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RESUMO

Com a finalidade de se investigar o efeito no Sistema Nervoso Central (SNC) do opióide antagonista naloxone hidrocloride
sobre a liberação do hormônio luteinizante (LH) em ovelhas ovariectomizadas e hipoglicêrnicas, utilizaram-se oito fêmeas
mestiças oriundas das raças Mule e Suffolk, pesando 65,7 ± 3,6 kg. Duas semanas antes do início dos trabalhos, os
animais foram canulados bilateralmente nos ventrículos. Foram feitos dois tratamentos (TI- animais não-estressados;
TIl- animais estressados), que foram subdivididos em três grupos (solução salina, I mg e 2 mg de naloxone). Os animais
foram distribuídos, aleatoriamente, dentro das parcelas e foram feitas repetições com intervalo de uma semana, até que se
alcançassem quatro observações por tratamento. No TI não se observou alteração nas concentrações de B-endorfinas e
LH, enquanto no TIl, apesar de os animais não apresentarem alterações nos níveis de B-endorfinas após injeção
intracerebroventricular (i.c.v.) de I mg de naloxone, observou-se diminuição significativa (p<O,05) após injeção (i.c.v.)
de 2 mg. No TIl, as concentrações de LH aumentaram significativamente (p<O,05) após injeção (i.c.v.) de I e 2 mg de
naloxone. Conclui-se, portanto, que mesmo na ausência dos esteróides gonadais, os opióides endógenos estão envolvidos
no controle do LH em animais hipoglicêmicos.

UNITERMOS: Estresse; Opióides; Naloxona; Reprodução; LH.

INTRODUÇÃO

os opióides endógenos atuam no Sistema Nervoso
Central (SNC) inibindo a secreção do hormônio
luteinizante (LH)I.3. Entretanto, o naloxone, um

opióide receptor antagonista, tem mostrado a propriedade de
aumentar a secreção de LH em diferentes espécies. Como o
naloxone tem atividade puramente antagonista aos opióides
endógenos, o resultado da estimulação da liberação do LH é
considerado como sendo devido a um efeito de desinibição
dos opióides endógenos". O naloxone apresenta afinidades
distintas com os diferentes tipos de receptores (11, Ô e k)24.29.
Por outro lado, a inibição da secreção do LH pelo estresse
envolve a estimulação das B-endorfinas e Dynorfinas-A através
dos receptores 11, Ô ou k2X.

De acordo com Malven et al.", os locais de ação dos
opióides endógenos para supressão da liberação do LH podem
seras células secretoras da pituitária anterior e/ou os neurônios

do SNC que liberam os hormônios liberadores das
gonadotrofinas (GnRH). Outros locais possíveis de inibição
dos opióides endógenos e desinibição da liberação do GnRH/
LH, pelo antagonista naloxone, no SNC de ovinos são,
provavelmente, aquelas áreas que contêm opióides endógenos
agonistas, receptores dos opióides endógenos e axônios do
GnRH23. No SNC de ovinos e bovinos, o hipotálamo, como
também as áreas anteriores do cérebro, parece satisfazer todos
os três critérios como supostos locais de ação dos opióides
endógenos=". Alguns pesquisadores têm também sugerido
uma possível ação inibitória sobre a secreção do GnRH pelos
neurormônios secretados durante o estado de estresse".

Estudos com ovelhas ovariectomizadas, sem aplicação
de esteróides, têm produzido resultados contraditórios sobre
o efeito dos opióides na secreção do LH6,ló,35.

O objetivo deste trabalho é estudar o envolvimento dos
opióides endógenos, ao nível do SNC, na liberação do LH em
ovelhas ovariectomizadas e hipoglicêmicas.
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MATERIAL E MÉTODO

Animais e manejo

Foram utilizadas oito ovelhas adultas, nul íparas,
mestiças, provenientes do cruzamento das raças Mule e Suffolk
e adaptadas ao contato humano. Os animais foram confinados,
aos pares, num espaço de 4 m". Recebiam 1 kg/ovelha/dia de
concentrado constituído de 3% de óleo, 14% de proteína,
17,5% de fibra, 16.000 UI de vitamina Alkg, 16 UI de vitamina
E/kg, 0,3 mg de selenium/kg, 0,75% de magnésio/kg, sacarina
de beterraba e grãos destilados. O concentrado foi oferecido,
diariamente, entre 9 e 10 horas da manhã e a água ad libitum.

Canulação intracerebral

Os animais foram anestesiados em circuito fechado de
halotano (Rhone Merieux - Irlanda) e cirurgicamente
canulados com inserção de tubos guias através do osso parietal
em direção aos ventrículos laterais, de acordo com a técnica
descrita por Forbes!".

Experimento
Duas semanas antes do início do experimento, os

animais foram canulados bilateralmente nos ventrículos
cerebrais e distribuídos em dois tratamentos (TI-animais não-
estressados; TIl-animais estressados). Em cada tratamento,
os animais foram distribuídos, aleatoriamente, em três
subgrupos (solução salina, I mg e 2 mg de naloxone) e foram
feitas repetições, com intervalo de uma semana, até que se
alcançassem quatro observações por tratamento. No TI, as
ovelhas receberam injeção i.c.v. de 300 111de solução salina
(0,9%) e/ou de naloxone hydroc\oride (Sigrna, St. Louis,
USA), 1 ou 2 mg dissolvidos em 300 111de solução salina, no
início do experimento. No TIl, a hipoglicemia foi induzida
por insulina (Wellcorne, Dynmark) (2,0 UI/kg IV) e seguiu a
mesma metodologia usada para o TI. A colheita de sangue
realizou-se através de cateteres de polivinil (Portex Ltd.,
England), colocados na veiajugularum dia antes do início do
experimento, objetivando evitar o possível efeito estressante
do procedimento sobre os animais. A colheita aconteceu em
intervalos de] 5 minutos durante todo o período experimental
(10 às 18 h), e o sangue, uma vez colhido, foi centrifugado a
2.500 g por 10 minutos a 4°C para obtenção do plasma e,
posteriormente, estocado a -20°C até a realização dos ensaios.

Ensaios

Os ensaios de ~-endorfinas foram realizados através
da técnica de radioimunoensaio de acordo com a metodologia
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descrita inicialmente por Jeffcoate et ai. IX e modificada
posteriormente por Ebling; Lincoln". As concentrações de LH
foram mensuradas através de radioimunoensaio utilizando-se
a técnica de segundo anticorpo descrita por Foster; Crighton"
e modificada por Rodway; Swift".

Análise estatística

As concentrações de l3-endorfinas e LH foram
comparadas entre tratamentos através da análise de variância
(ANOVA). O programa PULSAR25 foi usado para calcular a
freqüência de pulsos de LH (pulsos/h) e a amplitude em ng/
ml. Os pulsos, após a identificação, foram submetidos à análise
de variância. O limite de significância foi de p<0,05.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

Nos animais não-estressados, a administração i.c.v. de
naloxone não alterou significativamente as concentrações de
l3-endorfinas e LH (Tab. I). De acordo com alguns estudos, o
naloxone não tem mostrado ter efeito sobre a liberação do LH
em animais não-estressados e ovariectomizadosv'P'P-", e
encontraram que o naloxone foi incapaz de produzir um
aumento na secreção de LH na ausência dos esteróides,
sugerindo que os opióides endógenos não agem como
mediadores no processo de inibição da secreção do GnRH em
ovelhas ovariectomizadas e não-estressadas.

Nos animais estressados, a injeção i.c.v. de solução
salina e naloxone (1 mg) não apresentou diferença estatística
entre si, mas diferiu significativamente (p<0,05) do tratamento
naloxone (2 mg) quanto aos níveis de l3-endorfinas (Tab. I).
De acordo com estudos anteriores, as concentrações de 13-
endorfinas apresentam uma elevação durante o estresse em
diferentes espéciesv". No entanto, a regulação deste opióide
pelo antagonista naloxone não é muito bem investigada. É
possível notar, através de nossos resultados, que o naloxone
foi somente efetivo quando os níveis dos opióides endógenos
estavam elevados, como no caso da hipoglicemia. De fato, o
valor do naloxone é assegurado pela sua capacidade de ligar-
se aos receptores dos opióides endógenos". Como os opióides
agonistas e antagonistas se ligam aos mesmos receptores, e
como o naloxone não é um antagonista específico para 13-
endorfina, desde que sua ação envolve um ou mais opióide
endógeno, sugere-se que os receptores aos quais o naloxone
se liga não sejam exatamente os mesmos receptores das 13-
endorfinas.

A análise de variância mostrou que a administração de
naloxone aumentou significativamente (p<0,05) as
concentrações de LH em animais hipoglicêmicos. Nossos
achados concordam com uma série de estudos nos quais o
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naloxone bloqueia o efeito inibidor sobre o LH em diferentes
espécies. Petraglia et af.2x encontraram que a administração
i.c.v. de anti-f-endorfinas em ratos machos castrados, sob
efeito de choque, resultou em bloqueio do efeito inibitório do
estresse sobre a liberação do LH. Gilbeau; Smith" têm
observado que o opióide antagonista naloxone (IV) aumentou
os níveis de LH em macacos sob estresse. Briski et al,'
encontraram que o naltrexone (SC), outro opióide antagonista,
aumentou as concentrações de LH em ratos submetidos à
imobilização e ausência de alimento. Em adição, a
administração de 13-endorfinadentro do terceiro ventrículo de
ratas ovariectomizadas e conscientes diminuiu
significativamente a secreção plasmática de LH3('. Petraglia
et al.2X confirmaram que o estresse proporciona uma
modificação no modo de ativação dos opióides endógenos em
ratos castrados, possivelmente pela alteração no conteúdo das
enkefalinas e 13-endorfinas no hipotálamo e em todo o
cérebro":". A ação bloqueadora do naltrexone não afetou a
atividade dos opióides em animais não-estressados ou muito
pouco estressados IY.32.

A freqüência dos pulsos de LH, como também a
amplitude, não foi alterada significativamente após injeção
i.c.v. de naloxone (I e 2 mg) em animais não-estressados.
No entanto, a amplitude dos pulsos foi alterada
significativamente (p<O,OS) pela injeção de 2 mg de
naloxone em ovelhas hipoglicêmicas (Tab. 2). Esse
resultado sugere que naloxone bloqueia o efeito inibitório
dos opióides endógenos atuando sobre a liberação do GnRH.
Clarke et alo 5 observaram que o naloxone bloqueou o efeito
da hipoglicemia sobre a freqüência dos pulsos de LH em
ovelhas ovariectomizadas. Horton et al. 15 encontraram que,
na fase lútea em ovelhas, o naloxone induz maior amplitude
dos pulsos do GnRH, os quais, por sua vez, provocam maior
amplitude dos pulsos de LH. Em carneiros, tratamento
realizado com naloxone aumentou a freqüência dos pulsos
e amplitude do GnRH4. Horton et al.'! sugeriram que os
opióides agem na área supra-hipofiseal para modular a
secreção do LH, implicando que a pituitária anterior
responde às mudanças que ocorrem no modelo secretório
do GnRH. Em adição, alguns estudos in vitro e in vivo não

Tabela 1
Concentrações plasmáticas de ~-endorfinas (pg/ml) e LH (ng/ml) em ovelhas ovariectomizadas, não-estressadas e submetidas ao
estresse hipoglicemia mais isolamento, após injeção (i.c.v). de naloxone (I e 2 mg) (x ± ep). Leeds, Inglaterra, 1996.

)

Animais não-estressados n B-endorfinas LH

Solução salina 4 218±42,2a 3,10±O,8a
Naloxone (1 mg) 4 203±29,Oa 2,62±O,5a
Naloxone (2 mg) 4 254±36,Oa 2,92±O,6a
Animais hipoglicêmicos e isolados
Solução salina 4 324±62,5a O,73±O,3a
Naloxone (1 mg) 4 373±56,2a 1,58±O,4b
Naloxone (2 mg) 4 230±55,3b 1,45±O,6b

Valores seguidos de letras diferentes, na mesma coluna, são estatisticamente diferentes (p<O,05).

Tabela 2
Freqüência (8 pulsos/hora) e amplitude (ng/ml) dos pulsos de LH em ovelhas ovariectomizadas, não estressadas e submetidas ao
estresse hipoglicemia associado ao isolamento, após injeção (i.c.v.) de naloxone (I e 2 rng) (x ± ep). Leeds, Inglaterra, 1997.

Animais não-estressados Freqüência amplitude

Solução salina 8,20±1,4a 2,07±O,6a,
Naloxone (1 mg) 6,17 ±1,3a 2,11±O,7a
Naloxone (2mg) 7,71±1,5a 1,90±O,3a

Animais hipoglicêmicos e isolados

Solução salina
Naloxone (1 mg)
Naloxone (2 mg)

6,33±O,6a

7,67±1,4a

5,OO±O,5a

O,72±O,1a
1,04±O,2ab
1,68±O,3b

Valores seguidos de letras diferentes, na mesma coluna, são estatisticamente diferentes (p<O,05).
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SUMMARY

Aiming to investigate the central effect 01' lhe opioid antagonist naloxone hydrochloride on the release 01' the luteinizing
hormone (LH) and B-endorphin in ovariectomized and hypoglycemic ewes, eight female (65.7 ± 3.6 kg), Mule x Suffolk
cross, were used. Two weeks before the beginning ofthe experiment, the animaIs received guides directed towards to both
sides of the lateral ventricle. There were two treatments (TI- non-stressed animaIs; TII- stressed animais), which were
divided into three groups (saline solution, I mg and 2 mg of naloxone). The animais were randomly distributed and the
experiments were repeated until getting four observations per lreatment. II was not either observed significant alteration
in the B-endorphin concentrations or in lhe LH levels in lhe animaIs submitted to TI. The animais of the TIl did not show
significant alterations in lhe B-endorphin levels after (i.c.v.) injection of I mg of naloxone, but showed a significanl
(p<O.05) decrease after naloxone injection (2 mg). The LH concentrations showed a significant (p<O.05) increase after
naloxone injections in the TIl. The results allow us to conclude that even in lhe absence of gonadal steroids, the endogenous
opioids are involved in the control of the LH release in hypoglycemic animais.

UNITERMS: Stress; Endogenous; Naloxone; Reproduciion; LH.
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ERRATA
Apesar dos nossos cuidados na revisão final da Revista Brazilian Journal of Veterinary

Research and Animal Science, alguns erros podem, por ventura, ter resistido a este esforço. Até o

presente momento os seguintes erros foram detectados:

Y.:.~ n"05, lli 255

Em adição, alguns estudos in vitro e in vivo não ...

Correção 01

Em adição, alguns estudos in vitro e in vivo não apresentaram efeito do naloxone nem da

morfina sobre ª resposta da secreção do LH pela pituitária aos pulsos de GnRH7,9,l4. Também

Horton ~ ai. 16 encontraram que não há mediação dos opióides endógenos no processo inibitório da

secreção do tônus do GnRH em ovelhas ovariectomizadas.

Conclui-se 9.!!h mesmQ na ausência dos esteróides gonadais, há um efeito central do

naloxone sobre ª liberação do LH em animais submetidos ao estresse, ~ que este efeito ocorre,

possivelmente, ao nível dos neurônios do GnRH.

V. ~ n° ~ lli 334

A suplementação de metionina às rações considerando-se separadamente a de baixa e a de

alta proteína, e ambas as dietas em conjunto, não influenciou significativamente o peso

Correção 02

A suplementação de metionina às rações considerando-se separadamente a de baixa e a de

alta proteína, e ambas as dietas em conjunto, não influenciou significativamente o peso vivo das

aves ao término do experimento (Tab. Zl.


