica, o contrário da hipertermia (KLUGER, 1991; COOPER, 1995). 

De acordo com o Glossary of Terms For Thermal Physiology (2001), a febre é um 

estado de temperatura interna elevada, que é muitas vezes, mas não necessariamente, parte 

das respostas defensivas de organismos para a invasão de microorganismos ou matéria 

inanimada reconhecida como patogênica ou estranha ao organismo. A febre também pode 
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resultar de uma condição idiopática do corpo, ou seja, que não possui uma causa conhecida 

e também pode ser causada pelo estresse emocional. 

A febre acompanha a maioria dos estados infecciosos virais ou bacterianos e essa 

elevação da Tc durante a infecção além de ser um dos primeiros sinais da condição 

patológica (componente da resposta de fase aguda), traz vários benefícios ao organismo, 

como o aumento da eficiência do sistema imune e da sobrevivência. Com poucas exceções, 

tanto vertebrados endotérmicos quanto ectotérmicos (bem como invertebrados) 

desenvolvem febre em resposta à injeção de pirogênios exógenos, tais como 

lipopolissacarídeo (LPS; endotoxina), vírus, bactérias gram-positivas e levedura (BÍCEGO 

et al., 2007). O LPS, que é a forma mais purificada de um composto a partir da parede 

celular de bactérias gram-negativas, geralmente Escherichia coli, tem sido amplamente 

utilizado para induzir febre em animais experimentais. Esta ampla distribuição da resposta 

febril entre os animais reforça a hipótese de que a febre tem uma história filogenética 

bastante antiga e que deve ter evoluído como um meio de aumentar a eficiência das 

respostas de defesa a infecções (KLUGER, 1991; BÍCEGO et al., 2007). 

A febre é iniciada pela entrada de pirogênios exógenos dentro do corpo, como 

microorganismos invasores que atuam sobre as células do sistema imune, e induzem a 

produção de pirogênios endógenos. São reconhecidos como pirogênios endógenos as  

citocinas pró-inflamatórias, tais como IL-1β, IL-6, TNF-α, IFN-α, e MIP-1 (KLUGER, 

1991). E as prostaglandinas (PG), especialmente a E2, são mediadores, na APO, da 

resposta febril induzida por pirogênios exógenos, como LPS, e endógenos, como as 

citocinas (BLATTEIS e SEHIC, 1997; BLATTEIS, 2006). Além disso, opióides 

endógenos atuando em receptores mu no SNC parecem ser essenciais para a resposta febril 

ao LPS em ratos, sendo liberados simultaneamente à síntese de PG e ativando vias 

independentes desta (FRAGA et al., 2008). 

Vários estudos têm revelado que não somente agentes pirogênicos podem induzir 

febre, mas também o estresse psicológico pode afetar a Tc levando ao que é geralmente 

chamado de febre psicogênica (FALCON-LESSES, 1930; OKA et al., 1998; OKA et al., 

2001, OKA, 2015), podendo também ser chamada de febre induzida por estresse 

psicológico (De PAULA et al., 2000; ENDO e SHIRAKI, 2000; SOSZYNSKI, 2001; 

STEINER et al., 2003), ou febre emocional (CABANAC e DARDASHTI, 1999; 

SOSZYNSKI, 2006). Alguns autores denominam a febre psicogênica de hipertermia 

induzida por estresse (ZETHOF, 1995; VAN DER HEYDEN et al., 1997; PELOSO et al., 
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2002). Outros autores, entretanto, consideram essa denominação errônea já que parece 

haver várias evidencias indicando que o aumento na Tc induzido por estresse é uma 

resposta regulada, ao invés de um aumento de Tc passivo e forçado, pois é acompanhado 

pela ativação dos mecanismos de conserrvação de calor (vasoconstrição periférica), além 

de não ser afetado pela Ta (CABANAC e DARDASHTI, 1999; De PAULA et al., 2000; 

OKA et al., 2001; VIANNA e CARRIVE, 2005; SOSZYNSKI, 2006; MARKS et al., 

2009). 

Em muitas espécies, o estresse psicológico resulta em aumento agudo da Tc. Por 

exemplo, estudos com humanos mostram que não apenas os ritmos circadianos alteram a 

Tc, mas também avaliações, filmes e torneios elevam a temperatura corporal em torno de 

1º C (KLEITMAN, 1945; RENBOURN, 1960; BRIESE, 1995; GOTSEY e IVANOV, 

1950; MARAZZITI et al, 1992; FALCON-LESSES, 1930). O estresse da manipulação, a 

exposição a ambientes novos ou campo aberto, mudança de gaiolas, contenção, exposição 

a animais dominantes ou intrusos pode elevar a Tc de ratos e camundongos em até 2 °C 

(STEWART e EIKELBOOM, 1979; SHIBATA e NAGASAKA, 1982, 1984; SINGER et 

al., 1986; BORSINI et al.,1989; MORLEY et al., 1990; ZETHOF et al., 1994; 

SOSZYNSKI et al., 1998; BUTTERWECK et al., 2003; OKA et al., 2003; 

LKHAGVASUREN et al., 2014; MOHAMMED et al., 2014). Um fenômeno semelhante é 

observado em outras espécies, incluindo coelhos (YOKOI, 1966;  SNOW e HORITA, 

1982), musaranhos (KOHLHAUSE et al., 2011; SCHMELTING et al., 2014), ovinos 

(PEDERNERA-ROMANO et al., 2010), esquilos (MUCHLINSKI et al., 1998; LEE et al., 

2000), chimpanzés (PARR et al., 2000), impalas (MEYER et al., 2008), patos (GRAY et 

al., 2008) e pombos (BITTENCOURT et al., 2015).   

Um aumento na Tc também foi observado em répteis, em que a termorregulação é 

alcançada somente por meio da seleção de temperaturas ambientes adequadas a sua 

demanda metabólica. Quando lagartos são manuseados, tais animais deslocam-se para uma 

lâmpada infravermelha para elevar sua Tc, de modo semelhante a quando são infectados 

por bactérias, sugerindo que as respostas febris a estímulos emocionais, assim como a 

estímulos infecciosos tem uma origem filogenética antiga (CABANAC e GOSSELIN, 

1993).  

Algumas evidências recentes indicam que o aumento da Tc induzido por estresse 

apresenta mecanismos similares aos da febre induzida por endotoxina, com a participação 

de pirogênios endógenos como  citocinas (IL-1�, IL-6) e prostaglandinas (PGE2) 
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(SINGER, 1986; KLUGER et al., 1987; LEMAY et al., 1990; MINAMI et al., 1991; OKA 

et al, 2001) e de mediadores antipiréticos, como o óxido nítrico e os glicocorticóides, como 

a corticosterona (De PAULA et al., 2000; OKA et al, 2001; SANCHES et al., 2003; 

SORIANO e BRANCO, 2010). Outros possíveis mediadores desta resposta febril seriam 

os opióides endógenos (OKA et al, 2001). 

Já foi visto que o aumento de temperatura induzido pelo estresse psicológico altera 

a atividade dos neurônios termossensíveis no APO, pela produção local de PGE2, uma vez 

que o estresse psicológico ativa os neurônios noradrenérgicos no locus coeruleus (OKA et 

al, 2001), e a liberação de noradrenalina no hipotálamo estimula a síntese da PGE2 

(FELEDER et al., 2007), como ocorre após injeção sistêmica de LPS  (ALMEIDA et 

al., 2004). Além disso, foi visto que respostas vasomotoras (vasoconstrição) ajudam no 

aumento da Tc, e o ambiente frio não diminui a elevação da Tc, como ocorre na 

hipertermia. Dessa forma, esse aumento Tc pelo estresse psicológico é regulado e 

considerado uma verdadeira febre (BRIESE e CABANAC, 1991). 

É bem estabelecido que a febre induzida por endotoxina é o resultado da ação de 

agentes pirogênicos e antipiréticos endógenos atuando em regiões específicas do encéfalo 

(STEINER et al., 2002; BÍCEGO et al., 2007). Também a resposta oposta à febre, a 

anapirexia, é resultado de ações de agentes indutores e inibidores de tal resposta 

(BRANCO et al., 2006; SCARPELLINI et al., 2009). Talvez a febre induzida por estresse 

psicogênico também possa apresentar tal modulação estimuladora e inibitória em sítios 

específicos do encéfalo, nesse caso os receptores opióides mu e kappa, numa região 

específica do SNC, como a PAG, uma vez que nada se sabe como isso ocorre nessa região. 

 

1.3. SISTEMA OPIÓIDE E TERMORREGULAÇÃO 

 Os opióides (sintéticos ou endógenos) são moléculas consideradas com ação 

semelhante à morfina, que é sintética (FERREIRA e FACCIONE, 2005), sendo que nos 

opióides endógenos estão incluídas as encefalinas (envolvidas também em respostas de 

estresse), dinorfinas e endorfinas (JORDAN e DEVI, 1998). Estas moléculas ligam-se aos 

receptores opióides - um grupo de receptores acoplados à proteína G (FERREIRA e 

FACCIONE, 2005), sendo que o sistema opióide endógeno está envolvido em vários 

processos fisiológicos, incluindo a regulação da Tc (GELLER et al., 1983; GELLER et al., 
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1986; ADLER e GELLER, 1988; BODNAR e KLEIN, 2005; SCARPELLINI et al., 2009) 

e as respostas de estresse (AKIL et al., 1984).   

Três distintos receptores opióides, mu, kappa e delta foram identificados (JAMES E 

GOLDSTEIN, 1984; KOSTERLITZ, 1985; PATERSON, 1983), cada um possuindo 

diferentes propriedades fisiológicas e farmacológicas (JORDAN e DEVI, 1998), sendo 

todos eles bloqueados pela naloxona, um antagonista não seletivo de receptores opióides 

(FERREIRA e FACCIONE, 2005). Estes receptores da membrana celular, acoplados à 

proteína G, quando são estimulados por um fármaco opióide, podem inibir a enzima 

adenilato ciclase, reduzindo a concentração intracelular de adenosil monofosfato cíclico 

(AMPc). Ocorrendo o fechamento dos canais de cálcio voltagem dependentes nas 

terminações pré-sinápticas, reduzindo a liberação de neurotransmissores e ainda a ativação 

dos receptores opióides na membrana pós-sináptica promove um efluxo de K+, causando 

uma hiperpolarização do neurônio, bloqueando parcialmente a transmissão do estímulo, 

como o estímulo doloroso, por exemplo (JORDAN e DEVI, 1999). 

Em relação à termoregulação, a ativação de receptores mu causa aumento da Tc 

(SPENCER et al., 1988; HANDLER et al., 1992) enquanto que agonistas kappa induzem 

redução na Tc (CAVICCHINI et al., 1988; SPENCER et al., 1988). Por outro lado, os 

dados relativos aos receptores delta são controversos, podendo ocorrer hipotermia, 

hipotermia seguida por hipertermia ou nenhum efeito in vivo (SPENCER et al., 1988; 

BROCCARDO e IMPROTA, 1992; HANDLER et al., 1992; RAWLS e COWAN, 2006). 

Foi demonstrado no nosso laboratório a participação dos receptores opióides da APO na 

anapirexia (resposta de queda regulada da Tc, oposta à febre) induzida por hipóxia e foi 

observado  que os receptores kappa estão envolvidos na indução da anapirexia enquanto os 

receptores mu e delta são importantes para o retorno da Tc ao estado de eutermia 

normóxica pós-hipóxia (SCARPELLINI et al., 2009).  

O sistema opióide parece estar envolvido na febre induzida por pirogênios uma vez 

que a ocorre o aumento da concentração β-endorfina (CARR et al., 1982) no sistema 

nervoso central, particularmente no hipotálamo (TSAI et al., 2003), durante a fase de 

aumento da Tc na febre pirogênica, e diminuição durante o retorno ao estado de eutermia 

(MURPHY e LIPTON, 1983). Neste contexto, receptores opióides mu no encéfalo 

parecem desempenhar um papel chave no desenvolvimento da febre induzida por LPS 

(BENAMAR et al, 2000; BENAMAR et al., 2005; FRAGA et al, 2008) e por pirogênios 
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endógenos tais como TNF-alfa, IL-6, endotelina-1 e proteína inflamatória de macrófago-1 

(MIP-1) (FRAGA et al., 2008). 

Na literatura, existem dados controversos a respeito da participação dos receptores 

e peptídeos opióides no aumento da Tc induzido por estresse psicológico (OKA et al., 

2001, OKA, 2015). Em experimentos conduzidos por Vidal et al. (1983), a naloxona 

(antagonista não específico de receptores opióides) não bloqueou o aumento na Tc 

induzido por estresse de exposição a campo aberto. Porém, Pae et al. (1985) descobriram 

que a injeção de naltrexona, outro antagonista não seletivo de receptor opióide, na APO, 

bloqueia o aumento a Tc induzido por estresse de manipulação, sugerindo que a β-

endorfina liberada pela hipófise age nos receptores opióides da APO, aumentando a Tc. 

Dessa forma é possível que peptídeos opióides sejam liberados no encéfalo durante o 

estresse psicológico e produzam febre psicogênica e uma modulação dessa febre pode 

ocorrer em diferentes tipos de receptores opióides, como o mu e o kappa. 

1.4. SUBSTÂNCIA CINZENTA PERIAQUEDUTAL (PAG) E 

TERMORREGULAÇÃO 

Há várias regiões no tronco encefálico envolvidas na regulação da Tc, dentre elas, a 

substância cinzenta periaquedutal (PAG), cuja ativação induz resposta hipertérmica 

(TSENG et al., 1980). A PAG é um grupo de células organizadas em quatro colunas 

longitudinais (dorsomedial, dorsolateral, lateral e ventrolateral) em volta do aqueduto 

mesencefálico, chamado de aqueduto de Sylvius (Figura 1), as quais variam em forma e 

tamanho ao longo do eixo rostrocaudal (CARRIVE, 2000) e diferem em características 

imunohistoquímicas, densidade de diversos receptores (incluindo os opióides), conexões e 

funções (CARRIVE, 1993; BANDLER e SHIPLEY, 1994; BANDLER e KEAY, 1996). 
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Figura 1. Esquemas de cortes coronais ao longo das colunas longitudinais da substância cinzenta 

periaquedutal (PAG), retirados do atlas de Paxinos e Watson, 2005. DMPAG= PAG dorsomedial; DLPAG= 

PAG dorsolateral; LPAG= PAG lateral; VLPAG= PAG ventrotlateral; Aq= aqueduto. Os números abaixo 

das imagens indicam as distâncias caudais em relação ao bregma (em milímetros). 

 

A PAG é reconhecidamente envolvida na regulação neurovegetativa de 

comportamentos de defesa (DEL-BEN e GRAEFF, 2009), além de ter participação no 

controle de nocicepção, analgesia, medo, ansiedade, vocalização, lordose (posição adotada 

pela fêmea para a cópula), controle cardiorrespiratório e termorregulação (BEHBEHANI, 

1995; ZHANG et al., 2007; NAKAMURA e MORRISSON, 2007; LOPES et al., 2012). 

A PAG recebe aferências e envia eferências para diferentes áreas motoras, 

sensoriais, autonômicas e límbicas (SAWCHENKO et al., 1983; BEITZ, 1990; BANDLER 

e DEPAULIS, 1991; CANTERAS e SWANSON, 1992; NOLAN e WALDROP, 1993; 

MORRISON, 2001; SEWARDS e SEWARDS, 2002; McNAUGHTON e CORR, 2004). 

Dessa forma a PAG está conectada  a circuitos neurais responsáveis por modulações 

fisiológicas essenciais para a sobrevivência do organismo, justificando o seu envolvimento 

em diversas funções, sendo considerada uma estrutura heterogênea e de alta complexidade. 

Existem evidências de sinalização da PAG induzida pelo aquecimento local da 

APO (YOSHIDA et al., 2002). Além disso, estudo utilizando o marcador retrógrado 

cholera toxin-b e imunohistoquímica para c-Fos, demonstrou que a PAG rostral de ratos 
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expostos ao calor recebe inputs do núcleo pre-óptico mediano (MnPO), área envolvida em 

respostas de perda de calor (YOSHIDA et al., 2005). Corroborando esse dado, foi 

demonstrado que a estimulação química da porção rostral da PAG causa vasodilatação 

cutânea da cauda de ratos, importante resposta de perda de calor nesses animais (ZHANG 

et al., 1997 a, b). Por outro lado, no mesmo estudo de YOSHIDA et al. (2005), verificou-se 

que a PAG caudal de ratos submetidos ao frio recebe inputs de neurônios do hipotálamo 

dorsomedial (DMH), região envolvida na ativação de termogênese (YOSHIDA et al., 

2005). Além disso, estimulação da porção ventrolateral caudal da PAG estimula a 

termogênese independente de tremor no tecido adiposo marrom (CHEN et al., 2002). 

Todos esses dados juntos indicam importante participação da PAG nas vias eferentes da 

termorregulação autonômica.  

Uma vez que a PAG contém β-endorfina (FINLEY et al., 1981) e apresenta uma 

densidade significativa de receptores opiódes (LAW et al., 1979, LINNMAN et al, 2012), 

especialmente mu e kappa (GUTSTEIN et al., 1998), é possível que, além de modificara 

sensação da dor, os opióides endógenos presentes nesta região possam ter um papel 

importante no controle da Tc (TSENG et al., 1980; GRIFFITHS et al., 1983). Desse modo, 

torna-se importante investigar a ação dos receptores mu e kappa da PAG na febre por 

estresse psicogênico e baseado nisso a hipótese do trabalho é de que os receptores mu e 

kappa dessa região participam da febre induzida por estresse de contenção física em ratos.
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2. OBJETIVO 

O objetivo deste estudo foi investigar a participação dos receptores opióides mu e 

kappa da substância cinzenta periaquedutal (PAG) dorsal de ratos na febre induzida por 

estresse de contenção. 

 

2.1. OBJETIVO ESPECÍFICO 

Para testar a hipótese, foi verificado efeito da microinjeção dos antagonistas 

seletivos para receptores mu (CTAP) e kappa (nor-BNI), intra-PAG na temperatura 

corporal e nos termoefetores para a perda de calor (índice de perda de calor) e para a 

termogênese (consumo de oxigênio) de animais submetidos ou não ao estresse de 

contenção.  
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1. ANIMAIS 

Os experimentos foram realizados com ratos Wistar, pesando de 250 a 280 g. Os 

animais foram acondicionados em câmara ventilada com controle de temperatura (mantida 

a 24 – 26ºC) e ar filtrado (ALE 9902001: Alesco, Monte Mor, SP, Brasil), sendo 

submetidos a um ciclo claro:escuro de 12/12 h (as luzes do biotério eram ligadas às 06:30 h 

e desligadas às 18:30 h). Os animais tiveram livre acesso à água e ração, exceto durante a 

realização dos experimentos, os quais foram realizados entre 9:00 h e 12:00 h na fase clara, 

no Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal da Faculdade de Ciências Agrárias e 

Veterinárias da UNESP Campus de Jaboticabal. O estudo foi conduzido de acordo com as 

diretrizes do Conselho Nacional de Controle de Experimentação Animal (CONCEA) e 

com a aprovação da Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA) da FCAV/Unesp, 

protocolo nº 007094/13. 

 

3.2. FÁRMACOS UTILIZADOS 

O antagonista seletivo para receptores mu, CTAP (D-Phe-Cys-Tyr-D-Trp-Arg-Thr-

Pen-Thr-NH2 ciclic, peso molecular: 1104,30 g, Sigma-Aldrich, Brasil) nas doses de 1 e 10 

µg/ 100 nL/ animal (9,1 mol/ L e 91 mol/ L respectivamente), e o antagonista seletivo para 

receptores kappa, nor-BNI (nor-binaltorphimine dihydrochloride, peso molecular: 734.71 

g, Sigma-Aldrich, Brasil), nas doses de 1 e 4 µg/ 100 nL/ animal (13,6 mol/ L e 54,4 mol/ 

L respectivamente). As doses dos antagonistas foram determinadas em experimentos 

pilotos e baseada em estudos prévios (BENAMAR et al., 2000; SALMI et al., 2003; 

SCARPELLINI et al., 2009).  

 

3.3. CIRURGIAS 

Os animais foram anestesiados com injeção intraperitoneal de cloridrato de 

cetamina e xilazina (100 e 10 mg/ kg, respectivamente) e fixados em um estereotáxico 

(Kopf Instruments, Kent, Inglaterra). Uma cânula guia de aço inoxidável (0,6 mm de 

diâmetro e 12 mm de comprimento) foi implantada 2 mm acima da PAG dorsal (PAG 

dorsomedial e dorsolateral), de acordo com as coordenadas adaptadas do atlas de Paxinos e 
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Watson (2005): angulação da torre: 22º para esquerda, + 1.1 mm a partir do lambda,  +1,9 

mm lateral, -3,2 mm dorso-ventral a partir do crânio, e barra do incisivo a -2,5 mm. A 

cânula foi fixada ao crânio por meio de parafusos e acrílico dental. Um mandril foi 

mantido dentro da cânula para prevenir oclusão da cânula e infecção.  

Cada animal foi retirado do estereotáxico e submetido a uma laparotomia 

paramediana para inserção de um sensor armazenador de temperatura (SubCue 

Dataloggers, Calgary, Canadá) na cavidade abdominal. Após as intervenções cirúrgicas, os 

animais foram tratados com uma injeção intramuscular de antibiótico (enrofloxacino, 10 

mg/ kg), e uma injeção subcutânea de anti-inflamatório não-estereoidal (flunixina 

meglumina 2,5 mg/ kg). O tempo de recuperação pós-cirurgia foi de 6 a 7 dias.  

 

3.4. MICROINJEÇÕES 

As microinjeções foram realizadas em ratos não anestesiados utilizando-se uma 

seringa Hamilton de 1 µL e uma agulha dental de injeção (Mizzy, 200 µm diâmetro 

externo) conectadas por um tubo de polietileno PE-10. A agulha era 2 mm mais longa 

do que a cânula guia, permitindo contato com a região de interesse apenas no momento 

da injeção, que foi feita utilizando-se um aparelho de microinjeção (modelo 310, 

Stoelting CO., IL, EUA; Figura 2). Foi injetado um volume de 100 nL de veículo ou 

antagonista durante 30 seg, sendo a agulha removida da cânula guia 30 seg após o 

término da injeção para se evitar refluxo.  

 

 
Figura 2. Bomba de microinjeção (modelo 310, Stoelting CO., IL, EUA). 
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3.5. DETERMINAÇÃO DA TEMPERATURA CORPORAL 

Os sensores armazenadores integrados de temperatura (“dataloggers”, SubCue, 

Calgary, AT, CA; Figura 3)  foram acoplados a um computador, via uma conexão óptica e 

programados para a coleta de dados a cada 5 minutos ao longo do experimento utilizando-

se o programa “SubCue temperature datalogger software”. Ao final dos experimentos, os 

sensores foram mais uma vez conectados a um computador para a leitura das temperaturas 

medidas e essas, por sua vez, foram corrigidas de acordo com as especificações contidas no 

manual do fabricante (SubCue, Calgary, AT, CA).  

 

 

Figura 3. Datalogger (SubCue, Calgary, AT, CA) implantado na cavidade abdominal dos ratos para medida 

de temperatura corporal. 

 

3.6. DETERMINAÇÃO DO ÍNDICE DE PERDA DE CALOR 

A Temperatura da pele (Tp) da cauda foi medida por meio de imagens de 

infravermelho utilizando-se uma câmera sensível a essa radiação (Flir SC660, Suíça; 

Figura 4A). A técnica da termografia de infravermelho detecta a radiação eletromagnética 

(desta faixa de comprimento de onda) emitida por um corpo e converte tal radiação em 

uma imagem colorida de acordo com a intensidade desta. Essa técnica tem sido 

comumente usada na fisiologia termal para mensurar a Tp e, assim, inferir o fluxo de 

sangue periférico em endotermos (ROMANOSVSKY et al., 2002; TATTERSALL e 

MILSON, 2003; ALMEIDA, et al., 2006; SCOTT et al., 2008) e ectotermos 

(TATTERSALL et al., 2004). Foi escolhida a temperatura da cauda do animal para inferir 

mecanismo de perda de calor devido a essa região do rato ser considerada uma janela 

térmica (TATTERSALL e MILSON, 2003; ALMEIDA et al., 2006), ou seja, uma 

superfície corporal em que a troca de calor com o ambiente é facilitada, por apresentar 

grande relação superfície/volume e ser pouco isolada termicamente por pelos. Foi 

determinada a média de três valores de temperatura da pele ao longo do segundo terço do 
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comprimento da cauda (Figura 4B), local em que são reduzidas as interferências das 

temperaturas: 1) próxima ao corpo, pois na base da cauda a temperatura é mais elevada 

(influência da Tc); e 2) do ambiente, pois na ponta da cauda a temperatura é mais próxima 

da ambiente (ROMANOVSKY et al., 2002). A Tp e a Tc foram usadas para inferir o 

índice de perda de calor (IPC) do animal, isto é, o grau de vasodilatação/vasoconstrição 

como indicadores de mecanismos de perda e conservação de calor, respectivamente. O IPC 

varia de 0 a 1, sendo que zero indica vasoconstrição máxima e 1 vasodilatação máxima, e 

foi calculado de acordo com a fórmula: IPC = (Tp-Ta)/(Tc-Ta) (ROMANOSVSKY et al., 

2002), onde: 

 

Tp: Média das temperaturas da pele em três pontos do segundo terço da cauda do 

animal; 

Tc: Temperatura corporal no mesmo momento em que a Tp foi medida; 

Ta: Média das temperaturas em dois pontos da caixa do animal no mesmo momento 

em que a Tp foi medida; 

 

 

 
Figura 4. (A) Câmera infravermelha (Flir SC660, Suíça). (B) Imagem infravermelha mostrando a 

temperatura de três pontos da pele do segundo terço da cauda do animal e a temperatura de dois pontos da 

temperatura ambiente. 

 

3.7. DETERMINAÇÃO DO CONSUMO DE OXIGÊNIO 

A taxa metabólica foi inferida pela medida do consumo de oxigênio utilizando-se 

um sistema de respirometria aberta (Figura 5). O animal foi colocado em um respirômetro 

(6,8 L) dentro de uma câmara de temperatura controlada (Fanem, São Paulo, SP, Brasil) 

que manteve a Ta dentro do respirômetro a 26ºC. Um fluxo contínuo de gás foi mantido 

A B 



30 
 

através da câmara experimental (pull mode) e as concentrações de O2 de entrada e saída 

foram monitoradas por um analisador de O2 (Sable Systems, Las Vegas, NV, EUA), 

conectados a um computador para registro e armazenamento dos dados. O consumo de 

oxigênio (V� O�) foi determinado com base na taxa de fluxo e na diferença de concentração 

do gás na entrada e na saída da câmara. O ar foi puxado para dentro da respirômetro a uma 

taxa de 1700 mL/min, mas apenas uma sub-amostra deste ar foi puxado através do 

analisador O2 a 185 mL/min (SS4; Sable Systems, Las Vegas, NV, EUA). A pressão de 

vapor de água foi a primeira variável analisada (RH300; Sable Systems) e, posteriormente, 

foi utilizada (juntamente com a pressão barométrica) para corrigir a porcentagem de O2 e o 

fluxo de ar antes do cálculo do V� O�. Tal correção foi necessária porque o ar não foi seco 

nem antes de entrar no respirômetro nem antes de passar pelo analisador de O2 (KOTEJA, 

1996). Em seguida, a porcentagem de O2 e a pressão barométrica foram registradas (PA-

10; Sable Systems). Cada 10 minutos de registro foram compostos por 2 min de baseline, 

amostra de ar que entrava no respirômetro, e por 8 minutos de ar que saia do respirômetro. 

As amostras de baseline foram registradas frequentemente para garantir que o O2 no ar 

oferecido ao animal permaneceu constante ao longo do experimento, e para proporcionar 

as estimativas de FeO2 (veja abaixo). Um distribuidor de fluxo de gás (RM8 Multiplexer 

Inteligent; Sable Systems) foi usado para controlar quais amostras de gás (do respirômetro 

ou baseline) entravam nos analisadores. Todos os dados foram coletados por meio de um 

sistema de aquisição de dados (EXPEDATA v 1.4.5; Sable Systems) registrando os valores 

a cada segundo. Os analisadores foram calibrados sempre que necessário. O analisador de 

O2 foi calibrado usando nitrogênio como um valor zero e ar seco (20,95%) como valor 

máximo. Os dados são apresentados em STPD (condições normais de temperatura, pressão 

e ar seco). O O2 foi calculado usando a seguinte equação: V� O� = [FRs (FeO2 - FsO2)]/[1-

FeO2 (1-RQ)] (KOTEJA, 1996), onde: 

 

FRs: Fluxo de ar que sai do respirômetro 

FeO2: Fração de entrada de oxigênio (do baseline); 

FsO2: Fração de saída de oxigênio (do respirômetro); 

RQ: Quociente Respiratório (considerado 0,85) 
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Figura 5. Sistema de respirometria aberta (Sable Systems, Las Vegas, NV, EUA). 

 

3.8. PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS 

 Os experimentos foram realizados em animais não anestesiados. A Tc foi 

registradade 5 em 5 minutos durante o experimento. O Tp foi registrada a cada 10 minutos 

durante o experimento por meio de imagens infravermelhas Flir SC660. O consumo de 

oxigênio foi realizado separadamente, utilizando um respirômetro (6,8 L), com registros a 

cada 20 minutos. 

 

3.8.1. Efeito da microinjeção intra-PAG de antagonista seletivo de receptores opióides 

mu, CTAP, sobre a Tc e o índice de perda de calor de ratos não submetidos ao estresse de 

contenção. 

Pelo menos 12 horas antes do experimento, os animais foram distribuídos em 

caixas individuais e colocados na sala de experimentação. No dia seguinte de manhã, os 

ratos receberam microinjeção intra-PAG de CTAP ou salina (veículo). Os animais foram 

mantidos em suas caixas por aproximadamente 140 minutos. 

 

3.8.2. Efeito da microinjeção intra-PAG de CTAP sobre a Tc e o índice de perda de calor 

de ratos submetidos ao estresse de contenção. 

Após as 12 horas de aclimatação na sala de experimentação, no dia seguinte de 

manhã, os ratos receberam microinjeção intra-PAG de CTAP ou salina (veículo). Após 50 

minutos da microinjeção os animais foram submetidos ao estresse de contenção, sendo 
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colocados em tubos de contenção (60 mm de diâmetro; Figura 6), permanecendo dentro 

deles durante 40 minutos. Após este tempo sob contenção, os animais tiveram mais 50 

minutos para o retorno à eutermia. 

 

3.8.3. Efeito da microinjeção intra-PAG de CTAP sobre o consumo de O2 de ratos 

submetidos ao estresse de contenção. 

Após as 12 horas de aclimatação na sala de experimentação, no dia seguinte de 

manhã, os ratos receberam microinjeção intra-PAG de CTAP ou salina (veículo). Após 40 

minutos da microinjeção os animais foram submetidos ao estresse de contenção, sendo 

colocados em tubos de contenção (60 mm de diâmetro; Figura 6), permanecendo dentro 

deles durante 40 minutos. Após este tempo sob contenção, os animais tiveram mais 50 

minutos para o retorno à eutermia.  

 

3.8.4. Efeito da microinjeção intra-PAG de antagonista seletivo de receptores opióides 

kappa, nor-BNI, sobre a Tc e o índice de perda de calor de ratos não submetidos ao 

estresse de contenção. 

Após as 12 horas de aclimatação na sala de experimentação, no dia seguinte de 

manhã, os ratos receberam microinjeção intra-PAG de nor-BNI ou salina (veículo). Os 

animais foram mantidos em suas caixas por aproximadamente 140 minutos. 

 

3.8.5. Efeito da microinjeção intra-PAG de nor-BNI sobre a Tc e o índice de perda de 

calor de ratos submetidos ao estresse de contenção. 

Após as 12 horas de aclimatação na sala de experimentação, no dia seguinte de 

manhã, os ratos receberam microinjeção intra-PAG de nor-BNI ou salina (veículo). Após 

50 minutos da microinjeção os animais foram submetidos ao estresse de contenção, sendo 

colocados em tubos de contenção (60 mm de diâmetro; Figura 6), permanecendo dentro 

deles durante 40 minutos. Após este tempo sob contenção, os animais tiveram mais 50 

minutos para o retorno à eutermia. 
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3.8.6. Efeito da microinjeção intra-PAG nor-BNI sobre o consumo de O2 de ratos 

submetidos ao estresse de contenção. 

Após as 12 horas de aclimatação na sala de experimentação, no dia seguinte de 

manhã, os ratos receberam microinjeção intra-PAG de nor-BNI ou salina (veículo).  

Após 40 minutos da microinjeção os animais foram submetidos ao estresse de contenção, 

sendo colocados em tubos de contenção (60 mm de diâmetro; Figura 6), permanecendo 

dentro deles durante 40 minutos. Após este tempo sob contenção, os animais tiveram mais 

50 minutos para o retorno à eutermia. 

 

 

Figura 6. Tubo de contenção. 

 

3.9. HISTOLOGIA 

Ao final dos experimentos envolvendo microinjeção dos antagonistas de receptores 

opióides mu ou kappa ou de veículo, os animais foram anestesiados e 100 nL de solução 

2% de azul de Evans foi microinjetada para confirmar o sítio de microinjeção. Os animais 

foram então perfundidos através do ventrículo esquerdo do coração com 60 mL de solução 

salina isotônica seguida de 60 mL de solução de formalina a 10%. Em seguida os animais 

foram decapitados e o encéfalo foi então retirado e imerso em solução de formalina a 10% 

por pelo menos dois dias. Após fixação e inclusão em parafina, foram feitos cortes de 15 

µm em um micrótomo (Leika) em toda a extensão da PAG. Os cortes obtidos foram 

corados pelo método de Nissl. A análise microscópica da localização do sítio de 

microinjeção foi feita em microscópio óptico. Foram consideradas injeções intra-PAG 

dorsolateral e dorsomedial, regiões em que é demonstrada a presença dos receptores 

opióides mu e kappa (GUSTSTEIN et al., 1998), e peri-PAG, nas regiões adjacentes mas 

fora da PAG. 

 



34 
 

3.10. ANÁLISE DOS DADOS 

Os dados são apresentados como média ± EPM. Foi utilizada ANOVA de duas vias 

(fatores: tempo e tratamento) de medidas repetidas, para verificar o efeito dos antagonistas 

de receptores opióides sobre a Tc, o IPC e o V� O�, seguido pelo pós-teste de Tukey. Nos 

experimentos em que os animais foram submetidos à contenção, as fases de contenção e 

pós-contenção foram analisadas juntas e separadas. As diferenças entre as médias foram 

consideradas estatisticamente significativas para os valores de p< 0,05. 
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4. RESULTADOS 

 

A temperatura ambiente durante todos os experimentos foi mantida em 26 ± 1oC.  

 

4.1. Histologia 

Na figura 7A é apresentada uma fotomicrografia contendo o sítio de microinjeção 

na PAG dorsolateral. Na figura 7B são apresentados diagramas representativos contendo os 

locais de microinjeção intra-PAG dorsolateral e dorsomedial e peri-PAG. 
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Figura 7. (A) Fotomicrografia do encéfalo de um animal representativo dos grupos mostrando o sítio típico 

de microinjeção (seta) na substância cinzenta periaquedutal dorsolateral (DLPAG) na distância 6,24 mm 

posterior ao bregma com base em Paxinos e Watson (2005). (B) Diagramas representativos mostrando os 

locais de microinjeção intra-PAG (círculos pretos) e fora da PAG (círculos cinza) nas distâncias (em mm) 

caudais ao bregma com base em Paxinos e Watson (2005). DMPAG= PAG dorsomedial; DLPAG=PAG 

dorsolateral; LPAG=PAG lateral; Aq= aqueduto. 

A 

B 
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4.2. Efeito da microinjeção intra-PAG do antagonista seletivo do receptor opióide mu, 

CTAP, sobre a temperatura corporal (Tc), o índice de perda de calor (IPC) e o 

consumo de oxigênio (�� �	) de ratos submetidos ou não ao estresse de contenção. 

 

Na Figura 8A são apresentados os resultados de Tc de ratos que receberam 

microinjeção de salina ou CTAP intra-PAG e não foram submetidos ao estresse de 

contenção. Não foi observada diferença nos valores de Tc entre os animais tratados com 

salina ou CTAP (p> 0,05). Esses resultados indicam que as doses de CTAP não são 

suficientes para alterar a Tc dos animais em eutermia. Na Figura 8B, observamos que o 

IPC não variou ao longo do tempo nem dos tratamentos (p> 0,05). 
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Figura 8. Efeito da microinjeção de antagonista de receptores opióides mu, CTAP (1 and 10 µg/ 100nL/ 

animal), ou salina (veículo; 100 nL) na substância cinzenta periaquedutal(PAG) sobre a temperatura corporal 

(A) e o índice de perdade calor (B) de animais não submetidos ao estresse de contenção.A seta indica o 

momento da microinjeção. Número de animais de cada grupo é apresentado entre parênteses. Tci é a 

temperatura corporal média antes de qualquer tratamento e IPCi é o índice de perda de calor antes de 

qualquer tratamento.  

A 

B 
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Na Figura 9 pode-se observar que o estresse de contenção aumentou a Tc de ratos 

que receberam a microinjeção de salina ou de CTAP (p< 0,001), no entanto esse aumento 

da Tc foi significativamente menor depois da microinjeção intra-PAG de 1 µg do 

antagonista de receptor opióide, CTAP (p< 0,05; Figura 9A). Em relação ao IPC podemos 

observar que houve uma redução deste durante o estresse de contenção, 

concomitantemente ao aumento de Tc e após o estresse de contenção (p< 0,001), o IPC 

aumentou paralelamente ao retorno da Tc aos valores eutérmicos, ocorrendo de modo 

semelhante entre os grupos (Figura 9B). Isso é mostrado na Figura 10, a qual apresenta 

imagens termográficas de um animal representativo do grupo salina (veículo), em três 

momentos (antes, durante e depois da contenção). Durante a contenção podemos perceber 

uma vasoconstrição da cauda (Figura 10B), porém após o animal ser retirado da contenção 

observamos uma vasodilatação da cauda do animal (Figura 10C). 
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Figura 9. Efeito da microinjeção de antagonista de receptores opióides mu, CTAP (1 and 10 µg/ 100nL/ 

animal), ou salina (veículo; 100 nL) na substância cinzenta periaquedutal (PAG) sobre a temperatura corporal 

(A) e o índice de perda de calor (B) de animais submetidos ao estresse de contenção.A seta indica o momento 

da microinjeção. Número de animais de cada grupo é apresentado entre parênteses. Tci é a temperatura 

corporal média antes de qualquer tratamento e IPCi é o índice de perda de calor antes de qualquer 

tratamento.* p< 0,05, diferença significativa entre CTAP (1µg) e salina.  

 

A 
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Figura 10. Imagens termográficas

o cálculo do índice de perda de calor. A) foto aos 10 minutos antes da contenção; B) foto aos 10 minutos de 

contenção em tubo de tela; C) foto a

grupo salina (veículo, 100 nL). 

 

 

A Figura 11A mostra que não houve diferença no consumo de oxig

grupos CTAP e salina nos

Durante o estresse contenção, no entanto, o consumo de oxigênio aume

grupos (p< 0,001), mas CTAP reduziu essa resposta (p

 

 

 

A 

Imagens termográficas mostrando as temperaturas da pele da cauda e do ambiente utilizadas para 

o cálculo do índice de perda de calor. A) foto aos 10 minutos antes da contenção; B) foto aos 10 minutos de 

contenção em tubo de tela; C) foto aos 10 minutos após o término da contenção. Animal representativo do 

A mostra que não houve diferença no consumo de oxig

nos ratos que não foram submetidos ao estresse de contenção. 

Durante o estresse contenção, no entanto, o consumo de oxigênio aume

s CTAP reduziu essa resposta (p< 0,05; Figura 11

B C 
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mostrando as temperaturas da pele da cauda e do ambiente utilizadas para 

o cálculo do índice de perda de calor. A) foto aos 10 minutos antes da contenção; B) foto aos 10 minutos de 

os 10 minutos após o término da contenção. Animal representativo do 

A mostra que não houve diferença no consumo de oxigênio entre os 

bmetidos ao estresse de contenção. 

Durante o estresse contenção, no entanto, o consumo de oxigênio aumentou em ambos os 

11B). 
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Figura 11. Efeito de microinjecção de antagonista de receptores opióides mu, CTAP (1 µg / 100 nL / animal) 

ou solução salina (veículo; 100 nL) na substância cinzenta periaquedutal sobre o consumo de oxigênio (V� O�) 

de animais não submetidos (A) e submetidos (B) ao estresse de contenção. A seta indica o momento da 

microinjeção. Número de animais de cada grupo é apresentado entre parênteses. V� O�i é o consumo de 

oxigênio antes de qualquer tratamento.* p< 0,05, diferença significativa entre CTAP (1 µg) e salina.  

A 

B 
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4.3. Efeito da microinjeção intra-PAG do antagonista seletivo do receptor opióide 

kappa, nor-BNI, sobre a temperatura corporal (Tc), o índice de perda de calor (IPC) 

e o consumo de oxigênio (�� �	) de ratos submetidos ou não ao estresse de contenção. 

 

 A Figura 12A mostra que não houve diferença na Tc de ratos não submetidos ao 

estresse de contenção e que receberam a microinjeção de salina ou do antagonista seletivo 

de receptores opióides kappa, nor-BNI, intra-PAG (p> 0,05), indicando que as doses de 

nor-BNI não são suficientes para alterar a Tc.  O nor-BNI também não alterou o IPC dos 

ratos que não foram submetidos ao estresse de contenção quando comparado com o grupo 

salina, (p> 0,05; Figura 12B). 
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Figura 12. Efeito da microinjeção de antagonista de receptores opióides kappa, nor-BNI (1 and 4 µg/ 100 

nL/ animal), ou salina (veículo; 100 nL) na substância cinzenta periaquedutal (PAG) sobre a temperatura 

corporal (A) e o índice de perda de calor (B) de animais não submetidos ao estresse de contenção. A seta 

indica o momento da microinjeção. Número de animais de cada grupo é apresentado entre parênteses. Tci é a 

temperatura corporal média antes de qualquer tratamento e IPCi é o índice de perda de calor antes de 

qualquer tratamento. 
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A Tc aumentou durante o estresse de contenção nos grupos que receberam a 

microinjeção intra- PAG de salina ou do antagonista seletivo de receptores opióide kappa, 

nor-BNI (p< 0,001, Figura 13A). No entanto, os animais tratados com a menor dose de 

nor-BNI intra-PAG apresentaram um maior aumento da Tc durante o estresse de contenção 

(p< 0,05; Figura 13A). O IPC variou de forma similar entre os grupos, diminuindo durante 

a contenção e aumentando após os animais serem retirados da contenção (p< 0,001; Figura 

13B), indicando vasoconstrição e vasodilatação, respectivamente (Figura 10) e isso ocorre 

paralelamente ao aumento da Tc durante a contenção e ao retorno da Tc após a contenção.  
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Figura 13. Efeito da microinjeção de antagonista de receptores opióides kappa, nor-BNI (1 and 4 µg/ 100nL/ 

animal), ou salina (veículo; 100 nL) na substância cinzenta periaquedutal (PAG) sobre a temperatura corporal 

(A) e o índice de perda de calor (B) de animais submetidos ao estresse de contenção. A seta indica o 

momento da microinjeção. Número de animais de cada grupo é apresentado entre parênteses. Tci é a 

temperatura corporal média antes de qualquer tratamento e IPCi é o índice de perda de calor antes de 

qualquer tratamento.* p< 0,05, diferença significativa entre nor-BNI (1 µg) e salina. 
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A Figura 14A mostra que não houve diferença no consumo de oxigênio entre os 

grupos nor-BNI e salina, em ratos que não foram submetidos ao estresse de contenção. 

Durante o estresse contenção, no entanto, o consumo de oxigênio aumentou em ambos os 

grupos (p< 0,001), e a microinjeção de nor-BNI aumentou ainda mais essa resposta (p< 

0,05; Figura 14B). 
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Figura 14. Efeito de microinjecção de antagonista de receptores opióides kappa, nor-BNI (1 µg / 100 nL / 

animal) ou solução salina (veículo; 100 nL) na substância cinzenta periaquedutal sobre o consumo de 

oxigênio (V� O�) de animais não submetidos (A) e submetidos (B) ao estresse de contenção. A seta indica o 

momento da microinjeção. Número de animais de cada grupo é apresentado entre parênteses. V� O�i é o 

consumo de oxigênio antes de qualquer tratamento.* p< 0,05, diferença significativa entre nor-BNI (1 µg) e 

salina.  
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5. DISCUSSÃO 

 

Os resultados deste estudo corroboram dados da literatura que indicam que o 

estresse psicológico é capaz de aumentar a Tc de ratos, assim como na febre induzida por 

LPS (DE PAULA et al., 2000; OKA et al., 2001; SÓSZYNSKI, 2001; STEINER et al, 

2003; DIMICO et al., 2006; SÓSZYNSKI, 2006; OKA, 2015). Os resultados relativos aos 

termoefetores analisados (consumo de O2 e índice de perda de calor pela cauda) dão 

suporte à ideia de que esse aumento de Tc durante o estresse de contenção física é uma 

resposta febril. A Tc dos animais controle submetidos ao estresse aumentou em até 1ºC 

(Figuras 9A e 13A) sendo acompanhada por ativação de termogênese e de conservação de 

calor (vasoconstrição cutânea da cauda). Neste contexto, pode-se dizer que os receptores 

opióides da PAG participam na febre induzida por estresse de contenção física, 

confirmando a nossa hipótese que os dois receptores mu e kappa desempenham um papel 

pirogênico e antipirético, respectivamente. Eles parecem apresentar essa ação não afetando 

a vasoconstrição da cauda (janela térmica), mas sim a termogênese, a qual é aumentada e 

diminuída pela ativação dos receptores mu e kappa, respectivamente, durante o estresse de 

contenção física. 

O sistema nervoso central responde a um conjunto diversificado de desafios ou 

estresses, que ameaçam a sobrevivência do organismo, por meio de sinalização apropriada 

alterando as funções autonômica, endócrina e comportamental. Dessa forma as respostas 

fisiológicas de ratos expostos a desafios ambientais como infeccção, ambiente frio, 

restrições ou barulho incluem taquicardia, ativação da termogênese e dos mecanismos de 

conservação de calor (vasoconstrição) e estimulação do eixo hipotálamo-hipófise-adrenal 

(DIMICCO et al., 2006). 

O estresse psicológico é a tensão mental ou pressão sob a percepção de ameaça 

iminente, dor ou desconforto e desencadeia várias respostas fisiológicas. Como já foi dito, 

muitos estressores psicológicos induzem uma elevação aguda da Tc, observada em muitas 

espécies de mamíferos, e foi visto que esse aumento de temperatura aumenta os 

desempenhos físico e neural uma vez que promove o aquecimento dos músculos e do 

sistema nervoso central em alguns graus Celsius (BISHOP, 2003), sendo benéfico para 

sobrevivência, principalmente em situações de "luta ou fuga" ou em situações em que os 

animais enfrentam inimigos (KATAKOA et al., 2014). 
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O mecanismo neural que associa o estresse psicológico a uma elevação aguda ou 

crônica da Tc ainda não é totalmente esclarecido, porém o estudo de Kataoka et al. (2014) 

fornece evidências que o aumento da temperatura induzido pelo estresse envolve a 

participação do hipotálamo dorsomedial (DMH), o qual esta envolvido nas respostas 

induzidas pelo estresse que recebe informações dos neurônios sensíveis ao calor da APO 

(região que integra sinais térmicos centrais e periféricos) e envia para a rafe medular rostral 

(rMR). Essa via neural ativa o sistema nervoso simpático resposável por estimular a 

termogênese do tecido adiposo marrom (TAM), o que acontece também em resposta ao 

frio ou à exposição a pirogênios (MORRISON et al., 2014). O DMH também pode estar 

recebendo informações do núcleo da estria terminal, núcleo septal lateral, amígdala medial, 

que são regiões envolvidas com o estresse (VINKERS et al., 2008). No caso das 

exposições ao frio ou a pirogênios, sabe-se que há a inibição da sinalização gabaérgica da 

APO, desinibindo os neurônios no DMH e, consequentemente da rMR, provocando uma 

aumento da termogênese no TAM e da Tc. Não se sabe exatamente qual a via que o DMH-

rMR promove a termogênese do TAM, porém existem especulações que há uma via 

multissináptica do DMH para rMR através da PAG caudal, transmitindo um impulso 

simpático para a termogênese do TAM (CHEN et al., 2002 , YOSHIDA et al., 2005).  

A PAG é uma região envolvida na regulação autonômica durante comportamentos 

defensivos (DEL-BEN e GRAEFF, 2009), controle da nocicepção, analgesia, medo, 

ansiedade e termorregulação (BEHBEHANI, 1995; CHEN et al, 2002; MENEZES et al., 

2006; NAKAMURA e MORRISON, 2007; ZHANG et al., 2007). Essa região pontina 

contém β-endorfina (FINLEY et al, 1981) e expressa uma densidade significativa 

receptores opióides (LAW et al, 1979), especialmente mu e kappa (GUTSTEIN et al., 

1998). Foi visto também que a naloxona inibe a hipertermia induzida pela β-endorfina e 

DAGO (agonista seletivo para os receptores mu) na PAG, o que sugere a ação de 

receptores mu da PAG para aumentar a Tc (WIDDOWSON et al, 1983). Todos esses fatos 

tornam este sistema uma rede importante para o desenvolvimento da febre induzida por 

contenção. 

Há várias evidências na literatura sobre a participação dos receptores opióides mu e 

kappa nas respostas de estresse (AKIL et al., 1984) e na regulação da Tc (ADLER e 

GELLER, 1988; ADLER et al., 1983, BAKER e MEERT, 2002, BODNAR e KLEIN, 

2005; GELLER et al., 1983; GELLER et al., 1986; SCARPELLINI et al., 2009; WILSON 

e HOWARD, 1996). Sabe-se que a ativação dos receptores mu por agonistas como o 
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DAMGO (SPENCER et al, 1988) e PL-017 (HANDLER et al., 1994) leva a um aumento 

da Tc (APPELBAUM e HOLTZMAN, 1986;BRADLEY et al., 199; SPENCER et al., 

1988; HANDLER et al., 1992), enquanto a inibição desse tipo de receptor leva a uma 

redução da Tc ou inibição do seu aumento (KRAMER et al., 1989; BENAMAR et al., 

2000; BAKER e MEERT, 2002; SALMI et al., 2003; CHEN et al, 2005; CHIO et al, 

2005). Já a ativação de receptores kappa por agonistas como U50,488H (SPENCER et al, 

1988) e dinorfina (CAVICCHINI et al., 1988; HANDLER et al., 1994) leva a uma redução 

da Tc (ADLER et al., 1983; HANDLER et al., 1992; ADLER e GELLER, 1993) e o 

antagonismo desses receptores parece não reduzir a Tc (HANDLER et al., 1997; BAKER e 

MEERT, 2002; CHEN et al., 2005). 

Existem evidências de que o sistema opióide está envolvido na febre induzida por 

pirogênios, uma vez que há aumento de β-endorfina no plasma e no sistema nervoso 

central (CARR et al., 1982; TSAI et al., 2003; MURPHY e LIPTON, 1983). Foi visto 

também que os receptores opióides mu no encéfalo parecem desempenhar um papel chave 

no desenvolvimento da febre induzida por LPS (BENAMAR et al, 2000; BENAMAR et al, 

2005; FRAGA et al, 2008) e por pirogênios endógenos tais como TNF-alfa, IL-6, a 

endotelina-1, proteína inflamatória de macrófago-1 (MIP-1) (FRAGA et al., 2008). Por 

outro lado, os receptores kappa da (APO) estão envolvidos na queda regulada de Tc, a 

anapirexia (resposta oposta à febre) induzida por hipóxia. Neste caso, os receptores 

opióides um são importantes para o retorno da Tc ao estado de eutermia normóxica pós-

hipóxia (SCARPELLINI et al., 2009). Foi verificado também que a microinjeção de nor-

BNI na APO de esquilos promove o aumento de Tc durante a hibernação (YU e CAI, 

1993). 

Quanto à participação dos opióides endógenos na febre induzida por estresse 

psicológico, existem dados controversos na literatura (OKA et al, 2001). Alguns estudos 

demonstraram que a microinjeção de naloxona, um antagonista não seletivo de receptores 

opióides, na APO, diminui a febre induzida por estresse de manuseio e por exposição a 

campo aberto (BLASIG et al., 1978; STEWART e EIKELBOOM, 1979; PAE et al., 1985). 

Outros estudos, entretanto, demonstraram a falha no bloqueio da febre induzida por campo 

aberto pela naloxona (VIDAL et al., 1983; SINGER et al., 1986). 

É interessante notar que a febre induzida por agentes inflamatórios é resultado de 

ações tanto pirogênicas (indutoras de febre) quanto antipiréticas (inibidoras de febre) 

endógenas, o que tornava possível esperar que durante a febre induzida pelo estresse de 
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contenção ocorresse também uma modulação pirogênica e antiperética com a ativação dos 

receptores opióides mu e kappa da PAG, respectivamente. Os resultados do presente 

estudo demonstram que o antagonismo dos receptores mu pelo CTAP (1 µg/ 100 nL) 

reduziu a febre induzida pelo estresse de contenção (Figura 9A), e o antagonismo dos 

receptores kappa pelo nor-BNI (1 µg/ 100 nL) aumentou essa febre (Figura 13A). As doses 

maiores dos antagonistas não tiveram efeito significativo sobre o aumento de Tc durante a 

contenção. Sabe-se que o efeito da administração de opióides depende da espécie estudada, 

da dosagem, da rota de administração e da temperatura ambiente (HANDLER et al., 1994). 

A temperatura ambiente não variou durante os experimentos, permanecendo por volta de 

26°C. Talvez as doses maiores dos antagonistas utilizadas nos nossos protocolos tenham 

sido muito elevadas. Chen et al. (2005) sugere que exista um balanço tônico entre os 

receptores mu e kappa, sendo que com altas doses de um agente farmacológico, este pode 

passar a agir como antagonista ou agonista de outros receptores. Baker e Meert (2002) 

mostraram que a hipotermia induzida por opióides pode ser modulada por múltiplos 

receptores do sistema opióide, os quais têm a habilidade de interagir entre si. 

Há uma importante participação da PAG nas vias eferentes da termorregulação 

autonômica, incluindo evidências de conexões entre a PAG e a APO (YOSHIDA et al., 

2002). Estudos mostram que alem da PAG ser sinalizada pelo aquecimento local da APO, 

a PAG rostral de ratos expostos ao calor recebe inputs do núcleo pre-óptico mediano 

(MnPO), área envolvida em respostas de perda de calor (YOSHIDA et al., 2005). E foi 

demonstrado também que estimulação química da porção rostral da PAG causa 

vasodilatação cutânea da cauda de ratos, uma resposta de perda de calor nesses animais 

(ZHANG et al., 1997 a,b). No mesmo estudo de YOSHIDA et al. (2005), verificou-se que 

a PAG caudal de ratos submetidos ao frio recebe inputs de neurônios do hipotálamo 

dorsomedial (DMH), região envolvida na termogênese (YOSHIDA et al., 2005). Além 

disso, estimulação da porção ventrolateral caudal da PAG estimula a termogênese 

independente de tremor no BAT (CHEN et al., 2002).  

Como a resposta febril é caracterizada pela ativação de mecanismos de conservação 

de calor (vasoconstrição cutânea) e produção (termogênese) (ALMEIDA et al, 2004; 

BICEGO et al, 2007). No nosso estudo, durante a contenção, em paralelo com o aumento 

da Tc foi observada uma redução do IPC (indicando a vasoconstrição periférica) e no final 

da contenção, paralelo ao retorno de Tc a valores eutermia, o IPC aumentou. Os 

tratamentos com antagonistas não afetaram a vasoconstrição/vasodilatação da cauda 
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durante e após a contenção, indicando que os receptores opióides mu e kappa da PAG não 

estão envolvidos na modulação desse termoefetor febril. No caso, ação pirogênica dos 

receptors mu e antipirética dos receptores kappa parece estar relacionado com o 

termoefetor termogênico. O CTAP reduziu o consumo de oxigênio durante o estresse de 

contenção (Figura 11B) quando a Tc também foi reduzida em relação ao grupo da solução 

salina (Figura 9A) e o nor-BNI aumentou o consumo de oxigênio (Figura 14B), durante o 

estresse de contenção, quando a Tc aumentou em relação ao grupo salina (Figura 13A). 

Dessa forma, nossos resultados são compatíveis com a idéia de que os receptores 

opióides mu e kappa da PAG rostral atuam como moléculas piréticas e antipiréticas, 

respectivamente, durante a febre induzida pelo estresse contenção, agindo sobre a 

termogênese (Figura 15). 

 
Figura 15. Desenho esquemático (adaptado de Kataoka et al, 2014), sugerindo a participação da substância 

cinzenta periaquedutal (PAG) na via da febre induzidapor estresse psicológico, recebendo aferências do 

hipotálamo dorsomedial (DMH), que por sua vez recebe da área pré-optica (APO) e enviando para a rafe 

medular rostral (rMR), a qual ativa os neurônios da coluna intermedolateral (IML), ativando os efetores, que 

aumentam a produção de energia térmica (termogênese) e a conservação de energia térmica (vasoconstrição 

periférica), aumentando a temperatura corporal de forma regulada (febre). Essa febre induzida pelo estresse 

apresenta uma modulação pelos receptores opióides da PAG, através da termogênese, uma vez que os 

receptores mu atuam como pirogênios e os receptores kappa como antipiréticos. 
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6. CONCLUSÃO 

 

Os resultados encontrados nesse estudo confirmam a nossa hipótese de que os 

receptores opióides mu e kappa, localizados na PAG dorsal participam da febre induzida 

pelo estresse de contenção, possuindo ação pirogênica e antipirética, respectivamente. 

Nossos resultados indicam que esses receptores atuam não afetando a conservação de 

calor, mas sim a termogênese, uma vez que durante o estresse de contenção os receptores 

mu aumentam a termogênese e os receptores kappa diminuem a termogênese. Durante a 

eutermia estes receptores na PAG dorsal não participam da Tc em eutermia. 
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