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RESUMO

Os opidides endbégenos estdo envolvidos na analdesi@orregulacao e respostas
fisioldgicas a varios estimulos estressantes, dafeocao, estresse psicolégico e hipoxia.
Os receptores mu e kappa no hipotalamo desempenimapapel na febre induzida por
endotoxina e anapirexia induzida por hipoxia (retsp®posta a febre), respectivamente.
Além disso, a substancia cinzenta periaquedutalG)P4ue expressa ambos 0s receptores
mu e kappa, estd envolvida na defesa e respostdsrmerregulacdo. Assim, nossa
hipétese é que os receptores opidides mu e kapp@A@amodulam a febre induzida por
contencdo em ratos, ativando e inibindo esta résposspectivamente. Para este fim, a
temperatura corporal (Tc) e o indice de perda der cdPC; inferéncia para a
conservacao/perda de calor) e o consumo de oxigéig inferéncia para a termogénese)
de ratos Wistar ndo anestesiados submetidos oaméstresse contencéo, foi monitorado
antes e depois microinjecao intra-PAG do antagarssietivo do receptor opidide mu
(CTAP; 1 e 10ug/ 100 nL/ animal), antagonista seletivo do recepmodide kappa (nor-
BNI; 1 e 4 ug/ 100 nL/ animal) ou veiculo (solugdo salina; 160 / animal). A
microinjecdo de CTAP ou nor-BNI ndo alterou a TcIBC dos animais em eutermia.
Durante o estresse de contengédo, a Tc aumentowa@rs bs grupos de animais. No
entanto, este efeito foi significativamente menoigrupo de animais tratados com CTAP,
e significativamente maior em animais tratados comBNI. Nenhum tratamento afetou o
IPC, mas o CTAP diminuiu a termogénese e o nor-Bithentou a termogénese. Os
resultados indicam que os receptores opidides kappa na PAG de ratos desempenham
um papel pirogénico e antipirético, respectivametiieante a febre induzida pelo estresse
de contencéo e estes receptores na PAG podemmésssaciais para a manutencao de Tc

durante eutermia.

Palavras-chave:temperatura corporal, indice de perda de calorswooo de oxigénio,

receptores opioides, nor-BNI, CTAP



ABSTRACT

The endogenous opioids are involved in analgeshegrntoregulation and
physiological responses to various stressful siisuth as infection, psychological stress
and hypoxia. The mu and kappa receptors in the thgtmomus play a role in endotoxin-
induced fever and hypoxia-induced anapyrexia (op@assponse to fever), respectively.
In addition, periaqueductal gray (PAG), which exgrdoth mu and kappa receptors, is
involved in defence and thermoregulatory respongblas, our hypothesis is that mu and
kappa opioid receptors in the PAG modulate theramdtinduced fever in rats by
activating and inhibiting this response, respetyivéo this end, body temperature (Tb)
and heat loss index (HLI; inference for heat coveston/loss) and oxygen consumption
(VO,; inference for thermogenesis) of unanesthetizedtaWirats submitted or not to
restraint stress, was monitored before and aftes-lRAG microinjection of the selective
mu opioid receptor antagonist (CTAP; 1 and 10 (0§ aL/ animal), the selective kappa-
opioid receptor antagonist (nor-BNI; 1 and 4 pgd bQ/ animal), or vehicle (saline; 100
nL/ animal). CTAP and nor-BNI did not change the dibthe HLI of the animals in
euthermia. During the restraint stress, Tb incr@asell groups of animals. However, this
effect was significantly lower in animals treatedhwWCTAP, and significantly higher in
animals treated with nor-BNIl. No treatment affectétll, but CTAP decreased
thermogenesis and nor-BNI increased thermogenElsesresults indicate that the mu and
kappa opioid receptors in the PAG of rats play aoggnic and antipyretic role,
respectively, during fever induced by restrainessrand these receptors in PAG may not
be essential for the maintenance of Tb during entlze

Keywords: body temperature, heat loss index, oxygen consompopioid receptors, nor-
BNI, CTAP
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1. INTRODUCAO

1.1. REGULACAO DA TEMPERATURA CORPORAL

A temperatura € um dos principais fatores ambigntpie afetam os animais
(RANDALL et al., 2000). Desse modo, a manutencadedagperatura corporal (Tc) dentro
de certos limites, por meio de mecanismos termalagigres é extremamente importante
para a sua sobrevivéncia, uma vez que ela tem fioffieencia sobre os parametros
fisioloégicos e bioquimicos, como a atividade enzio@d(LEHNINGER, 2000), funcao
imunologica (WENISCH et al., 1996), contratilidadeuscular (WASSERTROM e
VITES, 1999), atividade neuronial (AIHARA et al.0@1), entre outras, e também pelo
fato da vida dos animais limitar-se a uma faixaritasde temperaturas, sendo que alguns
suportam um intervalo de variagdo bem limitado,uanép outros toleram um intervalo
mais amplo (SCHMIDT-NIELSEN, 2002). A Tc além ddluwenciar varios parametros
também pode ser influenciada por varios estimulobientais, como a temperatura
ambiente (Ta).

A maioria das espécies endotérmicas (mamiferoses),aas quais dependem de
uma fonte interna de energia térmica (metaboligpaod manter sua Tc aproximadamente
constante em funcdo das flutuacbes da Ta, regulaht por meio de mecanismos
termorreguladores autondmicos e comportamentais,s§o involuntarios e voluntarios,
respectivamente. Ja os vertebrados ectotérmicaze§peanfibios e répteis), os quais
dependem de uma fonte externa de energia térnaide€éo solar, por exemplo), regulam
sua Tc essencialmente por meio de mudancas comymotais, pois diferente dos
endotermos, em geral apresentam reducdo da taxabdlied e do isolamento térmico
(BICEGO et al., 2007)

Os mecanismos termorreguladores podem ser divigidesnecanismos de ganho
(conservacao e producédo) e os de perda de enémca (BRANCO et al., 2005;
GUYTON e HALL, 2006). Nos mamiferos, a conservagho energia térmica ocorre
principalmente por vasoconstricdo periférica egrgégdo, embora alguns animais possuam
outros artificios como mecanismo contracorrentefldeo sanguineo periférico e/ou
camada subcutanea de gordura (BICEGO et al., 2087)s mecanismos de producéo de
energia térmica, além da resultante do metabolibasal (termogénese obrigatéria),
podem ser dependentes ou ndao do tremor da mugseulaeBguelética (termogénese

facultativa) frente a condicdes de frio. Neste cago definidas a termogénese por tremor



16

da musculatura esquelética estriada, principal dda producdo de calor em humanos
adultos e na maioria dos grandes mamiferos, ere¢gmese independente de tremor, pelo
tecido adiposo marrom, nos mamiferos placentagos, € muito importante para os de
pequeno tamanho, recém-nascidos e para os aclimsasadfrio, sendo presente também
em adultos humanos (MACKOWIAK, 1998; BRANCO et &005; GUYTON e HALL,
2006; NEDERGAARD et al., 2007). Finalmente, os nméxraos de perda de energia
térmica sao divididos em perda seca (vasodilatpeéterica) e perda evaporativa de calor
como sudorese (humanos, equinos, bovinos, entrespubfegacéo (caes, gatos, ovelhas,
aves) e o comportamento de espalhar saliva soljpélos (roedores e alguns marsupiais)
(GUYTON e HALL, 2006; BICEGO et al., 2007).

Enquanto os mecanismos termorreguladores autonér(imenluntarios) de ganho
e de perda de energia térmica permitem que o anganevite grandes variacdes da sua Tc
numa ampla faixa térmica ambiental, o mecanismmdeegulador comportamental,
considerado o mais antigo na escala filogenéts@, lacionado com a procura por um
ambiente quente ou frio, contato com superficiesntgs ou frias, ado¢do de posturas
corporais (encolhidas ou estiradas) que facilitenevitem a troca de calor do animal com
o0 ambiente. O mecanismo comportamental é consideranais econémico e, portanto de
importancia vital para os animais (BICEGO et &002).

As respostas dos organismos as variagbes agudass#m essencialmente reguladas
por mecanismos neurais de retroalimentagéedpack e de regulacdo por antecipacéo
(feedforward envolvendo regides e circuitos do SNC, como @tailpmo (KANOSUE et
al., 2010). A area pré-optica do hipotalamo antg#d?O), localizada no diencéfalo dos
vertebrados, € uma considerada uma das principgi®es encefalicas envolvidas na
termorregulacdo de mamiferos e talvez de todossdshrados, uma vez que ela é uma
regido termossensivel, pois detecta as alteraé@mschs locais, além de termointegradora,
ja que recebe informacfes térmicas de varias regdie organismo por meio dos
receptores periféricos (LEPKOVSKY et al.,, 1968; LMWHITE, 1971; BERK e
HEATH; 1975; BOULANT, 1998; BICEGO et al., 2007).

A APO contém neurbnios sensiveis a variacdo de d@mtyra (cerca de 20% dos
neurdnios da APO), que sdo sensiveis a variagcdwdaia temperatura hipotalamica e
recebem informacfes sinapticas aferentes dos teyoemtores. Esses neurbnios ativam
mecanismos de perda de energia térmica e inibenamsesos de producdo de energia

térmica. Os neurdnios insensiveis a variacOesrdpdratura (cerca de 75% do total), por
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outro lado, apresentam pouca ou nenhuma mudangaanatividade esponténea frente a
alteracbes na temperatura local e né&o recebemmafiies aferentes da periferia
(BOULANT, 1998; 2006; GRIFFIN et al., 2001), quandotemperatura € reduzida, a
frequéncia dos neurbnios sensiveis a temperatun@déazida, prevalecendo a dos
neurbnios insensiveis, 0s quais se conectam par deesinapses inibitérias e excitatorias
e com o0s neurbnios efetores de perda e producauelgi® térmica respectivamente,
controlando a Tc no frio e exercendo importanteepapmo sinal de referéncia para a acao
dos neurénios termossensiveis (BOULANT, 1998; 2Q005).

E importante mencionar que a APO apresenta conex@ies/arias outras regides do
encéfalo envolvidas na ativacdo dos mecanismosotezguladores efetores tais como
locus coeruleus hipotalamo dorsomedial (DMH), nucleos da RapheORRISON e
NAKAMURA, 2011) e substancia cinzenta periaqued(W&SHIDA et al., 2002).

1.2. FEBRE POR AGENTES INFECCIOSOS E POR ESTRESSE $ICOGENICO

Sao descritos e conhecidos cinco estados térmécesitermia, em que o animal
apresenta a Tc tipica da espécie, em repouso, godampregar ou nao energia metabdlica
extra, isto é, além daquela ja consumida pelo roésaho basal, para a manutencéo da Tc.
Se ocorrer aumento ou reducéo extremos da Ta,p@de acompanhar essas alteracoes e
nao mais se manter em eutermia, mesmo com a ati\d&dnecanismos de perda ou de
ganho de energia térmica, caracterizando os estddosipertermia e hipotermia,
respectivamente, que sdo falhas do sistema tergubedor em manter o estado eutérmico
(cf. BICEGO et al. 2007). Os outros dois estados tssao alteracdes reguladas da Tc
(febre e anapirexia). Na anapirexia ocorre ativagd@anecanismos de perda de energia
térmica para reduzir a Tc, ao contrario do estadohigbotermia (GORDON, 2001;
STEINER e BRANCO, 2002). Na febre os mecanismogalto de energia térmica sao
ativados para elevar a Tc, ocorrendo uma ativagdongcanismos de producéo
(termogénese) e conservacao de energia térmicangbdzio de mecanismos de perda de
energia térmica, o contrario da hipertermia (KLUGEB91; COOPER, 1995).

De acordo com o Glossary of Terms For Thermal Pihygy (2001), a febre é um
estado de temperatura interna elevada, que é nveitas, mas ndo necessariamente, parte
das respostas defensivas de organismos para &dndasmicroorganismos ou matéria

inanimada reconhecida como patogénica ou estramloaganismo. A febre também pode
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resultar de uma condicédo idiopatica do corpo, ¢ai sgle ndo possui uma causa conhecida
e também pode ser causada pelo estresse emocional.

A febre acompanha a maioria dos estados infeccisais ou bacterianos e essa
elevacdo da Tc durante a infeccdo além de ser wsmpdmeiros sinais da condicao
patolégica (componente da resposta de fase agwmda)yarios beneficios ao organismo,
como 0 aumento da eficiéncia do sistema imunesobigevivéncia. Com poucas excegoes,
tanto vertebrados endotérmicos quanto ectotérmiosm como invertebrados)
desenvolvem febre em resposta a injecdo de pirogémxogenos, tais como
lipopolissacarideo (LPS; endotoxina), virus, baaségram-positivas e levedura (BICEGO
et al., 2007). O LPS, que é a forma mais purificddaum composto a partir da parede
celular de bactérias gram-negativas, geralmé&sherichia coli tem sido amplamente
utilizado para induzir febre em animais experimsntasta ampla distribuicdo da resposta
febril entre os animais reforca a hipotese de gudebee tem uma historia filogenética
bastante antiga e que deve ter evoluido como uno mheiaumentar a eficiéncia das
respostas de defesa a infec¢des (KLUGER, 1991; B(TEt al., 2007).

A febre é iniciada pela entrada de pirogénios emogedentro do corpo, como
microorganismos invasores que atuam sobre as sélidasistema imune, e induzem a
producdo de pirogénios enddgenos. Sdo reconheciolm® pirogénios enddgenos as
citocinas pro-inflamatorias, tais como 1B;1IL-6, TNF-, IFN-0, e MIP-1 (KLUGER,
1991). E as prostaglandinas (PG), especialmente, asd mediadores, na APO, da
resposta febril induzida por pirogénios exdgenasna LPS, e enddgenos, como as
citocinas (BLATTEIS e SEHIC, 1997; BLATTEIS, 2006Além disso, opidides
enddgenos atuando em receptores mu no SNC parecessenciais para a resposta febril
ao LPS em ratos, sendo liberados simultaneamerdimtase de PG e ativando vias
independentes desta (FRAGA et al., 2008).

Varios estudos tém revelado que ndo somente ageintgEnicos podem induzir
febre, mas também o estresse psicoldgico poder @€lfa levando ao que é geralmente
chamado de febre psicogénica (FALCON-LESSES, 1@804 et al., 1998; OKA et al.,
2001, OKA, 2015), podendo também ser chamada dee felduzida por estresse
psicologico (De PAULA et al., 2000; ENDO e SHIRAK2000; SOSZYNSKI, 2001;
STEINER et al., 2003), ou febre emocional (CABANAEC DARDASHTI, 1999;
SOSZYNSKI, 2006). Alguns autores denominam a febseogénica de hipertermia
induzida por estresse (ZETHOF, 1995; VAN DER HEYDE&iNal., 1997; PELOSO et al.,
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2002). Outros autores, entretanto, consideram @ssaminacdo errbnea ja que parece
haver varias evidencias indicando que o aumentd manduzido por estresse é uma
resposta regulada, ao invés de um aumento de Bovpasforcado, pois € acompanhado
pela ativacdo dos mecanismos de conserrvacao de(gakoconstricdo periférica), além
de nédo ser afetado pela Ta (CABANAC e DARDASHTI999De PAULA et al., 2000;
OKA et al.,, 2001; VIANNA e CARRIVE, 2005; SOSZYNSKR006; MARKS et al.,
2009).

Em muitas espécies, o0 estresse psicologico resmitaumento agudo da Tc. Por
exemplo, estudos com humanos mostram que nao apsnamos circadianos alteram a
Tc, mas também avaliagfes, filmes e torneios elewaemperatura corporal em torno de
1° C (KLEITMAN, 1945; RENBOURN, 1960; BRIESE, 19960TSEY e IVANOV,
1950; MARAZZITI et al, 1992; FALCON-LESSES, 193@). estresse da manipulacéo, a
exposicao a ambientes novos ou campo aberto, madingaiolas, contengao, exposi¢cao
a animais dominantes ou intrusos pode elevar aeT@is e camundongos em até 2 °C
(STEWART e EIKELBOOM, 1979; SHIBATA e NAGASAKA, 128 1984; SINGER et
al., 1986; BORSINI et al.,1989; MORLEY et .al1990; ZETHOF et al., 1994,
SOSZYNSKI et al, 1998, BUTTERWECK et al, 2003; ®Ket al., 2003,
LKHAGVASUREN et al., 2014; MOHAMMED et al., 2014)Um fenébmeno semelhante é
observado em outras espécies, incluindo coelhoKMO1966; SNOW e HORITA,
1982), musaranhos (KOHLHAUSE et al., 206CHMELTING et al., 2014), ovinos
(PEDERNERA-ROMANO et al., 2010), esquilos (MUCHLIKBet al., 1998; LEE et al.,
2000), chimpanzés (PARR et al., 2000), impalas (MRYet al., 2008), patos (GRAY et
al., 2008) e pombos (BITTENCOURT et al., 2015).

Um aumento na Tc também foi observado em répteigjue a termorregulacéo é
alcancada somente por meio da selecdo de tem@eratumbientes adequadas a sua
demanda metabdlica. Quando lagartos sdo manuséaidoasnimais deslocam-se para uma
lampada infravermelha para elevar sua Tc, de medwelhante a quando sao infectados
por bactérias, sugerindo que as respostas febestimulos emocionais, assim como a
estimulos infecciosos tem uma origem filogenétiniga (CABANAC e GOSSELIN,
1993).

Algumas evidéncias recentes indicam que o aumeatdcdinduzido por estresse
apresenta mecanismos similares aos da febre irappidendotoxina, com a participacao

de pirogénios enddgenos como citocinas (IL-1L-6) e prostaglandinas (PGE
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(SINGER, 1986; KLUGER et al., 1987; LEMAY et al990; MINAMI et al., 1991; OKA
et al, 2001) e de mediadores antipiréticos, corarido nitrico e os glicocorticéides, como
a corticosterona (De PAULA et al., 2000; OKA et 2001; SANCHES et al., 2003;
SORIANO e BRANCO, 2010). Outros possiveis mediaslalesta resposta febril seriam
os opidides endbégenos (OKA et al, 2001).

Ja foi visto que o0 aumento de temperatura indug@lo estresse psicolégico altera
a atividade dos neurbnios termossensiveis no AB@,groducéo local de P@Hima vez
que o estresse psicoldgico ativa os neurénios remachicos ndocus coeruleugOKA et
al, 2001), e a liberagcdo de noradrenalina no hipot estimula a sintese da PGE
(FELEDER et al., 2007), como ocorre ap0s injec&tésiica de LPS (ALMEIDA et
al., 2004). Alem disso, foi visto que respostasomastoras (vasoconstricdo) ajudam no
aumento da Tc, e o ambiente frio ndo diminui a ajée da Tc, como ocorre na
hipertermia. Dessa forma, esse aumento Tc pel@ssstrpsicolégico € regulado e
considerado uma verdadeira febre (BRIESE e CABANEED1).

E bem estabelecido que a febre induzida por enihatax o resultado da acdo de
agentes pirogénicos e antipiréticos endégenos @buam regides especificas do encéfalo
(STEINER et al., 2002; BICEGO et al., 2007). Tambémesposta oposta a febre, a
anapirexia, € resultado de acdes de agentes ieguterinibidores de tal resposta
(BRANCO et al., 2006; SCARPELLINI et al., 2009).INVez a febre induzida por estresse
psicogénico também possa apresentar tal modulast@ouéadora e inibitéria em sitios
especificos do encéfalo, nesse caso 0s receptpiégles mu e kappa, numa regido

especifica do SNC, como a PAG, uma vez que nagab®ecomo iSso ocorre nessa regiao.

1.3. SISTEMA OPIOIDE E TERMORREGULACAO

Os opibides (sintéticos ou enddgenos) sdo moléctarsideradas com agéo
semelhante a morfina, que é sintética (FERREIRAAEEONE, 2005), sendo que nos
opidides enddgenos estao incluidas as encefaleramlyidas também em respostas de
estresse), dinorfinas e endorfinas (JORDAN e DHY88). Estas moléculas ligam-se aos
receptores opibdides - um grupo de receptores atopla proteina G (FERREIRA e
FACCIONE, 2005), sendo que o sistema opidide enumgesta envolvido em varios
processos fisioldgicos, incluindo a regulacdo ddQELLER et al., 1983; GELLER et al.,
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1986; ADLER e GELLER, 1988; BODNAR e KLEIN, 2005C8RPELLINI et al., 2009)
e as respostas de estresse (AKIL et al., 1984).

Trés distintos receptores opidides, mu, kappata fmlam identificados (JAMES E
GOLDSTEIN, 1984; KOSTERLITZ, 1985; PATERSON, 1983)ada um possuindo
diferentes propriedades fisioldgicas e farmacokigiCJORDAN e DEVI, 1998), sendo
todos eles blogueados pela naloxona, um antagamistaseletivo de receptores opidides
(FERREIRA e FACCIONE, 2005). Estes receptores danbmana celular, acoplados a
proteina G, quando séo estimulados por um farmg@idide, podem inibir a enzima
adenilato ciclase, reduzindo a concentracdo intrirede adenosil monofosfato ciclico
(AMPc). Ocorrendo o fechamento dos canais de c&ldttagem dependentes nas
terminacdes pré-sinapticas, reduzindo a liberagéimedirotransmissores e ainda a ativacao
dos receptores opidides na membrana pés-sinapticaope um efluxo de K causando
uma hiperpolarizacdo do neurbnio, bloqgueando fdareiste a transmissdo do estimulo,
como o estimulo doloroso, por exemplo (JORDAN e DHY99).

Em relacdo a termoregulacdo, a ativacado de reesptou causa aumento da Tc
(SPENCER et al., 1988; HANDLER et al., 1992) endqoayue agonistas kappa induzem
reducédo na Tc (CAVICCHINI et al., 1988; SPENCERakt 1988). Por outro lado, os
dados relativos aos receptores delta sdo contas/ersodendo ocorrer hipotermia,
hipotermia seguida por hipertermia ou nenhum efeiteivo (SPENCER et al., 1988;
BROCCARDO e IMPROTA, 1992; HANDLER et al., 1992; RAS e COWAN, 2006).
Foi demonstrado no nosso laboratorio a participaig@Boreceptores opidides da APO na
anapirexia (resposta de queda regulada da Tc, apofgbre) induzida por hipoxia e foi
observado que os receptores kappa estédo envolvadimslucdo da anapirexia enquanto 0s
receptores mu e delta sdo importantes para o cetden Tc ao estado de eutermia
normoéxica pos-hipoxia (SCARPELLINI et al., 2009).

O sistema opidide parece estar envolvido na fetzhezida por pirogénios uma vez
que a ocorre o aumento da concentrag@mdorfina (CARR et al., 1982) no sistema
nervoso central, particularmente no hipotalamo (T8Aal., 2003), durante a fase de
aumento da Tc na febre pirogénica, e diminuicdarmero retorno ao estado de eutermia
(MURPHY e LIPTON, 1983). Neste contexto, receptomsoides mu no encéfalo
parecem desempenhar um papel chave no desenvotueirdanfebre induzida por LPS
(BENAMAR et al, 2000; BENAMAR et al., 2005; FRAGA al, 2008) e por pirogénios
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enddgenos tais como TNF-alfa, IL-6, endotelinagra@eina inflamatéria de macréfago-1
(MIP-1) (FRAGA et al., 2008).

Na literatura, existem dados controversos a respkatparticipacdo dos receptores
e peptideos opidides no aumento da Tc induzidoeptesse psicoldgico (OKA et al.,
2001, OKA, 2015). Em experimentos conduzidos padaViet al. (1983), a naloxona
(antagonista ndo especifico de receptores opididés) bloqueou o aumento na Tc
induzido por estresse de exposi¢cdo a campo aliwtém, Pae et al. (1985) descobriram
que a injecao de naltrexona, outro antagonistase#aivo de receptor opidide, na APO,
bloqueia 0 aumento a Tc induzido por estresse deipmiacdo, sugerindo que [&
endorfina liberada pela hipéfise age nos receptopédides da APO, aumentando a Tc.
Dessa forma € possivel que peptideos opidides sdj@nados no encéfalo durante o
estresse psicologico e produzam febre psicogénioemna modulacdo dessa febre pode

ocorrer em diferentes tipos de receptores opidm®Rp 0 mu € o0 kappa.

1.4 SUBSTANCIA CINZENTA PERIAQUEDUTAL (PAG) E
TERMORREGULACAO

Ha vérias regides no tronco encefalico envolvidasagulacdo da Tc, dentre elas, a
substancia cinzenta periaquedutal (PAG), cuja @livainduz resposta hipertérmica
(TSENG et al.,, 1980). A PAG é um grupo de céluleganizadas em quatro colunas
longitudinais (dorsomedial, dorsolateral, lateraventrolateral) em volta do aqueduto
mesencefalico, chamado de aqueduto de Sylvius i@ty as quais variam em forma e
tamanho ao longo do eixo rostrocaudal (CARRIVE,®08 diferem em caracteristicas
imunohistoquimicas, densidade de diversos recepf{oreluindo os opidides), conexdes e
funcdes (CARRIVE, 1993; BANDLER e SHIPLEY, 1994; RBLER e KEAY, 1996).
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Figura 1. Esquemas de cortes coronais ao longo das colunggtudinais da substancia cinzenta
periaquedutal (PAG), retirados do atlas de Paxindéatson, 2005. DMPAG= PAG dorsomedial; DLPAG=
PAG dorsolateral; LPAG= PAG lateral; VLPAG= PAG werlateral; Ag= agueduto. Os nimeros abaixo

das imagens indicam as distancias caudais em oetecBEregma (em milimetros).

A PAG é reconhecidamente envolvida na regulagdoromegetativa de
comportamentos de defesa (DEL-BEN e GRAEFF, 208&n de ter participacdo no
controle de nocicepc¢ao, analgesia, medo, ansiestadalizacdo, lordose (posi¢cao adotada
pela fémea para a copula), controle cardiorrespiae termorregulacdo (BEHBEHANI,
1995; ZHANG et al., 2007; NAKAMURA e MORRISSON, 2Z0DA_OPES et al., 2012).

A PAG recebe aferéncias e envia eferéncias pareredifes areas motoras,
sensoriais, autondémicas e limbicas (SAWCHENKO .etl883; BEITZ, 1990; BANDLER
e DEPAULIS, 1991; CANTERAS e SWANSON, 1992; NOLANVALDROP, 1993;
MORRISON, 2001; SEWARDS e SEWARDS, 2002; McNAUGHT@NCORR, 2004).
Dessa forma a PAG esta conectada a circuitos iserggponsaveis por modulacdes
fisioldgicas essenciais para a sobrevivéncia darosgo, justificando o seu envolvimento
em diversas funcdes, sendo considerada uma esathdterogénea e de alta complexidade.

Existem evidéncias de sinalizacdo da PAG induziel@ pquecimento local da
APO (YOSHIDA et al., 2002). Além disso, estudo imhdo o marcador retrogrado

cholera toxin-b e imunohistoquimica para c-Fos, aestrou que a PAG rostral de ratos
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expostos ao calor recebe inputs do nucleo pre@ptiediano (MnPO), area envolvida em
respostas de perda de calor (YOSHIDA et al.,, 20@9)rroborando esse dado, foi
demonstrado que a estimulacdo quimica da porcdmlral PAG causa vasodilatacédo
cutanea da cauda de ratos, importante respostarda ge calor nesses animais (ZHANG
et al., 1997 a, b). Por outro lado, no mesmo estied6OSHIDA et al. (2005), verificou-se
gue a PAG caudal de ratos submetidos ao frio recghe#s de neurdnios do hipotalamo
dorsomedial (DMH), regido envolvida na ativacao tdemogénese (YOSHIDA et al.,
2005). Além disso, estimulacdo da porcdo ventn@hteaudal da PAG estimula a
termogénese independente de tremor no tecido adip@srom (CHEN et al., 2002).
Todos esses dados juntos indicam importante geagép da PAG nas vias eferentes da
termorregulacéo autondémica.

Uma vez que a PAG contépaendorfina (FINLEY et al., 1981) e apresenta uma
densidade significativa de receptores opidédes (Létval., 1979, LINNMAN et al, 2012),
especialmente mu e kappa (GUTSTEIN et al., 1998pssivel que, além de modificara
sensacao da dor, os opidides enddgenos preserdts negido possam ter um papel
importante no controle da Tc (TSENG et al., 198RJEFITHS et al., 1983). Desse modo,
torna-se importante investigar a acao dos receptone e kappa da PAG na febre por
estresse psicogénico e baseado nisso a hipotesabadho é de que os receptores mu e
kappa dessa regido participam da febre induzidagtoesse de contencdo fisica em ratos.
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2. OBJETIVO
O objetivo deste estudo foi investigar a particmados receptores opidides mu e
kappa da substancia cinzenta periaquedutal (PA@gabde ratos na febre induzida por

estresse de contencéo.

2.1. OBJETIVO ESPECIFICO

Para testar a hipotese, foi verificado efeito daromjecdo dos antagonistas
seletivos para receptores mu (CTAP) e kappa (nd);Bitra-PAG na temperatura
corporal e nos termoefetores para a perda de @aldice de perda de calor) e para a
termogénese (consumo de oxigénio) de animais subyeebu ndo ao estresse de

contencao.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. ANIMAIS

Os experimentos foram realizados com ratos Wigesando de 250 a 280 g. Os
animais foram acondicionados em camara ventiladacantrole de temperatura (mantida
a 24 — 26°C) e ar filtrado (ALE 9902001: Alesco, ¢ Mor, SP, Brasil), sendo
submetidos a um ciclo claro:escuro de 12/12 huzesl do biotério eram ligadas as 06:30 h
e desligadas as 18:30 h). Os animais tiveram deesso a agua e racao, exceto durante a
realizacdo dos experimentos, os quais foram relggzantre 9:00 h e 12:00 h na fase clara,
no Departamento de Morfologia e Fisiologia Animalfhculdade de Ciéncias Agrarias e
Veterinarias da UNESP Campus de Jaboticabal. @@$tu conduzido de acordo com as
diretrizes do Conselho Nacional de Controle de Erpmtacdo Animal (CONCEA) e
com a aprovacdo da Comissdo de Etica no Uso de ai(@EUA) da FCAV/Unesp,
protocolo n°® 007094/13.

3.2. FARMACOS UTILIZADOS

O antagonista seletivo para receptores mu, CTAPH{B®-Cys-Tyr-D-Trp-Arg-Thr-
Pen-Thr-NH ciclic, peso molecular: 1104,30 g, Sigma-AldriBnasil) nas doses de 1 e 10
pg/ 100 nL/ animal (9,1 mol/ L e 91 mol/ L respeathente), e 0 antagonista seletivo para
receptores kappa, nor-BNI (nor-binaltorphimine ditochloride, peso molecular: 734.71
g, Sigma-Aldrich, Brasil), nas doses de 1 e 4 0§ AL/ animal (13,6 mol/ L e 54,4 mol/
L respectivamente). As doses dos antagonistas fatararminadas em experimentos
pilotos e baseada em estudos prévios (BENAMAR gt2810Q SALMI et al., 2003;
SCARPELLINI et al., 2009).

3.3. CIRURGIAS

Os animais foram anestesiados com injecdo inttapeal de cloridrato de
cetamina e xilazina (100 e 10 mg/ kg, respectivde)ea fixados em um estereotaxico
(Kopf Instruments, Kent, Inglaterra). Uma canuldaagde aco inoxidavel (0,6 mm de
diametro e 12 mm de comprimento) foi implantada r® acima da PAG dorsal (PAG

dorsomedial e dorsolateral), de acordo com as eoaths adaptadas do atlas de Paxinos e
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Watson (2005): angulacao da torre: 22° para esguerd.1 mm a partir do lambda, +1,9
mm lateral, -3,2 mm dorso-ventral a partir do avam barra do incisivo a -2,5 mm. A
canula foi fixada ao cranio por meio de parafusoacelico dental. Um mandril foi
mantido dentro da canula para prevenir oclusa@dala e infeccao.

Cada animal foi retirado do estereotaxico e sulmneta uma laparotomia
paramediana para inser¢cdo de um sensor armazergalotemperatura (SubCue
Dataloggers, Calgary, Canada) na cavidade abdomipak as intervencdes cirdrgicas, 0s
animais foram tratados com uma injecao intramusaldaantibiotico (enrofloxacino, 10
mg/ kg), e uma injecdo subcutanea de anti-inflanmtdao-estereoidal (flunixina

meglumina 2,5 mg/ kg). O tempo de recuperacédo pasg@& foi de 6 a 7 dias.

3.4. MICROINJECOES

As microinjecdes foram realizadas em ratos naotesiaslos utilizando-se uma
seringa Hamilton de 1 pL e uma agulha dental decég (Mizzy, 20Qum diametro
externo) conectadas por um tubo de polietileno @EAlagulha era 2 mm mais longa
do que a canula guia, permitindo contato com &oede interesse apenas no momento
da injecdo, que foi feita utilizando-se um aparetteo microinjecdo (modelo 310,
Stoelting CO., IL, EUA; Figura 2). Foi injetado wolume de 100 nL de veiculo ou
antagonista durante 30 seqg, sendo a agulha remdedzinula guia 30 seg apdés o

término da injecdo para se evitar refluxo.

Figura 2. Bomba de microinjecao (modelo 310, Stoelting CO.HUA).
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3.5. DETERMINACAO DA TEMPERATURA CORPORAL

Os sensores armazenadores integrados de tempe(atataloggers”, SubCue,
Calgary, AT, CA,; Figura 3) foram acoplados a urmpatador, via uma conexao optica e
programados para a coleta de dados a cada 5 memtosngo do experimento utilizando-
se 0 programa “SubCue temperature datalogger seftwao final dos experimentos, 0s
sensores foram mais uma vez conectados a um caopytiara a leitura das temperaturas
medidas e essas, por sua vez, foram corrigidasatd@com as especificacdes contidas no
manual do fabricante (SubCue, Calgary, AT, CA).

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

de temperatura corporal.

3.6. DETERMINACAO DO INDICE DE PERDA DE CALOR

A Temperatura da pele (Tp) da cauda foi medida mpeio de imagens de
infravermelho utilizando-se uma camera sensiveksa gadiacdo (Flir SC660, Suica;
Figura 4A). A técnica da termografia de infravermoetietecta a radiacdo eletromagnética
(desta faixa de comprimento de onda) emitida porconpo e converte tal radiacdo em
uma imagem colorida de acordo com a intensidade¢a.ddsssa técnica tem sido
comumente usada na fisiologia termal para mensur@p e, assim, inferir o fluxo de
sangue periférico em endotermos (ROMANOSVSKY et 2002; TATTERSALL e
MILSON, 2003; ALMEIDA, et al., 2006; SCOTT et al2008) e ectotermos
(TATTERSALL et al., 2004). Foi escolhida a temparatda cauda do animal para inferir
mecanismo de perda de calor devido a essa regidatdcser considerada uma janela
térmica (TATTERSALL e MILSON, 2003; ALMEIDA et al.2006), ou seja, uma
superficie corporal em que a troca de calor conmbiente € facilitada, por apresentar
grande relacdo superficie/volume e ser pouco iaol@imicamente por pelos. Foi

determinada a média de trés valores de temperdéupele ao longo do segundo terco do



29

comprimento da cauda (Figura 4B), local em que refiluzidas as interferéncias das
temperaturas: 1) proxima ao corpo, pois na baseadda a temperatura é mais elevada
(influéncia da Tc); e 2) do ambiente, pois na pal@azauda a temperatura € mais proxima
da ambiente (ROMANOVSKY et al., 2002). A Tp e a fbcam usadas para inferir o
indice de perda de calor (IPC) do animal, isto érau de vasodilatagdo/vasoconstricao
como indicadores de mecanismos de perda e con&erdagcalor, respectivamente. O IPC
varia de 0 a 1, sendo que zero indica vasoconstngikima e 1 vasodilatacdo maxima, e
foi calculado de acordo com a formula: IPC = (TpATla-Ta) (ROMANOSVSKY et al.,
2002), onde:

Tp: Média das temperaturas da pele em trés pomt@aegundo terco da cauda do
animal;

Tc: Temperatura corporal no mesmo momento em duefai medida;

Ta: Média das temperaturas em dois pontos da daixeimal no mesmo momento

em que a Tp foi medida;

A B

Figura 4. (A) Céamera infravermelha (Flir SC660, Suica). (Bhabem infravermelha mostrando a
temperatura de trés pontos da pele do segundo dergauda do animal e a temperatura de dois poatos

temperatura ambiente.

3.7. DETERMINACAO DO CONSUMO DE OXIGENIO

A taxa metabdlica foi inferida pela medida do consude oxigénio utilizando-se
um sistema de respirometria aberta (Figura 5). i@arfoi colocado em um respirdbmetro
(6,8 L) dentro de uma camara de temperatura ca@o{Fanem, Sdo Paulo, SP, Brasil)

que manteve a Ta dentro do respirdmetro a 26°Cfllm continuo de gas foi mantido
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através da camara experimengall{ modg e as concentracdes de @& entrada e saida
foram monitoradas por um analisador de (Qable Systems, Las Vegas, NV, EUA),
conectados a um computador para registro e armaega dos dados. O consumo de
oxigénio {0,) foi determinado com base na taxa de fluxo e fexafica de concentracio
do gas na entrada e na saida da camara. O anad@yara dentro da respirdbmetro a uma
taxa de 1700 mL/min, mas apenas uma sub-amostte desfoi puxado através do
analisador @a 185 mL/min (SS4; Sable Systems, Las Vegas, NNA)EA pressao de
vapor de agua foi a primeira variavel analisada3®} Sable Systems) e, posteriormente,
foi utilizada (juntamente com a pressao barom@tpeaa corrigir a porcentagem de ©0
fluxo de ar antes do célculo d®,. Tal corre¢éo foi necessaria porque o ar naoeod s
nem antes de entrar no respirometro nem antesssarmpaelo analisador de (KOTEJA,
1996). Em seguida, a porcentagem dee@ pressao barométrica foram registradas (PA-
10; Sable Systems). Cada 10 minutos de registemf@mompostos por 2 min daseline
amostra de ar que entrava no respirdbmetro, e pun8tos de ar que saia do respirdmetro.
As amostras déaselineforam registradas frequentemente para garantiroq@e no ar
oferecido ao animal permaneceu constante ao loagexderimento, e para proporcionar
as estimativas de.B; (veja abaixo). Um distribuidor de fluxo de gas (RM@iltiplexer
Inteligent; Sable Systems) foi usado para contrpleris amostras de gas (do respirbmetro
ou baseline) entravam nos analisadores. Todosdisdaram coletados por meio de um
sistema de aquisicao de dados (EXPEDATA v 1.4.BleSaystems) registrando os valores
a cada segundo. Os analisadores foram calibradgsrsegue necessario. O analisador de
O, foi calibrado usando nitrogénio como um valor zerar seco (20,95%) como valor
méximo. Os dados sdo apresentados em STPD (coadig@mais de temperatura, pressdo
e ar seco). O ©foi calculado usando a seguinte equadé®; = [FRs (F:O, - FO,)]/[1-
FO, (1-RQ)] (KOTEJA, 1996), onde:

FRs: Fluxo de ar que sai do respirdmetro
FO,: Fracdo de entrada de oxigénio (mseling;
FO.: Fracdo de saida de oxigénio (do respirdmetro);

RQ: Quociente Respiratdrio (considerado 0,85)
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Figura 5. Sistema de respirometria aberta (Sable Systerssyégas, NV, EUA).

3.8. PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS

Os experimentos foram realizados em animais ndsstesiados. A Tc foi
registradade 5 em 5 minutos durante o experiménfp foi registrada a cada 10 minutos
durante o experimento por meio de imagens infraghvas Flir SC660. O consumo de
oxigénio foi realizado separadamente, utilizandoraapirometro (6,8 L), com registros a
cada 20 minutos.

3.8.1. Efeito da microinjecdo intra-PAG de antagaiseletivo de receptores opidides
mu, CTAP, sobre a Tc e o indice de perda de caaratbs ndo submetidos ao estresse de
contencao.

Pelo menos 12 horas antes do experimento, os anifoem distribuidos em
caixas individuais e colocados na sala de expetagén. No dia seguinte de manha, os
ratos receberam microinjecéo intra-PAG de CTAP aina (veiculo). Os animais foram

mantidos em suas caixas por aproximadamente 14@@sin

3.8.2. Efeito da microinjecéo intra-PAG de CTAPrsoh Tc e o indice de perda de calor
de ratos submetidos ao estresse de contencéo.

Apbs as 12 horas de aclimatacdo na sala de expedgd®, no dia seguinte de
manhd, os ratos receberam microinjecao intra-PAGT&P ou salina (veiculo). Apos 50

minutos da microinje¢cdo os animais foram submetmo®stresse de conteng¢do, sendo
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colocados em tubos de contengcao (60 mm de dianfégara 6), permanecendo dentro
deles durante 40 minutos. ApOs este tempo sob rogide os animais tiveram mais 50

minutos para o retorno a eutermia.

3.8.3. Efeito da microinjecao intra-PAG de CTAP rsolo consumo de LOde ratos
submetidos ao estresse de contengéo.

Apés as 12 horas de aclimatagdo na sala de expe&gd®, no dia seguinte de
manha, os ratos receberam microinjecéo intra-PAGT&P ou salina (veiculo). Apos 40
minutos da microinjecdo os animais foram submet@msestresse de contencdo, sendo
colocados em tubos de contencédo (60 mm de diantfagara 6), permanecendo dentro
deles durante 40 minutos. ApOs este tempo sob rogide os animais tiveram mais 50

minutos para o retorno a eutermia.

3.8.4. Efeito da microinjecao intra-PAG de antagaiseletivo de receptores opioides
kappa, nor-BNI, sobre a Tc e o indice de perda aercde ratos ndo submetidos ao
estresse de contengéo.

Apds as 12 horas de aclimatagdo na sala de expe&agd®, no dia seguinte de
manhd, os ratos receberam microinjecédo intra-PAGateBNI ou salina (veiculo). Os

animais foram mantidos em suas caixas por aproxdmadte 140 minutos.

3.8.5. Efeito da microinjecao intra-PAG de nor-B&bre a Tc e o indice de perda de

calor de ratos submetidos ao estresse de contencéo.

ApoOs as 12 horas de aclimatacdo na sala de expdagd®, no dia seguinte de
manhd, os ratos receberam microinjecéo intra-PA@GadeBNI ou salina (veiculo). Apds
50 minutos da microinjecédo os animais foram sulmnstao estresse de contencéo, sendo
colocados em tubos de contencédo (60 mm de diantfagara 6), permanecendo dentro
deles durante 40 minutos. Apds este tempo sob rgite os animais tiveram mais 50

minutos para o retorno a eutermia.



33

3.8.6. Efeito da microinjegao intra-PAG nor-BNI sebo consumo de LOde ratos
submetidos ao estresse de contengao.

Apés as 12 horas de aclimatagdo na sala de expedgd®, no dia seguinte de
manhd, os ratos receberam microinjecdo intra-PAGnaeBNI ou salina (veiculo).
Apo6s 40 minutos da microinjecdo os animais forabmetidos ao estresse de contencao,
sendo colocados em tubos de contencdo (60 mm deetl@ Figura 6), permanecendo
dentro deles durante 40 minutos. Apos este temipe@atencdo, os animais tiveram mais

50 minutos para o retorno a eutermia.

Figura 6. Tubo de contencéo.

3.9. HISTOLOGIA

Ao final dos experimentos envolvendo microinjecés dntagonistas de receptores
opidides mu ou kappa ou de veiculo, os animaisrfaaaestesiados e 100 nL de solugéo
2% de azul de Evans foi microinjetada para confirmaitio de microinjecdo. Os animais
foram entéo perfundidos através do ventriculo esigugo coracdo com 60 mL de solucao
salina isotbnica seguida de 60 mL de solucdo dadiima a 10%. Em seguida os animais
foram decapitados e o encéfalo foi entéo retiragneeso em solucdo de formalina a 10%
por pelo menos dois dias. Apos fixacdo e inclusagparafina, foram feitos cortes de 15
um em um microtomo (Leika) em toda a extensédo da .P@& cortes obtidos foram
corados pelo método de Nissl. A analise microsedpla localizacdo do sitio de
microinjecdo foi feita em microscopio 6ptico. Foramonsideradas injecdes intra-PAG
dorsolateral e dorsomedial, regides em que é ddmdasa presenca dos receptores
opidides mu e kappa (GUSTSTEIN et al., 1998), &PAG, nas regides adjacentes mas
fora da PAG.
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3.10. ANALISE DOS DADOS

Os dados séo apresentados como média + EPM. kpadéi ANOVA de duas vias
(fatores: tempo e tratamento) de medidas repetidaa, verificar o efeito dos antagonistas
de receptores opidides sobre a Tc, o IPCW g, seguido pelo pos-teste de Tukey. Nos
experimentos em que os animais foram submetidasgemrcéo, as fases de contencéo e
pos-contencdo foram analisadas juntas e separddatiferencas entre as médias foram

consideradas estatisticamente significativas paratres de p< 0,05.
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4. RESULTADOS

A temperatura ambiente durante todos os experiradaionantida em 26 +°C.

4.1. Histologia

Na figura 7A é apresentada uma fotomicrografia b o sitio de microinjecéo
na PAG dorsolateral. Na figura 7B s&o apresentd@gsamas representativos contendo os
locais de microinjecao intra-PAG dorsolateral esdaredial e peri-PAG.
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Figura 7. (A) Fotomicrografia do encéfalo de um animal reprgativo dos grupos mostrando o sitio tipico
de microinjecdo (seta) na substéncia cinzenta quegutal dorsolateral (DLPAG) na distancia 6,24 mm
posterior ao bregma com base em Paxinos e Wat€@b)2(B) Diagramas representativos mostrando os
locais de microinjecao intra-PAG (circulos pretesfora da PAG (circulos cinza) nas distancias (em) m
caudais ao bregma com base em Paxinos e WatsoB)(ADPMIPAG= PAG dorsomedial; DLPAG=PAG
dorsolateral; LPAG=PAG lateral; Ag= aqueduto.
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4.2. Efeito da microinjecéo intra-PAG do antagonis seletivo do receptor opidide mu,
CTAP, sobre a temperatura corporal (Tc), o indice d perda de calor (IPC) e o

consumo de oxigénioy(0,) de ratos submetidos ou ndo ao estresse de conémg

Na Figura 8A sao apresentados os resultados deeTcatbs que receberam
microinjecdo de salina ou CTAP intra-PAG e nao rforaubmetidos ao estresse de
contencdo. Nao foi observada diferenga nos valdee$c entre os animais tratados com
salina ou CTAP (p> 0,05). Esses resultados indiga®m as doses de CTAP n&do sao
suficientes para alterar a Tc dos animais em eudefta Figura 8B, observamos que o

IPC néo variou ao longo do tempo nem dos tratamsgpte 0,05).
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—©— Salina, 100 nL, intra-PAG (9). Tci= 37,2+0,1
A —#— CTAP, 1 pg/ 100 nL, intra- PAG (10). Tci=37,2+0,1
—— CTAP, 10 pg/ 100 nL, intra- PAG (11). Tci=37,1+0,1
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Figura 8. Efeito da microinjecdo de antagonista de receptopégides mu, CTAP (1 and L&/ 100nL/
animal), ou salina (veiculo; 100 nL) na substaegiaenta periaquedutal(PAG) sobre a temperatungocar
(A) e o indice de perdade calor (B) de animais sidlametidos ao estresse de contencdo.A seta indica o
momento da microinjecdo. NUmero de animais de acgdpo € apresentado entre parénteses. Tci é a
temperatura corporal média antes de qualquer teatinme IPCi é o indice de perda de calor antes de

qualquer tratamento.
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Na Figura 9 pode-se observar que o estresse dencdat aumentou a Tc de ratos
gue receberam a microinjecéo de salina ou de CPpAR(001), no entanto esse aumento
da Tc foi significativamente menor depois da migegao intra-PAG de lug do
antagonista de receptor opidide, CTAP (p< 0,05u@igA). Em relacdo ao IPC podemos
observar que houve uma reducdo deste durante ces®strde contencao,
concomitantemente ao aumento de Tc e apds o &stlessontencdo (p< 0,001), o IPC
aumentou paralelamente ao retorno da Tc aos vakrgsmicos, ocorrendo de modo
semelhante entre os grupos (Figura 9B). Isso ératmsina Figura 10, a qual apresenta
imagens termograficas de um animal representativgyrdpo salina (veiculo), em trés
momentos (antes, durante e depois da contencaont@ua contencdo podemos perceber
uma vasoconstricdo da cauda (Figura 10B), porérm a@himal ser retirado da contencéo

observamos uma vasodilatacdo da cauda do aningairé~10C).
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—©— Salina, 100 nL, intra-PAG (8). Tci=37,2+0,1

A - CTAP, 1 pg/ 100 nL, intra- PAG (9). Tci= 37,2 +0,1
—— CTAP, 10 pg/ 100 nL, intra- PAG (9). Tci= 37,3 £0,1
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Figura 9. Efeito da microinje¢do de antagonista de receptopégides mu, CTAP (1 and 1@/ 100nL/
animal), ou salina (veiculo; 100 nL) na substangiaenta periaquedutal (PAG) sobre a temperatuizocal

(A) e o indice de perda de calor (B) de animaisrgiltios ao estresse de contengdo.A seta indicarento

da microinjecdo. Nimero de animais de cada grupgrésentado entre parénteses. Tci € a temperatura
corporal média antes de qualquer tratamento e BP@i indice de perda de calor antes de qualquer
tratamento.* p< 0,05, diferenca significativa er®@BAP (Iug) e salina.



41

A B C 40,0°C

Figura 10. Imagens termogréafic mostrando as temperaturas da pele da cauda e dergenbtilizadas par
o calculo do indice de perda de calor. A) foto Adsninutos antes da contencdo; B) foto aos 10 wsndé
contencdo em tubo de tela; C) folos 10 minutos apés o término da contencdo. Anigfalesentativo d

grupo salina (veiculo, 100 nL).

A Figura 1JA mostra que ndo houve diferenca no consumo deénio entre 0s
grupos CTAP e salinaos ratos que nédo foram Ismetidos ao estresse de conten
Durante o estresse contencdo, no entanto, o condarogigénio aunntou em ambos os
grupos (p< 0,001), nsaCTAP reduziu essa respost< 0,05; Figurdl1B).
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A —o— Salina, 100 nL, intra-PAG (7). VO,i=22,1+1,7
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Figura 11. Efeito de microinjecgdo de antagonista de receptop&ides mu, CTAP (iig / 100 nL / animal)

ou solucdo salina (veiculo; 100 nL) na substanioizenta periaquedutal sobre o consumo de oxigéitig)(

de animais ndo submetidos (A) e submetidos (B) stiesse de contenc¢do. A seta indica o0 momento da
microinjecdo. Numero de animais de cada grupo ésaptado entre paréntes&¥€,i € o consumo de

oxigénio antes de qualquer tratamento.* p< 0,0@yeinca significativa entre CTAP () e salina.



43

4.3. Efeito da microinjecéo intra-PAG do antagonist seletivo do receptor opidide
kappa, nor-BNI, sobre a temperatura corporal (Tc),o0 indice de perda de calor (IPC)

e 0 consumo de oxigénid/Q,) de ratos submetidos ou ndo ao estresse de conémg

A Figura 12A mostra que nao houve diferenca nald catos ndo submetidos ao
estresse de contencéo e que receberam a micrairgecdalina ou do antagonista seletivo
de receptores opidides kappa, nor-BNI, intra-PAS @Qg05), indicando que as doses de
nor-BNI ndo sdo suficientes para alterar a Tc. 0©BNI também néo alterou o IPC dos
ratos que ndo foram submetidos ao estresse dencéntguando comparado com o0 grupo
salina, (p> 0,05; Figura 12B).
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—©— Salina, 100 nL, intra-PAG (9). Tci= 37,2+0,1
A —&— nor-BNI, 1 pg/ 100 nL, intra-PAG (10). Tci= 37,3+0,1
—— nor-BNI, 4 pg/ 100 nL, intra-PAG (9). Tci=37,0%0,1
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Figura 12. Efeito da microinjegdo de antagonista de receptopgsides kappa, nor-BNI (1 andu4/ 100

nL/ animal), ou salina (veiculo; 100 nL) na substarcinzenta periaquedutal (PAG) sobre a tempexatur
corporal (A) e o indice de perda de calor (B) dienars ndo submetidos ao estresse de contengdaaA se
indica 0 momento da microinjecdo. Numero de animaisada grupo € apresentado entre paréntesesaTci
temperatura corporal média antes de qualquer teattome IPCi é o indice de perda de calor antes de
qualquer tratamento.
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A Tc aumentou durante o estresse de contencédo mp®syque receberam a
microinjecao intra- PAG de salina ou do antagorssiativo de receptores opioide kappa,
nor-BNI (p< 0,001, Figura 13A). No entanto, os amsntratados com a menor dose de
nor-BNI intra-PAG apresentaram um maior aumentdadurante o estresse de contencao
(p< 0,05; Figura 13A). O IPC variou de forma simgatre os grupos, diminuindo durante
a contencdo e aumentando apds os animais sereatostda contencdo (p< 0,001; Figura
13B), indicando vasoconstricdo e vasodilatacamesamente (Figura 10) e isso ocorre

paralelamente ao aumento da Tc durante a contengdaetorno da Tc apds a contencao.
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—6— Salina, 100 nL, intra-PAG (8). Tci=37,2+0,1
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Figura 13. Efeito da microinjecdo de antagonista de receptmpésdes kappa, nor-BNI (1 andug/ 100nL/
animal), ou salina (veiculo; 100 nL) na substaogiaenta periaquedutal (PAG) sobre a temperatuzocal
(A) e o indice de perda de calor (B) de animaisnmthilos ao estresse de contencdo. A seta indica o
momento da microinjecdo. NUmero de animais de acgdpo é apresentado entre parénteses. Tci é a
temperatura corporal média antes de qualquer teatinme IPCi é o indice de perda de calor antes de

gualquer tratamento.* p< 0,05, diferenca signifiaaentre nor-BNI (3ug) e salina.
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A Figura 14A mostra que nao houve diferenca no wmasde oxigénio entre 0s
grupos nor-BNI e salina, em ratos que nao forammstidos ao estresse de contencéo.
Durante o estresse contencao, no entanto, o condarogigénio aumentou em ambos 0s
grupos (p< 0,001), e a microinjecdo de nor-BNI autme ainda mais essa resposta (p<

0,05; Figura 14B).
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Figura 14. Efeito de microinjec¢@o de antagonista de receptopidides kappa, nor-BNI (dg / 100 nL /
animal) ou solucdo Haa (veiculo; 100 nL) na substéncia cinzenta pegdgtal sobre o consumo de
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consumo de oxigénio antes de qualquer tratamepto@,05, diferenca significativa entre nor-BNIy@) e

salina.
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5. DISCUSSAO

Os resultados deste estudo corroboram dados datdit® que indicam que o
estresse psicoldgico é capaz de aumentar a Tdake essim como na febre induzida por
LPS (DE PAULA et al., 2000; OKA et al., 2001; SOS¥SKI, 2001; STEINER et al,
2003; DIMICO et al., 2006; SOSZYNSKI, 2006; OKA,1X). Os resultados relativos aos
termoefetores analisados (consumo deeOindice de perda de calor pela cauda) déo
suporte a ideia de que esse aumento de Tc duragg&resse de contencéo fisica é uma
resposta febril. A Tc dos animais controle subnostido estresse aumentou em até 1°C
(Figuras 9A e 13A) sendo acompanhada por ativagderdhogénese e de conservagao de
calor (vasoconstricdo cutanea da cauda). Nestexiontpode-se dizer que os receptores
opidides da PAG participam na febre induzida potresse de contencédo fisica,
confirmando a nossa hipotese que os dois receptuues kappa desempenham um papel
pirogénico e antipirético, respectivamente. Elag@am apresentar essa acdo ndo afetando
a vasoconstricdo da cauda (janela térmica), massemrmogénese, a qual € aumentada e
diminuida pela ativacdo dos receptores mu e kapppectivamente, durante o estresse de
contencéo fisica.

O sistema nervoso central responde a um conjunirdiiicado de desafios ou
estresses, que ameacam a sobrevivéncia do orgamemmeio de sinalizacdo apropriada
alterando as fung¢des autondémica, enddcrina e caampental. Dessa forma as respostas
fisiologicas de ratos expostos a desafios ambintaimo infecccdo, ambiente frio,
restricbes ou barulho incluem taquicardia, ativagddermogénese e dos mecanismos de
conservacao de calor (vasoconstricdo) e estimuldgaeixo hipotalamo-hipoéfise-adrenal
(DIMICCO et al., 2006).

O estresse psicolégico é a tensdo mental ou presdfia percepcdo de ameaca
iminente, dor ou desconforto e desencadeia vaesgostas fisiolégicas. Como ja foi dito,
muitos estressores psicolégicos induzem uma elevagada da Tc, observada em muitas
espécies de mamiferos, e foi visto que esse aum@mtdemperatura aumenta o0s
desempenhos fisico e neural uma vez que promowguecenento dos musculos e do
sistema nervoso central em alguns graus CelsilSHBP, 2003), sendo benéfico para
sobrevivéncia, principalmente em situacfes de 'butduga" ou em situacdes em que 0s
animais enfrentam inimigos (KATAKOA et al., 2014).
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O mecanismo neural que associa 0 estresse psiomlégima elevacdo aguda ou
cronica da Tc ainda nédo é totalmente esclareciol@np o estudo de Kataoka et al. (2014)
fornece evidéncias que o aumento da temperaturazichal pelo estresse envolve a
participacdo do hipotalamo dorsomedial (DMH), o Ilgesta envolvido nas respostas
induzidas pelo estresse que recebe informacfegaloénios sensiveis ao calor da APO
(regido que integra sinais térmicos centrais dgr@os) e envia para a rafe medular rostral
(rMR). Essa via neural ativa o sistema nervoso &trop resposavel por estimular a
termogénese do tecido adiposo marrom (TAM), o quet@ce também em resposta ao
frio ou a exposicdo a pirogénios (MORRISON et 2014). O DMH também pode estar
recebendo informacdes do nucleo da estria terrmialeo septal lateral, amigdala medial,
que sdo regibes envolvidas com o estresse (VINKERSIl., 2008). No caso das
exposicoes ao frio ou a pirogénios, sabe-se queihidicdo da sinalizacdo gabaérgica da
APO, desinibindo os neurdnios no DMH e, consequeatte da rMR, provocando uma
aumento da termogénese no TAM e da Tc. Nao seesab@mente qual a via que o DMH-
rMR promove a termogénese do TAM, porém existeme@dpcdes que ha uma via
multissinaptica do DMH para rMR através da PAG ehutransmitindo um impulso
simpético para a termogénese do TAM (CHEN et @D22 YOSHIDA et al., 2005).

A PAG é uma regido envolvida na regulacdo autondmigante comportamentos
defensivos (DEL-BEN e GRAEFF, 2009), controle deaicepcéo, analgesia, medo,
ansiedade e termorregulacdo (BEHBEHANI, 1995; CHiMI, 2002; MENEZES et al.,
2006; NAKAMURA e MORRISON, 2007; ZHANG et al., 2007Essa regiao pontina
contém B-endorfina (FINLEY et al, 1981) e expressa uma e significativa
receptores opidides (LAW et al, 1979), especialmenti e kappa (GUTSTEIN et al.,
1998). Foi visto também que a naloxona inibe artepmia induzida pel&-endorfina e
DAGO (agonista seletivo para os receptores mu) A&,Po que sugere a acdo de
receptores mu da PAG para aumentar a Tc (WIDDOWSOR, 1983). Todos esses fatos
tornam este sistema uma rede importante para odEsenento da febre induzida por
contencao.

Ha varias evidéncias na literatura sobre a pad@ép dos receptores opidides mu e
kappa nas respostas de estresse (AKIL et al., 18843 regulacdo da Tc (ADLER e
GELLER, 1988; ADLER et al., 1983, BAKER e MEERT,®) BODNAR e KLEIN,
2005; GELLER et al., 1983; GELLER et al., 1986; STFELLINI et al., 2009; WILSON
e HOWARD, 1996). Sabe-se que a ativacdo dos remsptou por agonistas como o
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DAMGO (SPENCER et al, 1988) e PL-017 (HANDLER et 4B994) leva a um aumento
da Tc (APPELBAUM e HOLTZMAN, 1986;BRADLEY et al.,99; SPENCER et al.,
1988; HANDLER et al., 1992), enquanto a inibicaAcsetipo de receptor leva a uma
reducdo da Tc ou inibicdo do seu aumento (KRAMERIgt1989; BENAMAR et al.,
2000; BAKER e MEERT, 2002; SALMI et al., 2003; CHEN al, 2005; CHIO et al,
2005). Ja a ativagdo de receptores kappa por agsmiemo U50,488H (SPENCER et al,
1988) e dinorfina (CAVICCHINI et al., 1988; HANDLE® al., 1994) leva a uma reducao
da Tc (ADLER et al., 1983; HANDLER et al., 1992; BER e GELLER, 1993) e o
antagonismo desses receptores parece nao reduz{tBANDLER et al., 1997; BAKER e
MEERT, 2002; CHEN et al., 2005).

Existem evidéncias de que o sistema opidide estdl\edo na febre induzida por
pirogénios, uma vez que ha aumento pdendorfina no plasma e no sistema nervoso
central (CARR et al.,, 1982; TSAI et al., 2003; MURP e LIPTON, 1983). Foi visto
também que os receptores opidides mu no encéfedogra desempenhar um papel chave
no desenvolvimento da febre induzida por LPS (BEMRVEt al, 2000; BENAMAR et al,
2005; FRAGA et al, 2008) e por pirogénios endogetzis como TNF-alfa, IL-6, a
endotelina-1, proteina inflamatdria de macréfagdAlP-1) (FRAGA et al., 2008). Por
outro lado, os receptores kappa da (APO) estdohedus na queda regulada de Tc, a
anapirexia (resposta oposta a febre) induzida podxla. Neste caso, os receptores
opidides um s&o importantes para o retorno da Testado de eutermia normoxica pos-
hipoxia (SCARPELLINI et al., 2009). Foi verificadambém que a microinjecdo de nor-
BNI na APO de esquilos promove o aumento de Tcrdera hibernacéo (YU e CAl,
1993).

Quanto a participacdo dos opidides enddgenos n@ fiellluzida por estresse
psicolégico, existem dados controversos na litesa(OKA et al, 2001). Alguns estudos
demonstraram que a microinjecao de naloxona, uaganista ndo seletivo de receptores
opidides, na APO, diminui a febre induzida poresge de manuseio e por exposi¢do a
campo aberto (BLASIG et al., 1978; STEWART e EIKEDBM, 1979; PAE et al., 1985).
Outros estudos, entretanto, demonstraram a faltihogoieio da febre induzida por campo
aberto pela naloxona (VIDAL et al., 1983; SINGERiket 1986).

E interessante notar que a febre induzida por agénflamatorios é resultado de
acOes tanto pirogénicas (indutoras de febre) quantgiréticas (inibidoras de febre)

endogenas, 0 que tornava possivel esperar queteladebre induzida pelo estresse de
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contencdo ocorresse também uma modulacdo pirogérantiperética com a ativagdo dos
receptores opidides mu e kappa da PAG, respectimam®s resultados do presente
estudo demonstram que o antagonismo dos receptaregelo CTAP (1 pg/ 100 nL)
reduziu a febre induzida pelo estresse de conte(i€i@ara 9A), e o antagonismo dos
receptores kappa pelo nor-BNI (1 pg/ 100 nL) aumeessa febre (Figura 13A). As doses
maiores dos antagonistas néo tiveram efeito sggifio sobre o aumento de Tc durante a
contencdo. Sabe-se que o efeito da administracapidieles depende da espécie estudada,
da dosagem, da rota de administracéo e da tempeeatibiente (HANDLER et al., 1994).
A temperatura ambiente ndo variou durante 0s exgetos, permanecendo por volta de
26°C. Talvez as doses maiores dos antagonistasadls nos nossos protocolos tenham
sido muito elevadas. Chen et al. (2005) sugere exigga um balanco tbnico entre os
receptores mu e kappa, sendo que com altas doses dgente farmacoldgico, este pode
passar a agir como antagonista ou agonista desorgoeptores. Baker e Meert (2002)
mostraram que a hipotermia induzida por opididedepser modulada por multiplos
receptores do sistema opidide, os quais tém aitiathd de interagir entre si.

Ha uma importante participacdo da PAG nas viasefes da termorregulacéo
autonOmica, incluindo evidéncias de conexdes emtFRAG e a APO (YOSHIDA et al.,
2002). Estudos mostram que alem da PAG ser sidalipalo aquecimento local da APO,
a PAG rostral de ratos expostos ao calor recebatsango nucleo pre-6ptico mediano
(MnPO), area envolvida em respostas de perda d@e CADSHIDA et al., 2005). E foi
demonstrado também que estimulacdo quimica da @orgétral da PAG causa
vasodilatacdo cutanea da cauda de ratos, uma tasp@perda de calor nesses animais
(ZHANG et al., 1997 a,b). No mesmo estudo de YOSMHD al. (2005), verificou-se que
a PAG caudal de ratos submetidos ao frio recebetsnge neurénios do hipotalamo
dorsomedial (DMH), regido envolvida na termogén@s®@SHIDA et al., 2005). Além
disso, estimulagcdo da porgcao ventrolateral cau@alPAG estimula a termogénese
independente de tremor no BAT (CHEN et al., 2002).

Como a resposta febril € caracterizada pela ativdednecanismos de conservacao
de calor (vasoconstricdo cutanea) e producédo (g&nese) (ALMEIDA et al, 2004;
BICEGO et al, 2007). No nosso estudo, durante & ogio, em paralelo com o aumento
da Tc foi observada uma reducao do IPC (indicandasaconstricdo periférica) e no final
da contencdo, paralelo ao retorno de Tc a valowgerreia, o IPC aumentou. Os

tratamentos com antagonistas nao afetaram a vastdcén/vasodilatacdo da cauda
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durante e apés a contencéo, indicando que os oeespipioides mu e kappa da PAG néo
estdo envolvidos na modulacdo desse termoefetoi. fdlo caso, agdo pirogénica dos
receptors mu e antipirética dos receptores kappac@aestar relacionado com o
termoefetor termogénico. O CTAP reduziu o consumaxigénio durante o estresse de
contencédo (Figura 11B) quando a Tc também foi lieduegm relacdo ao grupo da solugéo
salina (Figura 9A) e o nor-BNI aumentou o consuramxigénio (Figura 14B), durante o
estresse de contencéo, quando a Tc aumentou ggaaela grupo salina (Figura 13A).
Dessa forma, nossos resultados sdo compativeisaddéia de que os receptores
opidides mu e kappa da PAG rostral atuam como miagcpiréticas e antipiréticas,
respectivamente, durante a febre induzida peloessdr contencdo, agindo sobre a

termogénese (Figura 15).

MU
KAPPA

ESITRIESSE FEBRE

ARV AN

TERMOGENESE VASOCONSTRICAO

\ / PERIFERICA

Figura 15. Desenho esquematico (adaptado de Kataoka etkd),2€ugerindo a participagdo da substancia
cinzenta periaquedutal (PAG) na via da febre imthdr estresse psicoldgico, recebendo aferéncias do
hipotalamo dorsomedial (DMH), que por sua vez recéd area pré-optica (APO) e enviando para a rafe
medular rostral (rMR), a qual ativa os neurdniosd@na intermedolateral (IML), ativando os efetorgue
aumentam a producao de energia térmica (termogéeeseonservacdo de energia térmica (vasocortstrica
periférica), aumentando a temperatura corporabded regulada (febre). Essa febre induzida pelesss
apresenta uma modulagéo pelos receptores opio@leRAG, através da termogénese, uma vez que 0s

receptores mu atuam como pirogénios e os receftapgm como antipiréticos.
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6. CONCLUSAO

Os resultados encontrados nesse estudo confirmawssa hipétese de que os
receptores opidides mu e kappa, localizados na Bé&al participam da febre induzida
pelo estresse de contencdo, possuindo acao picagéniantipirética, respectivamente.
Nossos resultados indicam que esses receptores atéia afetando a conservacdo de
calor, mas sim a termogénese, uma vez que duragggesse de contencao 0s receptores
mu aumentam a termogénese e 0s receptores kappaeiima termogénese. Durante a

eutermia estes receptores na PAG dorsal ndo particda Tc em eutermia
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