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ABREVIATURAS

CNTX Canatoxina.

Con &. ... ... Concanavalina A.

hCG. ... ... .. Gonadotrofina Corifnica humana.
im.o.. Iintramuscular .

ip. ... Intraperitonial.

NOGA. ... .. Adcido di-hidronorguaiareético.
DE= Depo-17-beta Estradiol.

gax. ... .. Orquiectomia.

OUX. . ... Dvariectomia.

P Progesterona.

PC. .. .. ... .. Pungao Cardiaca.

8C. . ... ... .. Subcutanea.

SNC. ... ... .. Sistema Nervosp Central.

Depo—-Testosterona.




INTRODUCAD

0 efeito toxico do extrato das sementes da legumincsa
Canavalia ensifeormis, popularmente chamada de 'Feijioc de
FPorco” (Pio-Correia, 1952), € «conhecido desde o comego do
século. Assmann, em 1%11, relatou que o extrato bruto destas
sementes, além de apresentar intensa atividade

hemaglutinante, era letal para animais de experimentacio.

Posteriormente, em 1934, Sumner e Hmwell, atribuiram a

toxicidade do extrato da sementes da Canavalia ensiformis &
presenga da lectina concanavalina A (Con A). Entretanto, em
1967, Olson e Liener levantaram a hipdtese de que a
toxicidade deste extrato n3oc se devesse apenas a lectina Con
A, desde que esta, obtida pelo método de Sumner & Howell,
poderia estar ligada a alguns contaminantes proééicos.

Uma estreita associagdo entre toxicidade e presenca de
lectina tém side constatadas em outras sementes, por
exemplo: Ricinus communis, Abrus precatorius (Sharon e Lis,
1972), Glicina max (Liener e Pallansch, 1952, Sambeth et
al., 1967 e Phaseolus wvulgaris (Jaffe, 1%24@; Hamaguchi et
al.., 1977, Todavia, wvarios estudos tém dissociado as
propriedades toxicas encontradas nas sementes destas
leguminosas da presenga da lectina (Takahashi et al., 1962;
Olsnes e Pihl, 1973, Olsnes gt al., 1974; Stead et al.,

1966; Lin et al., 1978).




Devido a diversidade das atividades bioldgicas do
extrato da Canavalia ensiformis, Sharon e Lis (1972)
afirmaram, ser pouco provavel que estas se devam, apenas, a
Con A. Investigando este fato, Carlini & Guimaries, em
1981, isolaram e caracterizaram uma proteina towxica das
sementes da Canavalia ensiformis, a canatoxina (CNTX),
mostrando ser ela completamente distinta da Con A.

0 peso molecular da CNTX quando determinado por gel
filtrag3o ¢ na sua forma dimérica & de 115.800. A partir do
extrato bruto a toxina é purificada por precipitacgSo com

etanol, seguida por fracionamento com sulfato de ambdneo,

cromatrogratia em HDEAE-celulpse e Sephadex G-106@ (Carllnll&
Guimardes, 1981). Quando administrada a ratos e camundongos,
seja por via intramuscular, intraperitoneal, endovenosa ou
subcutanea, a CNTX promove convulsdes tonico-cldnicas
precedidas por sinais de depressio e sedacioc ou sinais de
excitacio, piloeregdo e exoftalmia. Em camundongos € ainda
observado o fenbmeno de Straub. A ctonvulsio é do tipo "tudo
ou nada"” e quando deflagrada leva o5 animais & morte. Sob
este aspecto, © vato apresenta uma sencibilidade cinco vezes

malior que ¢ camundongo.

Carlini et al. (19B4) descreveram que, em ratos, o
tratamento agudo com doses subconvulsivantes de CNTX
determinam redu¢doc da frequéncia cardiaca, enguanto que
doses convulsivantes causam hipotermia, hipertens&o,
bradicardia, dificuldades respiratdrias e, finalmente,

convulsio ¢ morte. Para estes autores, = convulsloc tem




origem medular e pode ser modulado por drogas de aclo
central como Fenobarbital, Diazepam, Mefenesina,
Espiroperidol, Haloperidol e Reserpina.

Na tentativa de elucidar um possivel envolvimento do
sistema nervoso central (SNC) no mecanismo de agS3o da ONTY,
Carlini et al. (198B2) investigaram o efeito desta toxina em
plaquetas sanguineas desde que Sneddon (19273) e Pletscher &
Laubscher (19B0), mostraram 4que a secreci3oc plaquetaria
representa um modelo de estudo equivalente & secre¢io de
neurotransmissores em sinaptossomas. Assim, estes autores

verificaram que a CNTX em concentracdes nanomolares no

piaﬁmn deroetThyy, TO01 Capaz dé estimular secregao e
agregacdo das plaguetas. Estes efeitos si3o dose e tempo-
dependente e envolvem a a¢2o da fosfolipase Am e a via da
lipoxigenag¢do do dcido araquidbnico (Carlini et al., 1985).
Por outro lado, a CNTX em sinaptossomas de cérebro de
rato, € capaz de induzir a secregio de serotonina e
dopamina, sem Causar danos as membranas das wvesiculas. Este
efeito tambem se mostrou dose e tempo dependente e foi
inibido pelo dcido dihidronorguaiarético (NDGA), droga esta
que blogueia a via da lipoxigenagdao do acido araquiddnico
(Carlini & Guimaraes, 1985; Barja-Fidalgo et =al., 1988).
Recentemente, em NOSSO labpratoris, tem sido
demonstrado que a CNTX estimula também outras secreghes
tante "in wvitro” como Yin wvive" e gque este efeito é

lipoxigenase~dependente. Resultados preliminares parecem

mostrar que 3 ENTX induz secre¢io de histamina de mastdcitos
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peritoneais de rato (Grassi & Ribeiro-DabSilwva, 1%88), bem
como aumento nos niveis plasmaticos de insulina em ratos
tratados agudamente com 2 toxina (Ribeiro-DaSilva & Prado,
1988 . Foi ainda observado, por Ribeiro-DaSilva gt al.
(1989), que o0 tratamento cronico com CNTX altera os niveis
circulantes das gonadotrofinas (hormdnio foliculo
estimulante e hormOnio luteinizante) e prolactina.

A capacidade da Con A, lectina presente nas sementes da
Canavalia ensiformis, de interferir no metabolismo de
carboidrato (Cuatrecasas, 1973 e Cuatrecasas & Tell, 1973)

levantou a hipotese de que tal propriedade fosse também

aPT egeﬁt ada PR }a S C NT x - Vi Sto ......... que- ambas E'Stﬁo ............ Presen t o5 M

mesma semente. Desta forma, Ribeirop-DaSilva, gt al. (198B4,.1),

observaram que doses subconvulsivantes de CNTX, injetadas
agudamente em ratops produziu alteragBes glicémicas
bifasicas; inicialmente, foi observado uma hiperglicemia

efémera (aproximadamente 20min), seguida por uma longa fase
de hipoglicemia, superior a 24h. A hiperglicemia produzida
por CNTX n23o é inibida por bloqueadores alfa ou beta-
adrenérgicos mas drogas &omo diazepam e hexametonio a
bloqueiam.

Como foi descrito anteriormente, dificuldades
respiratdrias precedem as convulsdes produzidas pela toxina
(Carlini & Guimar3es, 198B1). Sabendo-se gue a CNTX ativa a
via da lipoxigenase {(Carlini et al., 1985), & bem possivel

que 0s leucotriencos estejam aumentados nos animais tratados

com a toxina. Conforme observacfes de Hedgvist et al. .,




(1982) e Samuelsson (1983) o0s leucotrienos LTC. e LTD. tem
agaoc na musculatura lisa, promovendo principalmente
constri¢do dos bronquiolos e de pequenos vasos pulmonares
- podendo ser assim, responsabilizados por um  quadro  de
hipdxia. Em trabalho recente, Collares & Ribeiro-DaSilva
(1988), mostraram que de Ffato a CNTX, em ratos, produz
hipoxia lipoxigenase e ciclooxigenase dependentes.

A partir dos conhecimentos de que a hipGxia acarveta
modificacdes no metabolismo de carbpidratos e que fémeas sio
menos sensiveis que machos a hipdxia (Smith et al., 1985;

Britton &8 Kline, 1%43), Ribeiro-DaSilva gt =al. (19865

sugeriram que a hiperglicemia anteriormente descrﬁta em
ratos machos era consequéncia de um quadro primario de
hipoxia. Por outro lado, foi verificade tambem que as
alteragbes glicémicas produzidas pelo tratamento agudo de
ratos com UCNTX eram sexo-dependentes, uma wvez gue as Temeas
apresentavam somente bipoglicemia. A Figura anewxa, adaptada
do trabalho de Ribeivro-DaSiiva et al. (198ék), ilustra esta

diferenta sexual produzida pela toxina quando administrada

agudamente a ratos.
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OBJETIVO

Eete trabalho tem como objetivo wverificar se ha

cOrrelacas entre as alteracdes glicémicas produzidas pela

canatoxina em ratos e o estado hormonal do animal .




MATERIAIS E M&TODOS

I. Animais e esquema de alimentaclo:

Foram usados 201 ratos albinos, B? machos e 112 femeas,
da linhagem Wistar com aproximadamente 3 meses de idade,
pesando em torno de 288 a 250@g. 0z animais, procedentes do
Biotério Central da Unicamp, foram mantidos a temperatura
ambiente e em turnos de 12 horas claro e 12 horas escuro, no

biotério do Departamento de Farmacologia da UNICAMP. Com o

objetivo de se evitar a competic8op alimentar e ter a certeza
de gque o0s animais estavam bem alimentados, estes foram
1solados em gaiolas individuasis, com sgus & alimentacioc "ad

libitum”, pelo menos 24h antes da experiéncia.

IT. Tratamento com canatoxina:

A atividade da canatoxina foi expressa em Unidades de
DLwe (U}, De acordo com Carlini & Guimar3es (19B1) um=s
unidade de DLk, de CNTX corresponde a quantidade de proteina
que injetada pela via intra-peritoneal em camundongos produz
a morte, em 24h, de 50X dos animais usados; tamhém, seaundo
0os mesmos autores, uma Dlwe de CNTX corresponde s cerca de
£.9 * @ . Pmg de proteina ativa, por kilograma de peso do
animal.

Como o rato é aproxiﬁadamente 5 vezes mais susceptivel

as convulsbes induridas por esta towxinzs do que os




camundongos ©.2U ou seja 200 miliunidades (mU) de canatoxina
e a dose convulsivante para rato.

A dose de canatoxina usada neste trabalho foi de S0mU
que corresponde aproximadamente a ©.1ima/kg de proteina
ativa. 0s animais gue receberam a ftoxina pertencem aocs
grupos Tratadeo. Nos animais dos grupos Controle a toxina foi
substituida por wvolumes equivalentes do seu solvente (Tris
Cl - 25mM; Nall - i5emM, pH = 7.5)

Para salientar a diferen¢a Jj& observada anteriormente
entre machos e fémeas, em relacBo 3s alteragbes nos niveis

de glicose circulante em experimentos agudos (Ribeiro-

DaSitva gt atr.’, 1988647, a ftoxina foi administrada
cronicamente aos animais por wvia subcutinea (gc), durante

trés dias num intervalo de 24h.

III. Protocele Experimental: Os animais foram divididos em &
grupos experimentais conforme esquema abaixo:

III.4. MACHOS E FEMEAS INTACTOS:

0 grupoc foi formado de 8@ animais intactos, aque
receberam somente o tratamento crdnico de CNTX ou seu
solvente, sendo: 48 machos e 32 fémeas. Destes, 38 machos e
26 fémeas foram mantidos como Controle.

III.2. FEMEAS PRENHES:

0 grupo foi constituido de 13 animais prenhes sendo que
5 foram mantidos como Controle. Para obtencBo de fémeas
prenhes foi feito o acasalamento, precedido da andlise da

lavagem vaginal.
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IIT1.2.1. Lavagem wvaginal:

O ciclo estral das fémeas foi acompanhado por
analise microscdpica da lavagem vaginal que era
realizada diariamente em torno das 17h. Qs
estagios foram identificados de acordo com a
técnica descrita por Hafez (1976).

IIT.2.2. Acasalamento:

Fémeas de ciclos regulares comprovados, foram
colocadas, nas fases de proestro ou inicio de
estro, em contacto com machos adultos, durante um

reripdo de 15h (das 17h de um dia as Bh do dia

.......... seguinte)—manterdo=se uma —proporcio - de —duss
fémeas para cada macho. Apds o acasalamento,
realizou-se um novo esfregago wvaginal onde se
buscava evidenciar a presenga de espermatozoides;
obtendo-se um teste positivo, .considerava-se a
fémea no dia zero da prenhez. Nos dias 18, 19 e 20
da prenhez, os animais foram injetados com CNTX ocu
seu solvente.

III.3. MACHDS E FEMEAS BQNADECTGMIZADOS:

0 grupo foi formado de S3 animais castrados sendo: 20
orguliectomizados e 33 ovariectomizados. Destes foram
mantidos como Controle B e 17 animais, respectivamente.

0 tratamento com os animais castrados iniciou 21 dias

apos a Ccirurgia.




II1.3.1. Gonadectomia:

s animais foram anestesiados com cloral
hidratado, na dose de 350 mg/kg, pela via
intraperitonial (ip) e mantidos aquecidos sob
lampada, 6@ watts até o término do efeitp anesté-
sico, evitando, com isso, possivel hipotermia
decorrente da anestesia.

ITI1.3.1.1 Orquiectomia (0QX): Através de uma

incis30 na parte inferior da bolsa escrotal, os

testiculos foram localizados e submetidos a
exerese, apas preévia ligadura dos canais
deferentes e VESDS —SRAYGUINEDS Etn seguidas;

procedeu-se a sutura da ferida cirdrgica.
II1.3.14.2 Ovariectomia (OVUX): Os ovarios foram
localizados e extirpados, através de incisBes
dorsais a direita e a esquerda da colunz
vertebral, cerca de 1@émm abaixo da ultima costela.
A seguir, procedeu-se o fechamento da parede por
planos.

III.4. MACHOS E FéMEAS INTACTOS TRATADOS COM
GONADOTROFINA CORIBNICA HUMANA (hCG):

0 grupo foi constitulido de 20 animais intactos preé-
tratados com hCG, sendo: 1@ machos e 1@ fémeas. Destes,
foram mantidos como Controle 5 animais de cada sexo.

I11.4.1. Tratamento hormonal:
Foi feito segundo o esquema utilizado por Reich et

al. (1985 . Os animais foram injetados com hCG,

11




49 Ul/rato, a cada 24h, durante trés dias seguidos
pela via intramuscular (im). 0 tratamento com CNTX
ou seu solvente iniciou-se seis horas apds a
administragdo de hCG. |

IIT.S. ANIMAIS CASTRADOS SUBMETIDOS & TERAPEUTICA DE
REPOSICAD COM HORMBNIOS ESTEROIDES SEXUAIS:

0 grupo foi formado de 23 animais gonadectomizados que
receberam tratamento hormonal de substituic3o sendo: 1t
machos € 12 fémeas. Destes foram mantidos como Controle 5 e
6 animais, respectivamente. O tratamento dos animais

iniciou—-se 21 dias ap0Os a castraglo.

II1.5.1 Esquema da terapia de reposicd3o hormonal:
0 esquema utilizado baseou-se naquele usado por
Pomerantz gt al. (198@), que consiste em injegles
a cada 72h, por wvia jim, com quatroc doses de
©.5ml/kg de depo-testosterona (T-1@mg/kg? ou depo-
17-beta estradiol (OEn~1®mcog/skg), as 1S5h. O
tratamento, com canatoxina ou seu solvente,
iniciou~se apds o oitavo dia da suplementacio com
os respectivos esterdides gonadais.

III. 6. FEMEAS INTACTAS PRE-TRATADAS COM TESTOSTERONA

(T3
0 grupo foi constituido de 12 femeas pré-tratadas com

T, sendo que & foram mantidas como Controle.

I1I1.6.1. Pré-tratamento hormonal:

Neste grupo, ratas intactas foram aubmetidés a um

pré-tratamento com T empregando-se D mesmo £sguemna




de Pomerantz et al. {(19B@>, citadc acima. No
cgitavo dia apos a primeira injecdo de T iniciou-se

a administrac3oc de CNTX ou seu solvente.

IV, Loleta de Sangue:

As amostras de sangue, para dosagem de glicose, foram
obtidas por punc8oc cardiaca (PC), 24h apds a Udltima
administracd3o de CNTX 6u seu solvente. Para a PC os animais
foram anestesiados por wvia ip com cloral hidratado

(356mg/ kg .

V. Dosagem de glicose sanguinea:
Os niveis de glicose sanguinea foram determinados pelo
metodo de Somogyi-Nelson (Nelson, 19447, € eXpPressos em

miligramas de glicose por 100ml de sangur ‘mg¥}.

VI. Drogas:

- Acido Benzdico (Merck, Darmstadt, [ -rmany)

- dcido Sulfiurico (Merck, Darmstadt, Czrmany)

- Arseniato Dissodico.7H20 (Mal? nckrodt Chemical
Words, New York, USa)

- Bicarbonato de Sddio (Merck, Darmst: dt, Germany)

- Canatoxina - foi cedida gentilmente pela Prof*  Dr=.
Célia R. Carlini, do Departaments de Bioquimica do
I1.C.B. da Universidade Federal do Rio de Janeiro,

Brasil




-~ Cipionato de Testosterona (Sanval, Rio de Janeiro,
Brasil}

~ Cloreto de Sdodipo (Merck, Darmstadt, Germanyg)

- Carbonato de Sodio (Reagen,rRio de Janeirc, Brasil?

~ 17-beta-Estradiol (Berlimed, S530 Paulo, Brasil)

-~ D (+) Glicose {(monohkidratada)

- Gonadotrofina Corifnica Humana de mulher gravida
(Ceme, S3o Paulo, Brasil)

- Fenolftaleina (Baker Analyzed Reagent, S3o0 Paulo,
Brasil}

~ Heparina {(Ceme, S8%0 Paulo, Brasil)

Hidréxido de Birio—(€arto-Erba; S%a Pauto;-Brasil)

- Molibdato de AmbBnio (Berzog, New York, USa)

- Sal de Rochelle (Ecibra, Parana, Brasil)

~ Sulfato de Cobre SH20 (Merck, Darmstadt, Germany)

-~ Sulfato de Sodio (Riedel-De Haen AG, Hannovar,
Germany)

- Sulfato de Zince (Ecibra, Parana, Brasil)

= Tris (hidroximetil) aminometano (Merck, Darmstadt,

Germany)

VII. Apresentac8o dos resultados

Os dados s3o expressos através da meédia da glicemia dos
animais, mais ou menos o©O erro padrio da media (SEM). A
glicemia foi expressa como miligrams por 1@0m}! de sangue
(mg%) e/ou como a percentagem de variagloc em rela¢do ao

grupo Controle, que foi considerado como 10@%.
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VIII. Analise Estatistica:

O0s wvalores absolutos de glicemia foram analisados
atraves do teste "t de Student e o0s percentuais de
variac¢do, pelo teste “"U” de MANN-WHITNEY. Em ambos, a
hipdtese alternativa foi definida como bicaudal e o nivel de

significancia foi considerado coamo S5%.
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RESULTADOS

I. Efeito do tratamento crénico com CNTX sobre -3
concentragd3o de glicose sanguinea em ratos machos e fémeas
intactos.

A administragcio c¢rdnica de doses subconvulsivantes de
CNTX (S@mU) em ratos, acentuou a variacido sexo-dependente da
glicemia, a que ja se reportara anteriormente, Ribeiro-

DaSilva gt a3l. (198Béx). #Assim, enauanto s fémesa apresentava

uma queda significante de glicemia (-36.54%; P(@.9201), no
macho observou-se o fendmeno inverso, ocu seja, 0% animais
apresentavam hiperglicemia (+34 03%;, P(0 . 001). Estes dados
est3o sumarizados na Figura 1.

A Figura 14 mostra os valores absolutos da glicemia em
miligrama por 10€ml de sangue (mgX) dos machos e fémeas nos
grupos Controle e Tratado. Na Figura 1B #st8o representados
estes mesmos dados em percentual de variag3o.

No grupo Controle de machos intactos, = glicemia variou
de 75.00 a 170 00 mo%, tendo a media se situado em 147 .25
mg% com erro padr3o de 3.36. Por outroc lado, no grupo
Tratsdo o menor valor glicémico foi de 117 .59 & o maior de
197 .50 ma¥%, ficando a média em 1592 .50 mg¥% com erro padrido de
?.23. 0 percentual meédip de wvariagdo do grupo Tratadé em
relac3o ao grupo Controle foi de 34 €3 + 7.7¢, sendo o valor

minimo .21 e maximo de 48 . 44% . & comparacioc estatistica

ié




entre o grupo Controle e Tratado, pelo Teste "t de Student,
teve como resultadeo. t=-5 279%9; G.L.=46; pl0 @01.

No grupo Controle de fémeas intactas, a glicemia variou
de 125.00 a 250.00 mg¥%, tendo a media se situado em 159.62
mg¥% com erro padrac de 5.39. Por outro lado, no grupo
Tratado ¢ menor valor glicémico foi de ?20.0Q0 e o maior de
125.00 mg%, ficando 2 média em 103 .33 mg% com erro padrio de
5. 29. 0 percentual medio de variac3o do grupo Tratado em
relacio ao grupo Ccnttale foi de -3&4.54 + 3 .24, sendo 0o
valor minimo -44.73 e maximo de -23.24% . A comparacac
estatistica entre o grupo Controle e Tratado, pelo Teste "t
de Student, teve como resultado: t=4.8504, 6.L.=30;, p{&. 001 %

A comparac3o dos percentuals de wvariac¢3c de machos
intactos com fémeas intactas foi analisada através do teste
de "yv de Mann-Whitney e resulbtou: U=e; diferanca

pstatisticamente significativa, a nivel de 1¥%
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FIGURA 1 - EFEITO DO TRATAMENTO CRSNICO COM CNTX SOBRE A8
CONCENTRACSES DE GLICOSE SANGUINEA EM RATOS MACHOS E FEMEAS
INTACTOS ~ A CNTX  (59ml) foi injetada por wvia s¢, durante
trés dias, com intervalos de 24h; 0% animais dos grupos
CONTROLE receberam apo inves da toxina, volumes equivalentes
do seu solvent2. A glicose foi dosada em amostras de sangue
obtidas sor PC, 24h ards o Yltimo tratamento. Na fig. 1-4
estio representados os valores medios da glicemia em mg4d de
sangue, dos MACHOS e FEMEAS dos grupos CONTROLE ( ke ) e TRA-
Tapo ¢ 1 i coeficiente de variacido dos mesmogs pode ser
visto na Fig 1-B. ; tendo sido considerads como 1084, 05
valores dos respectivos grupos EONTROLE. Mas colunas as
barras verticais correspondem ao SEM e os numeras, ao total
de animals usados nos respectivos grupos.
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II. Influéncia da administrac3o crbnica de CNTX sobre os ni-
veis de glicose circulante na rata prenhe.

Em contraste com a2 placenta humana que produz grandes
quantidades de progesterocna (P} e OEsn, a placenta do rato
ndap produz OE. {(Sybulski,19469; Townsend & Ryan, 1970 e
secreta quantidades minimas de P (Matt & Macdonald, 1984).
No entretanto, a placenta do rato produz grandes gquantidades
de androstenediona e testosterona principalmente a partir do
12° da prenhez (Warshaw gt 3l., 19B&; Gibori et al., 1979).

Os dados mostraram gue fémeas prenhes tratadas

cronicamente com CNTX (S@émU) durante os trés dltimos dias da

prenhez (dias 18,19 e 80) ~tiveram, quando comparadas ao
Controle e da mesma forma gque o0s machos, um aumento nos
niveis circulantes de glicose (+29.57%; P{@ . 05). Estes dados
gst3o sumarizados na Figura 2.

No grupo Controle, a glicemia das fémeas prenhes variou
de 65.0¢ =2 B3 .00 mg¥%, tendo a meédia se situado em 75.00 mo¥%
com erro padr8o de 4.19. Por outro lado, no grupo Tratado o
menor valor glicémico foi de B85 . @0 e o maior de 119, .00 mao¥X%,
ficandc & media em 97 .18 mg¥% com errc padrioc de 3.52.

0O percentual medio de wvariagiZo do grupo Tratado em
relacdo ao grupo Controle foi de 29.57 + 4.7@, sendo o valor
minimo 13.33 e méximo de 46.66%

# comparagdo estatistica entre o grupo Controle e
Tratado, pelo Teste "t de Student, teve como resultado:

t=-3.9969; G.L.=11; p{@.01.

iw
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FIGURA 2 = INFLUENCIA DA ADMINISTRACZD CRANICA DE CNTX SOBRE
0S5 NIVEIS DE GLICOSE CIRCULANTE EM RATAS PRENHES - A& CNTX
{(Semy) Foi 1injetada por via sC, com intevvalos de 24k
durante os trés udltimos dias da prenhez (182,192 g 2>
dia), os animais d0 grupo CONTROLE receberam ao inves da
toxina, volumes eqguivalentes do seu solvente; a glicose foi
dosada em amostras de sangue obtidas por PL, 24h apos o
Ggiltimo tratamento. Na fig.2-A estido representados os valores

medios da glicemia em mg¥% de sangue, das FEMEAS PRENHES no

grupo CONTROLE ¢ f§ * e TRATADD « [ y. 0 percentual de
variagao dos mesmos pode ser visto na Fig.P-B; tende sido
considerado como 100X, o wvalor do grupo CONTROLE. Em cada
coluna podem ser vistos uma barra wveritical e um numero; a
primeira corresponde aoc SEM e o dltimo, ao total de animais
usados no respectivo grupoc.
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I1I. ComparacSoc das alteracSes glicémicas produzidas pela
administracdo crdnica de CNTX em ratos machos, fémeas e
fémeas prenhes.

A Figura 3 i1lustra os diferentes efeitos produzidos
pela administrag3o cronica de CNTX sobre a glicemia de
machos e fémeas intactos e fémeas prenhes.

A comparacdo, ja observada, dos percentuais de variaciaoc
entre machos intactos e fémeas intactas atraves do teste de
T A de - Mann-UWhitney resultou: U=e; diferenga
estatisticamente significativa, a nivel de 1%

A comparagido dos percentuais de variaca3o de fémeas

.i. Tt t g t aECOm ‘F é Meas  Pren t’\ es g t raVé & d Te tESt e dE ....... az U LY 3 d o M TV

Whitney resultou: U=e; diferenga ectatisticamente
significativa, a nivel de i¥%

A comparacdo dos percentuzis de variac3ao de machos
iﬁtactos com fémeas prenhes atraves do teste de "U” de Mann-
Whitney resultou: U=34; diferenca sstaticticamente nEo
significativa.

Portanto, em relagidoc &0 tratasmento ecrdnico com =
toxiﬁa, machos e TEmeas prenhes apresentaram uma mesma
resposta glicémica, tanto qualitativa como guantitativa, por
outro lado, que fémeas naA0 prenhes, ou  sejs, intactas
di?grem estatisticamente dos machos intactos & das fEmeas

prenhes, de uma forma tanto gqualitativa como guantitativa.
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FIGURe 3 - COMPARACAD DAS ALTERACSBES GLICEMICAS PRODUZIDAS
PEL& CNTX EM RATDS FEMEAS, FEMEAS PRENHES E MACHOS - A CNTX
(50mU) fToi injetads por wvia sC, durante trés dias, com
intervalos de ¢4k entre as doses, as vraifas prenhes receberam
gste [ratamento nos dias 1B, 19 & 2€ da prenhez; 0% animais

dos Grupos CONTROLE, foram injetades com volumes
equivalentes do solvente da toxina,; a glicose foi dosada em
amostras de sangue obtidas por PC, 24h apods o ultimo

tratamento. Na +ig.3-4 est3o representsados os valores médios
da glicemia em mg¥ de sangue, das FEMEAS, FEMEAS PRENHES e
MACHOS nos grupos CONTROLE ¢ I3 e TRATADD ( ] ). D
coeficiente de variagso dos mesmos pode ser visto na Fig.3-

B; tendo sido considevrado como  100¥%, os  valores dos
respectivos grupos CONTROLE. As barras wverticais, gm rada
coluna, correspondem ap SEM de cada grupo; dentro das

colunas estip representados o ndmero de animais usados.
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IV, Efeito da orquiectomia sobre a hiperglicemia produzida
pelo tratamento c¢rdnicoc com CNTX em ratos.

Ratos orquiectomizados tratados cronicamente com CNTX,
trés semanas apOds a cCcirurgia, n3o apresentaram a alteraclo
glicémica observada anteriormente com animais intactos.
Estes dados indicaram, portanto, que a castracio inibia a
hiperglicemia produzida pela toxina. Assim, enquantoc o
animal 1intacto, apresentava um aumento nos niveis glicémicos
(+36.03%, P(0.001), nos ratos castrados a glictemia n3oc se
alterava significantemente (+2.31%) . Estes dados estdo
ilustrados na Figurs 4.

No  grupo Eontrole  dos ratos orouiectomizados, &

glicemia variou de 12@.00 = 157 00 mag%, tendo a média se
situado em 143.69 mgX% com erro padrioc de 4.85. Por outro
lado, no grupo Tratado o menor valor glicemico foi de 115.0¢
€ o malor de 170.0@0 mg¥, ficando a media em 147 29 mg% com
erro padrio de 6.94. 0 percentual médio de variac3oc do grupo
Tratado em relacdo ao grupo Controle foi de 2.51 + 4.83,
sendo o© valor minimoc -19.96 e maximo de 32.83% . A
comparagio estatistica entre o grupo Controle e Tratado,
pelo Teste "t de Student, teve como resultado: t=-@.3829;
G.L.=18.

A comparacio dos percentuais de variag3o de machos
intactos com machos gonadectomizados através do teste de U
gde Mann-—Whitney resultou: U¥15; diferenga estaticsticamente

significativa, a nivel de 1i¥%

il
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FIGURA 4 =~ EFEITO DA ORGUIECTOMIA SOBRE A HIPERBLICEMIA
PRODUZIDA PELO TRATAMENTO CRSNICO COM CNTX EM RATOS - 0Os
animais castrados foram wusados somente 21 dias apos =a
ciruragia. A ECNTX (506mu) foi injetada por wvia ¢, durante
trés dime com intervalos de 24k entre as doses; 0% animails
dos grupos CONTROLE receberam a0 invés da toxina, volumes
egquivalentes do seu solvente; a glicose foi dosada em
amostras de sangue obtidas por PC, 24k apds o Ultimo
tratamento. Na fig.4-A est3c representados os wvalores meédios
da glicemia em mg¥% de sangue, dos MACHDS e -MACHDS 06X nos
grupns CONTROLE ( f3 ) e dos TRATADD ([J Y. O coeficiente de
variac®0 dos mesmos pode ser wvistpo na Fig. . 4-B;, tendo sido
considerado como 1@@%, os wvalores dos respectivos grupos
CONTROLE. As barras verticais, em cada coluna, correspondem
ao SEM de cads grupo; dentro das colunas estdp representados
o numero de animais usados.
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V. Efeite da ovariectomia sobre a hipoglicemia produzida
pelo tratamento crdnico com CNTX em ratos.

Ratas castradas «que, trés semanas apods a cirurgia, fo-
ram tratadas cronicamente com CNTX, tiveram também a
inibi¢3c da alterag3o glicémica (hipoglicemia) anteriormente
observada. Portanto, a castraglo tambenm inibiu o efeito

hipoglicémico produzido pela CNTX em fémeas. Assim, enquanto

o animal intacto apresentavea queda dos seus niveis
glicémicos com a2 toxina (-36.54%; P(@ . 021>, nas ratas
castradas a2 glicemia n3o se alterava significantemente

(=9.45%). Estes resultados est@o ilustrados na figura 5.

No-gTrupn Controle  das ratas —ovariectomizados, &
glicemia variou de 120¢.¢8 a 200 .0¢ ma¥%, tendc a média se
situado em 161.91 mg¥ com erro padrao de &6.4¢. Por outro
lado, no grupo Tratado o menor valor glicémico foi de 12¢ .00
e o malor de 180.00Q ma¥, ficando a médiz em 144 .56 mao¥% com
erro padrio de 4.21. 0 percentual médio de variacfo do grupo
Tratado em relacdo ao gruppo Controle foi de -9.48 + 2.60,
sendo © wvalor minimo -25. 88 e wmaximo de 11.1i7% . &
comparagio estatistiﬁa entre o grupo Lontrole e Tratado,
pelo Teste "t de Student, teve como resultado: t=1. 9768,
G.L.=31.

A comparagio dos percentuais de -variacl3o de fémeas
intactas com fémeas gonadectomizadas através do teste de “U"
de Mann-Whitney resultou: U=1; diferenca estatisticamente

significativa, a hivel de 1%

[E¥]
Ln
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FIGURA 5 - EFEITD DA OVARIECTOMIA SOBRE A HIPOGLICEMIA
PRODUZIDA PELO TRATAMENTO CRGNICO COM CNTX EM RATAS - Os
animais castrados Fforam usados somente 21 dias apos 3
cirurgia. A CNTX {(Séml foi injetada por via sg, durante
trdg dias, com intervalos de 24k entre as doses; ©s animais
dos grupos [CONTROLE recebsram 3o inves da toxina, volumes
equivalentes do seu solvente; a glicose foi dosada enm
amostras de sangue obtidas por PL, 24h apos ao ultimo
tratamento. Na fig. 5-A estdo representados os valores medios
da glicemia em mg¥% de sangue, das FEMEAS e FeEMEAS DVX nos
grupos CONTROLE (¢ R4 » e TRATADO ¢ [ . O coeficiente de
variagao dos mesmos pode ser visto na Fig.3~-B; tendo sido
considerado como 1904, os wvalores dos respectivos grupos
CONTROLE. &g barras verticais, em cada coluna, correspondem
ao SEM de cada grupo; dentro das colunas est3aoc representados
0 numero de animais usados.
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VI. Influéncia da Gonadotrofina Coribnica sobre as
alteracbes glicémicas produzidas por CNTX em ratos machos e
fémeas .

De acordo com os resultados da Figura 4 ¢ 5 a castracio
de machos e fémeas inibiu completamente as alteragles
gliceémicas produzidas por CNTX. g classicamente sabido que =
castra¢3ao de animais libera o eixo hipotalamo-gonadal e
aumenta 0os nivels circulantes de gonadotrofinas (Daughaday,
1985) . Fortanto, procuramos verificaer se o tratamento com
Gonadotrofina Coridnica influencizva as alteracdes

glicémicas produzidas pela toxina em machos e fémeas. Nossos

resultados. . .mostraram aue o pré=tratamento - de  animais
intactos com hCG inibiu tanto a hiperglicemia observada
anteriormente com a toxina no o, como .também a
hipoglicemis apresentada pelas fémerz. Na Figura & estio
representados os resultados obtidos com o macho {(Machos
Intactos=+36 .0@3%; Machos Intactos+hCG=+7.81%;, p{®.001) e ns
Figura 7, os dados obtidos com a féme~ (Fémeas Intactas =
-3&6.594%,; Feémeas Intactas+hCG=-14.37%; pi- .001).

No grupo Controle de wmachos intactos @ré-tratadas com
LhCG, a glicemia variou de 160 .0¢ a 212.¢2 mg¥, tendo a meédia
se situado em 192.00 mg¥% com erro padr?)rde ?.28. Por outro
lado, o grupo Tratado o menor valor glicémico foi de 200.00
e o maior de 225.00 mg¥%, ficando a midia em 207.00 mg% com
erro padrao de 4.63. 0 percentual médio de variacdo do grupo

Tratado em relac3o aoc grupo Controle foi de 7.81 + 2.41,

sendo o0 wvalor minimo 4.17 & miximo de 17.19% . A comparagao




ecstatistica entre o arupo Controle e Tratado, pelo Teste "t
de Student, teve como resultado: t=1. 4434; G. L. =8.

A& comparac3o dos percentuais de wvariacSc de machos
intactos com machos pre~tratados com hCG atraves do teste de
"y de Mann-Whitney resultou: U=é; diferenca
estatisticamente significativa, a nivel de 1%

No grupo Controle de fémeas intactas pré-tratadas com
hCG, a glicemia variou de 135 00 a 180 00 mg¥%, tendo a média
se situado em 1460.9¢ mg¥% com erro padrio de 7 .92. No grupo
Tratado, o menor valor gliceémico foi de 125.0Q e o maior de

157 .5@ ma¥%, ficando a média em 137 .00 mg¥% com erro padrio de

5.99 —0—percentual-médio de variacio—do-grupo—Tratado -em
relac3oc ac grupo Controle foi de -14.37 + 3.68, sendo o
valor minimo -21.87 e mdximo de ~-1.56% . A comparagdo
estatistica entre o grupo Controle e Tratado, pelo Teste "t"
de Student, teve como resultado: t=2.3338; G.L.=8.

# comparagdo dos pevcentuais de varizgio de fémess
intactas com fémeas pre-tratadas com hCO através do teste de
Ty de Mann-Whitney resultou: U=g; diferencs

estatisticamente significativa, a nivel de 1%
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FIGURA & ~ INFLUENCIA DO PRE-TRATAMENTO COM GONADOTROFINA
CORISGNICA SOBRE A HMIPERGLICEMIA PRODUZIDA POR CNTX EM MACHOS

INTACTOS - &6 hLCG (48UI/kg) Ffoi injetado por wvia im, a cada
24h, durante 3 dias seguldos; a toxina (S5@mb?} foi
administrada por via sc, éh apos o inicio do tratamento com

#CG, no periodo de trés dias, com intervalos de 24h entre as
doses; Os animais dos grupos LONTROLE receberam ao inveés da
tpxina, volumes equivalentes do seu solvente. & glicose foi
dosada em amostras de sangue obtidas por PC, 24k apds a
Gltima injer3o com CNTX pu seu solvente. Na fig. 6-A estdo
representados os valores medios da glicemis em mg¥% de
sangue, dos animais sem preé-tratamento (NENHUM) e dos pré-
tratados com k(G (LKCG) nos grupos CONTROLE (F3 ) e TRATADO
¢ [J > 0 coeficiente de variacidc dos mesmos pode ser visto
na Fig . 6-B; tendo sido considerado comp 180X, os valores dos
respectivos grupos CONTROLE. Nas colunas as barras verticais
corvrespondem ac SEM & o0s numeros, zao total de animais usados
nos respectivos grupns .
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FIGURA 7 =~ INFLUBNCIA DO PRE-TRATAMENTO COM GONADOTROFINA
CORISNICA SOBRE & HIPOGLICEMIA PRODUZIDA POR CNTX EM FEMEAS
INTACTAS - A RCG (40UI/kg) +oi injetado por via im, a cada
24k, durante 3 dias seguidos. A ONTX (5¢mU) foi sdministrada
por via sc, 4h apos o0 inicio do tratamento com hIG, no
pericodo de trés dias, com intervalos de 24h entre ag doses;
0os animais dos grupos CONTROLE receberam ac 1nves da toxina,
volumes equivalentes do seu soclvente; a glicose foi dosada
em amostras de sangue obtidas por PC, 24k apts a Ultima
injecdo com & toxina ou seu solvente. Na fig. 7-A estio
representados os wvalores medios da glicemia em mg¥% de
sangue, dos animals sem pré-tratamento (NENHUM) & dos pré-
tratados com hCG (hCB) nos grupos CONTROLE (3 ) e TRATADO
¢ 0O . 0 coeficiente de variagao dos mesmos pode ser visto
na Fig.7-B; tendo sido considerado como 100¥%, os valores dos
respectivos grupos CONTROLE. Nags colunas as barvras verticais
correspondem ao 5EM & os ndmeros, ao total de animais usados
nos respectivos grupos.
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VII. Estudo do efeito da terapia de reposic@o com hormbnios
esterdides sexuais, sobre a inibic8o por castraclo das
alteracOes glicémicas produzidas por CNTX em ratos machos e
fémeas .

As Figuras B8 e @ mostram 0 efeito da CNTX em machos e
femeas castrados e tratados respectivamente, com depo-
testosterona e depo-17-beta-Estradiol.

Como pode ser observado, a inibic¢3o0 pela castrag3o das
alteractes glicémicas produzidas por CNTX n3oc se alterou,
nas nossas condi¢des pelo tratamento dos animais, tanto

machos - como fémeas, cam Testosterona ou Estradiol,

respectivamente

No grupo Controle de machos orauiectomizados tratados
com T, @& glicemia wvariou de 135.0€ a 172.50¢ mg¥%, tendo =
media se situade em 156.00 mg¥ com erro padrio de 6.17. Por
outro lado, no grupo Tratado, o menor valor gliceémico foi de
162 . 5¢ e o malor de 180.09 mg¥, ficando a media em 140 00
mg% com evrro padric de 12.8B3. 0 percentuzal médio de variacio
do grupb Tratade em relag3o ao grupo Controle foi de —-10.25
+ 8.22, sendo o wvalor minimo ~34.2%9 ¢ maximo de 15.38B% . A
comparagao estatistica entre o grupo Controle e Tratado,
pelo Teste "t de - Student, teve «como resultado: t=1.08504,
G.L.=%.

A compara¢aoc dos percentuais de wvariacio de machos
castrados com machos castrados tratados com T através do
teste de U7 de Mann-Whitney resultou: U=281; diferenga

estatisticamente n3o significativa.




No grupo Controle de fémeas ovariectomizadas tratadas

com OBz, @ glicemisz wvariou de 155 9@ a 250 .00 mo¥, tendo a
media se situado em 1946 .00 mg¥% com erro padric de 15.79.
Por outro lado, no grupo Tratado, 0 menor valor glicémico

foi de 15¢ .02 ' o0 maior de 220 .2@ mo¥%, Fficando a média em
188.75 mg% com erro padrao de 11.€6. 0 percentual médio de

variac3c do grupo Tratado em relacio ao garupo Controle foi

de 3.97 + 3 .61, sendo o valor minimo =-P3.446 e maximo de
11.8B&6% . A comparacac eststistica entre o gruepo Controle e
Tratado, pelo Teste "t de Student, teve como resultado:

t=0.410e5; G.L.=10.

gonadectomizadas com feémeas gonadectomizadas tratadas com
OEw atraves do teste de "U" de Mann-Whitney resultou: U=37;

diferencaz estatisticamente nBo significativa.
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FIGURA B8 - ESTUDD DA TERAFPIA DE REPOSICAD COM DEPO-
TESTOSTERDNA SOBRE O EFEITO GLICEMICO PRODUZIDO POR CNTX EM
RATOS 06X -~ Os animais castrados foram usados somente 21
dias apos = cirurgia; a T (1@mg/kg) foi injetado pela wvia

im, a cada 72h, em um periodc de 1@ dias. A CNTX (3omU) foi
administradas por via sc, nos dltimos trés dias do tratamento
hkormonal, com intervalos de 24h entre as doses; os animals
dos grupos CONTROLE receberam ao inveés da toxina, volumes

equivalentes do seu solvente; a glicose foi dosada em
amostras de sangue, obtidas por PC, 24h apos a ultima
injec3o com toxina ou seu solvente. Nesta Ffioura estlo

representados as medias das variacBes glicémicas obtidas;
considerando—-se o0¢ wvalores dos respectivos grupos CONTROLE
como 10@%. As barras wverticais, em cada coluna, correspondem
ap SEM de cada grupo; dentro das copluna estdo representados
o numero de animeis usados.
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FIGURA $ - ESTUDO DA TERAPIA DE REPOSICZD COM DEPD~17-BETA-
ESTRADIOL SOBRE 0O EFEIT0O GLICEMICO PRODUZIDO POR CNTX EM
RATAS OVX - 0Os animais castrados foram usados somente 21
dias apOs a cirurgia; o DE2 {(10@mcg/kg) foi injetado por via
im, =a cadas 72k, durante 18 dias. A ONTX (3@émU) Ffoi
administrada por via sC, nos 4Ultimos trés dias do tratamento
hormonal, com 1ntervalos de 24h entre as doses; o5 animais
dos grupocs CONTROLE receberam ao inves da toxina, volumes

equivalentes do seu solvente; a glicose foi dosada em
amostras de sangue obtidas por PC, P4k apds a uUltima injecdo
com 3 toxina ou seu solvente. Nesta figura estiao

representadons as medias das variagOes gliedémicays obtidas;
considerando-se os valores dos respectivos grupos CONTROLE
como 1@0%. As barras verticais, em cada coluna, correspondem
ap SEM de cada grupo; dentro das colunas estaoc representados
o numero de animais usados.
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VIII. Efeito da administrac8o crbnica de CNTX & fémeas
intactas preé-tratadas com testosterona.

Como pode ser visto na Figura 1¢, o pré~tratamento com
T blogueou significantemente a hipoglicemia 1nduzida por
CNTX em ratas fémeas intactas (Fémeas Intactas=-36.54%;
Fémeas Intactas+T=-15.28%; p(0.05).

No grupo Controle, a glicemia de fémeas intactas pre-
tratadas com T variou de 127 .50 a 202.09 mg¥%, tendo a media
se situado em 174 .17 mg% com erro padrio de 11.66. Por
outro lado, no grupo Tratado, o menor valor glicémico foi de

116 .06 2 o0 maior de 1706 .00 mg¥, ticando a media em 145 00

max com errp padrao de 2.29. 0 percentual médio de variagio
do grupo Tratado em relacio ao grupo Controle foi de -15.29
* 5.42, sendo o valior minimo -35.74 e maximo de -0 6B% . A
compara¢cdo estatistica entre o grupo Controle e Tratado,
pelo Teste "t" de Student, teve como resultado: t=1.7404;
G.L.=1@.

A comparacic dos percentuais de variacSo de fémeas
intactas com fémeas intactas tratados com T através do teste
de Ty de Mann—-Whitney resultou: U=é; diferencga

estatisticamente significativa, a nivel de 5%
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FIGURA 12 - EFEITO DO TRATAMENTO COM DEPO-TESTOSTERONA S0BRE
A ALTERACA0 GLICEMICA PRODUZIDA POR CNTX EM RATAS INTACTAS -
AT (i9mg/kg) foi injetsado por wvia im, a cada 72h, durante
19 dias. A CNTX {(S@mi> foi administrada por wvia sc, nos
Ultimos trés dias do tratamento hormonal, com intervalos de
24h entre as doses; 08 animals dos grupos CONTROLE receberam
ao invés da toxina, volumes equivalentes do seu solvente; a
glicose foi dosads em amostras de sangue obtidas por PC, Z24h
apos 3 Ultimas injecBo com a toxins ou seu solvente. Nesta
figura estao representados as médias das variacfes
glicemicas obtidas; considerando-se o valores dops
respectivos grupos CONTROLE como 100%. As barvras verticais,
em cada coluna, correspondem ao SEM de cada grupo; dentro
dae colunas est3o representados o ndmero de animais usados.
¥ p ¢ ©.95.




DISCUSSAD

Ds resultados obtidos em nossos experimentos mostraram
que, o tratamento crdnico de ratos machos e fémeas com CNTX,
acentuou as alteragdes sexpo~dependentes da glicose
circulante anteriormente observadas com o tratasmento agudo
(Ribeiro-DPaSilva et al., 198653 . Desse modo, houve uma
alterac3o no modelo bifdasico de glicemia no rato macho,

passando  o0s animais a apresentar somente a face

hiperglicémica. Entretanto, nas femeas n3o houve modificagso
na resposta, observando-~se a hipoglicemia ja descrita no
tratamento agudo.

Em trabalho recente Ribeiro-DaSilva et =al. (1989
descreveram alteracOes nos niveis plasmaticos de
gonadotrofinas ¢ prolactina em ratos tratados com CNTX e
sugeriram que esta toxinsz promove secrecac de beta-
endorfina.

A hiperglicemia induzida pela morfina, tem sido
atribuida a libera¢8o de catecolaminas da medula adrenal,
através do SNC e seu efeito subseguente sobre o figado
(Feldberg & Shaligram, 1972). Entretanto, recentemente, Ipp
et al. (1978; 1980} demonstraram gue =z morfina e a beta-
endorfina s3c fortes estimulos para a secrec3o de glucagon e

insulina, levantando—-se a possibilidade da presenca de

receptores opidides nas ilhotas de Langerhans.
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As concentractes de beta-endorfina do plasma e d=
hipofise anterior, em ratos de ambos 0% sexos, 530
significantemente reduzidas trés semanas apOs a gonadectomia
(Petraglia et al., 1982; Wardlaw et al., 1982; Sarkar & Yen,
192835). Nossos dados mostraram que as alteragdes da glicose
sanguinea desapareceram completamente nos animais castrados
tratados cronicamente com CNTX. Este fato, sugere fortemente
que as alteracBes observadas nos niveis de glicose
circulante poderiam ser um fenbmeno relacionado com beta-
endorfina. Além disso, de acordo com wvarios autores, os

efeitos dos onpidides enddgenas padem tambem estar

relacionados com a3 dose, com as fases do ciclo menstrual e
com o sexo {(Morley, 1981, Frohman, 1983). Por esta razio,
isto poderia explicar a disparidade nos niveis de glicose
sanguinea que nos obtivemos em ratos machos e fémeas
tratados com CNTX.

Recentemente, t8m surgidpo evidéncias indicando o papel

inibitorio dos cpidides gndogenos na secreqio de
gonadotrofinas, principalimente do hormonio luteinizante
{Meites et al.., 1979). Entretanto, existe pouca informacio

acerca de uma possivel funcio dos esterdides gonadais & das
gonadotrofinas sobre estes opidides. Por outro lado, em
mulheres com menopausa fisiolodgica ou cirdrgica tem sido
descrito uma diminuic3o significativa nos niveis de beta-
gendorfina plasmatica (Genazzani et al., 19B1). Nossos
resultados mostraram que as alteragBes glicémicas induzidas

pela CNTX foram inibidas, tanto em ratoe machos como enm

{a}
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fémeas tratadas com hCG. Se assumirmos que as alterac¢Bes
glicemicas produzidas pela CNTX est3oc relacionadas com a
beta-endorfina, poderiamos dizer «que, provavelmente, os
niveis aumentados de gonadotrofinas levariam também a uma
inibig¢30 da secrecdo desses peptideos enddgenos.

Varios autores descreveram que 0s niveis plasmaticos de
beta-endorfina e hormOnioc adrenocorticotrdfico (ACTH) estso
aumentados durante a prenhez e o parto (Csontos et al.,
1979; Allen gt al., 1973). Em ratos, a beta-endorfina e o
ACTH s3o liberados simultaneamente da hipofise anterior para

0o sangue, em resposta a wvarias situacdes de estresse

(Guillemin gt =21., 1977, Rossier gt al.,1977; Hollt et al.,
1978). Ratos tratados com CNTX s3o0 submetidos pelo mencs a
dois fatores estressantes, a hipoglicemia e a hipoxia. O
cortex da adrenal responde ao estresse com uma Ssecrecao
aumentads de glicocorticdides, o  aue vai promover
gliconeogénese por acbes hepaticas e periféricas. Além
disso, & classicamente sabido que ha uma diferenga sexusl na
secre¢d3o de glicocorticdides, sendo a este respeito os
machos mais sensiveis do gque as fémeas (Rose, 1983) . A
prenhez por si s, pode ser vista como um estresse adicional
em ratos tratados com ENTX. ‘fAssim, um aumento de
glicocorticoides poderia explicar a hiperglicemia induzida
por CNTX tanto nos machos como nas ratas prenhes.
Entretanto, uma secrec8o aumentada de glicocorticoides ni3o
Justificaria os resultados que obtivemos, tanto com animais

gonadectomizados como com ratos machos e fémeas intactos




injetados com kLG, Por outro lado, a placenta de ratas
produz grande guantidade de testosterona {Warshaw gt al. .,
1984) e nossos resultados mostraram que os ratos machos e as
fémeas prenhes exibiram um modeloc similar de alterac3o
gliceémica. Assim, 0os dados parecem ser melhor explicados se
assumirmos uma secre¢3oc aumentada de beta-endorfina nos
ratos tratados com CONTX, como causa primaria dessas
alteractes glicémicas.

Numerosos pesquisadores tém mostrado wuma clara acg3ao
hipergl;cémica das prostaglandinas em muitas espécies

animais, incluindo ratos (Sacca et al., 1974; Bergstrom et

_a“”l' - 19566 f Ber £ _e_—t ST ; i 9 65)‘ ...... A 0 ..... I ado ............ d i ge G, ..... a3 ati\fi Cﬁﬁ. ﬁ =3 da s

ciclooxigenase € maior em ratos machos do que em fémeas
(Morikawa gt =al1., 1985; Duarte et al., 198B4). A hipdxia e a
hipoglicemia produzidas pela CNTX s3o ciclooxigenase e
lipoxigenase dependentes (Collares & Ribeiro-DaSilva, 1988;
Ribeiro-DaSilva & Prado, 198B). Além éisso, a atividade ds
ticlooxkigenase € diminuida pela orgquiectomia mas € aumentada
pela ovariectomia (Morikswa et =zl., 1983) enquanto nossos
dados mostram que as altera¢fes glicémicas préduzidas pela
CNTX em ratos intactos s30 completamente abolidas apds a

gonadectomia, em ambos os sexos. Entretanto, a hiperglicemia

produzida em ratos pelas prostaglandinas € inibida pelo preé-

tratamento com fentgolamina (Yatomi gt =21., 1987, Sacca gt
al., 1974) enquanto a hiperglicemia produzida pela CNTX nio
& inibida por bloqueadores adrenevrgicos =alfa ou beta

(Ribeiro-DaSilva, 1986.).



Os esteroides gonadais podem influenciar intensamente a
secrecao das gonadotrofinas, de prolactina e do hormdnio do
crescimento (McCann, 1974, Reichlin, 1974) mas, ate
recentemente, pouco eva sabido sobre a regulacio hormonal de
secrecio de beta-endorfina. Entretants, nos Udltimos anos,
varios trabalhos foram publicados a este respeito. Assim,
Petraglia gf al. (1982), mostraram que ratos machos e fémeas
gonadectomizados, guando submetidos =a uma terapia de
reposicio hormanal poY wm periodo de 14 dias,
respectivamente com T (60mcg/ratos/dial ou DE,.

{1@mcg/ratorsdia) tém 0s niveis de beta-endorfina, que

-estavam - reduzidos - -pela —gonadectomia, restabelecidos- s
influéncia de T e OE.. sobre a secreg3o de beta-endorfina tem
sido mostrado ultimamente tambem por outros autores como
Wardlaw et al. (1982), Hakn 8 Fishman (1979), Barden et =l.
(19813, Sarkar & Yen (1985 e HMueller (198@). MNossos
experimentos mostraram que a castracio produziu uma
acentuada inibi¢Zo nas alteracBes glicémicas produzidas pela
CNTX, tanto em ratos machos como em fémeas, <que n3oc foi
porém revertida pelo tratamento com T ou OE.. Contudo, este
fato pode estar relacionado com a dose e com o esquema de
reposi¢3o hormonal que utilizamos e, n3oc descartaria a
nossa hipdtese de uma possivel ligac¢80 entre as alteracdes
glicémicas induzidas pela toxina e beta-endorfina. Por outro
“lado, testosterona inibe a hipoglicemia da fémea intacta
indicando que estas alteracdes glicémicas dependem das

condicB8es hormonais dos animais. Este bloqueio da
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hipoglicemia por testosterona na fémea intacta poderia
tambem explicar a hiperglicemia da fémea prenhe, desde que a
placenta deste animal secrete testosterona.

Concluimos, portanto, que as alteracles glicémicas que
descrevemaos neste trabalho dependem das condigtes hormonais
do animal e parecem estar relacionadas com uma provavel

secregac de beta-endorfina.
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RESUMO

‘1. A administrac8o crbnica de CNTX (2.img/kg de proteina
ativa) em ratos machos e fémeas intactos induziu uma
acentuada alterac3o, sexo~dependente, sobre o0s niveis de
glicose sanguinea destes animais. Assim, enquanto os machos
apresentavam hiperglicemia, as témeas mostravam
hipoglicemia.

2. Ratas prenhes tratadas com CNTX spresentaram um aumento

nos niveis circulantes de glicose comparavel aquele
cbservado em ratos machos.

3. As alteracdes nos niveis glicémicos produzida pela CNTX
Foram bloqueadas tanto em wmachos como em fémeas pela
castracao

4. 0 pre-tratamento de ratos machos g feémesas com
gonadotrofinae coridnics humana produziu uma acentuadsa
inibic8o das alteractes glicémicas induzidas pela CNTX.

3. Em animais gonadectomizados, a reposicao dos estercdides
gonadais n3o reverteu a3 inibi¢3o das alteracdes glicémicas
produzidas pela CNTX, mas 0 pré-tratamento de ratas intactas
com Testosterona bloaueou significantemente a hipoglicemia
observada nestes animais.

&, 8 levantazda a hipdtese de um possivel envolvimento de
beta-endorfina nas alteracdes glicémicas, sexo—-dependentes,

que observamos com a CNTX.
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SUMMARY

1..The chronical administration of canatoxin (@.1img/kg of
active protein) to intact male and female rats induced =
pronounced sex-related dependent alteration upon the blood
glucose levels of the animals. Thus, while the males
exhibited huyperglycemia the females showed hypoglycemia.

2. A rise in the circulating glucose levels comparable to
that seen in male rats was detected in canatoxin-treated
pregnant rats.

3. The changes in blood glucose levels produced 65 canatoxin
were blocked when male or female rats were castrated.

4. The pretreatment of intact male or female rats with human
chorionic gonadotropin produced a marked inhibition of the
previously observed canatoxin-induced blood glucose
alterations.

3. Gonadé} steroid replacement did not reverse the
inhibition of canatoxin-induced blood glucose alterations
produced by gonadectomy but the pretreatment of intact
female rats with testosterone significantly blunted the
canatoxin-induced hypoglycemia.

6. A possible involvement of beta-endorphin in the
canatoxin-induced sex-related blood glucose zlterations was

discussed.

§ Y
g




REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Allen, J.P., Cook, D.M. , Kendall, J.W., McGilvra, R. (i973).

Maternal-f¥etal ACTH relationship in man. Journal of

Clinical Endocrinoliogy and Metabolism, 37: 230-234.
Assmann, F. (1211 . Beitrage zur kenntnis pflanzlicher

agglutinine. Pfliger ¢ &rchiyv fir die gesamte Phuysiclogie

des Menschen und der Tiere, 137 489-516¢.

Barden, N., Mérand, Y., Rouleau, D., Garon, M., Dupont, A,
{1981). Changes in the beta-endorphkin content of discrete
hupothalamic nucleil during the estrous cycle of the rat.

Brein RKesearch, 284: 441-445 .

Barja~-Fidalge, C., Guimarfes, J.&., Carlini C.R. {4i988). The
secretory effect of -canatoxin on rat brain synartosomes
involves =z lipoxygenase-mediated pathway. Brazilian

Journal of Medical and Biological Research, 21: 549-5%2.

Bergstrom, S., Carlson, L. &, Oro, L. (1964 . Effect of

different doses of prostaglandin Ei on free fabtity amrcids

of plasma, bloecd glucose and heart rate in the

nonanesthetized dog. fActz Phusiolooicas Scandinavics, &7 -

185-193.

g
£




Berti, F., Lentati, R, Usardi, M. M. (192485 . La

prostaglandina E, spiega attivita iperglicemizzante.

Sperimentale, 41: 1327-1329.

Britton, S W., Kline, R.F. {1245 . Age, 58X, carbohudrate
adrenal cortex and other factors in anoxia. american

Journal of Phusiology, 145. 190-202.

Carlini, C.R., Gomes, C., Guimaries, J.&., Markus, R.P._,

Sato, H-: Trotin, G: (19284 ~Central mervous effects of

the convulsant protein Canatoxin. Acta Pharmacologica et

Toxicologica, 954.: 161-1&66.

Carlini, €£.R., Guimarzaes, J.A. (1981 . Isalation and
characterization of a toxic protein from Canavalisa
ensiformis (Jack bean) seeds, distinct from Concsnavalin

A, Joxigcon, 19 &67-673,

Carlini, C.R., Guimardes, J.A. (1985). Canatoxin induces
cellular secretion: through activation of 1lipoxygenase
pathway. Anais da Academia Brasileira de Ciéncias, 57:
388-389.

44




Carlini, C.R., Guimar8es, J.4., Ribeiro, J.M.C. (1985

Platelet release reaction and aggregation induced by

Canatoxin, a convulsant protein: evidence for the
involvement of the platelet lipoxygenase pathway. British
Lournal of Pharmacology, B4: S551-560.

Carlini, C.R., Ribeiro, J.M.C., Guimari3es, J.A. {19827 .

Structure-activity relationships of canatoxin e??ects on

platelet aggregation. Ansis do  Academia Brasileira de

Ciéncias, S54. 762-7&3.

Collares, L. B.,  -Ribeire-DaSilva, B (49288 Involvement —of

lipoxdygenase and tyclo-oxygenase pathways in hypoxia and
metabolic alkalosis produced by canatoxin in rats.

Brazilian . Journal of Medical and Biological Research. 21

197~11@.

Csontos, K., Rust, M., Mollt, V., Mahy, W., Kromer, W,
Teschemacher, H.J. (1979} FElevated plesma beta-endorphin

levels in pregnant women and their necnates. Life

Sciences, 25: B835-844.

Cuatrecasas, P. (1973) . Interaction of the concanavalin A
and wheat germ sgglutinin with the insulin receptor of

fat cells and liver. The Journal of Biolegical Chemistry,

248:. 3528-3534.




Cuatrecasas, P, Tell, G.P_E. (1973} Insulin—-like activity

of concanavalin A& and wheat germ agglutinin ~ Direct

interactions with insulin receptors. Proceedings of the

National Academy of Sciences of the United States of

America, 7¢: 485-48%9 .

Daughaday, W.H. (1983) . The anterior pituitary. In: Wilson,

J.B. and Foster, D.W. (Editors}, Williams Textbook of

Endocrinologyw. W.B. Saunders Co., Philadelphia, 568-613.

Duarte, AP.T., Ramwell, P, Myers, & . (19846 Sex
differgnces in mouse —platelet aggregation- Thrombosis

Research, 43. 33-39.

Feldberg, W., Shaligram, 5.V, (1972} . The huperglycaemic

effect of morphine. EBritish Journal of Pharmacology, 46

L0e-618.

Frohman, L.A&. {1983) . Glucoregulation. In: Krigger, D.71..,

Brownstein, M.J., Martin, J. B (Editors), Brain Peptides.

Jobkn Wiley & Sons, New York, 281-299.

Genazzani, A.R., Facchinetti, F., Ricci-Danero, M.G.,
Parrini, D., Petraglia, F., LaRosa, R., D aAntona, N.
(19817, Beta-lipotvropin - arnd 5eta~endcrphin in
physiological and surgical mEenopause . Journal of

Endocrinplogy and Investigation, 4: 375-340.

Y
48]




Gibori, G.. Chatterton Jr ., R.T., Chien, J.L . (1979
Ovarian and serum concentrations of androgen throﬁghout

pregnancy in the rat. Biolpgy of Reproduction, 21: 353-56.

Grassi, D.M., Ribeirop-DaSilwva, 6. (19B8). Estudo da secregio
de histamina produzida no rato por canatoxina. fAnais do

VI Congresso Brasileiro de Farmacologia € Terapéutica

Experimental, S8c Paule, 29 de junho - 2 de julho, pp
214.

Guiltlemin; R -Vargo, T Rossier;, d - Mimick ;S Ling, N
Rivier, C._, Vale, W., Bloom, F. (1977). Beta—~endorphin

and adrenocorticotropin are secreted concomitantly by the

pituitary gland. Scgience, 197 1347-136%.

Hafez, E. S E. (4970 . Sexual cycles. In: Hafez, E.S . E.

(Editor), Reprgduction and breeding technigues for
laboratory animals . Lea and Febiger, Philadelphia, 1@7-
ize. |

Hahn, E.F., Fishman, J. (1?279). Changes in rat brain opiate
receptor content dpon  castration and testosterone
replacement . Biockemical and Biophysical Research

Communications, 9@:. 81%-823.




Hamaguchi, Y., Yagi, M., Nighing, AL, Mochizuki, T.,
Mizukami, T

- Miyoshi, M. (19777 . The isolation and

characterization of =a lethal protein from kintoki beans

(Phaseplus vulgaris).

Journal of Nutritignal Science and

Vitaminology, 23: 525-534.

Hedaqvist, P., DBahleén, S.E

., Bjork, 4. (1982). Pulmonary and

vascular actions of leukotrienes. In: Samuelsson, B.,
Paoletti, R. {(Editors?, Leukotrienes and other
lipoxygenase products. Raven Press, New York, Pp. 187-

2ee.

HMollt, V., Przewlocki, R

., Herz, A (1i978). Radioimmunoassay

of beta—-endorphin basal and stimulated lewvels in extrated

rat plasma. Naunyn-Schmiedebera’'s Archiveg of
Pharmacoloay, 3€3:. 171-174.

Iep, E., Bobbs, R., Unger, R.H. (i978). Morphine and beta-
gndorphin influence the secretion of the

endocrine
pancreas. Nature, 276 196-191.

Ipp, E , Schusdziarra, V., Harris, V., Unger, R.H. (1980}

Morphine~induced hyperglycemia: Role of insulin and

glucagon. Endocrinoloay, 107:

A451-4463.

Jaffe, W.G. (1949 Ueber Phytotoxine aus Bohnen (Phaseglus

vulgaris). Arzneimittel-Forschung, 12:. 1i@i2-1@17.

1

Y
jmld




LLiener, I.E., Pallansch, M. J. (19327 . Purification of a

toxic substance from defatted soy bean flour. JThe rn
of Biolpaical Chemistry, 197. 29-3&6.

Lin, J.Y ., Hou, M 4., Chen, Y.L (1978). Isolstion of toxic
and non—towxic lectins From the bitter pear melon

Momordica charantia linn. Toxdicon, 16: 653~660.

Matt, D.W., ﬁécdonald, G.J. (1284 . In vitro progesterone

and testosterone production by the rat placenta during

pregmancy T Endoorinology; 1t S5y 74747

McCann, 5. .M. (1974 . Endocrinology. In: Greep, R.O. and

Astwood, E. B, (Editors), Handbook of Physiology. Williams

and Wilkins, Baltimove, pp 711-731.

Meites, J., Bruni, J.F ., Yugt, D.Aa. V., Smith, A.F. {1972).
Relation of endogenous opioid peptides and morphine to

neyroendocrine functions. Life Sciences, £4:. 13225-1334&.

Morikawa, M., Kajima, 7., Inoue, M., Tsuboi, M. (i983). Sex
difference in the effect of =aspirin on rat platelet
zogregation and srachidonic acid metabolism. HBpaness

Journal of Pharmecoloay, 237 317- 323




Morley, J E. (1981). The endocrinology of the opiates and

oploid peptides. Metaboplism, 30 195-209.

Mueller, G.P. (1982) aAttenuated pituitary beta-endorphin

release in  estrogen—-treated rats. Proceedings of the

Society for Experimental Bioloay and Medicine, 165%:. 75-

81

Nelson, N. (1944 . A photometric adaptation of the Somoggi

method for the determination of glucose. Journal of

Biological Chemistry, 153: 3I75-380.

Olsnes, S., Pikhl, A. (1973). Isolation and properties of
abrin: a toxic protein inhibiting protein sunthesis.

European Journal of Biochemistry, 35: 179-185.

Disnes, 5., Refsnes, K., Pikl, a. (1974 . Mechanism of
action of the toxic lectins abrin and ricin. Nature, 249

&£27-631 .

Dlson, M.0.J., Liener, I1.E. (1947). Some physical and

chemical properties of concanavalin A, the
phuytohemagglutinin of the jack bean . Biochemistry, b

105-111 .

wd 10




Petragliia, F., Penalva, #A., Locatelli, V., Cocchi, D..
Panerai, A.E., Genezzani, A.R., Miller, E. E. (1982)
Effect of gonadectomy and gonadal steroid replacement on
pituitary and plasma beta-endorphin 1levels in the rat.

Endocrinology, 111 12p4-1i229.

Pio-Correia, M. (19%2). In: Dicionarip dass plantazs uteis do
Brasil. Ministério da Aoricultura, Rio de Janeiro, 98.

Pletscher, 4, Laubscher, A4. {(1980). Use and limitations of

platelets ss models for neuvrones: aming release and shape

change reactionInRotman, &5 Meger, F &, Gitter, T

Silberberg, A. (Editors), Platelets. Cellular response

mechanisms and their bipnlogircal significance. Jokn Wiley

and Sons, New York, 267276 .

Pomerantz, K., Maddox, Y., Maggi, F., Ramey, E., Ramwell, P.
(19827 . Sex and hormonal modification of &-kebto-PGF, -aLre

release by vat zorta. Life Sciences, 27 12331236

Reich, R., Kohen, F ., Slager, R., Tesafriri, . (19857 .

Ovarian lipoxkygenase activity and 1its regulation by

gonadotropin in the rat. Prostaglandins, 3¢: 381-590.

Reichlin, &. (1974} . Endocrinology. In: Greep, R.0O. and

fstwood, E.B. (Editors), Handbook of Physiplogy. Williams

and Wilkins, Baltimore, pp 485-432.

=2

1.
d



Ribeiro-DaSilva. 6., Carlini, C.R., Pires-Barbosa, R..
Guimaraes, J.A., {(1986,). Blood glucose alterations
induced in rats by Canatoxin, a protein isolated From
Jack bean {(Canavalia ensiformis) seeds. Joxicon, 24: 775-

782 .

Ribeiro-DaSilva, G., Pires-Barbosa, R ., Carlini, C.R.
{1989} Changes produced by canatoxin in the circulating
levels of gonadotropins and prolactin in ratse - A

preliminary study. razilian urnzal f M i 1 n

Biological Resegrck, 1 in press.

Ribeiro-DaSiivas, G., Prado, J.F. (1788) . Hypoglycemia and
lipoxygenase~dependent insulin secretion produced by
canatoxin in rvrats. Annales XVI Congreso de la Asociacion
Latinocamericana de Ciéncias Fiéiolagicaﬁ, Buenos Aires,

May 1&%". -~ Z2@%%, pp 81.

Ribeiro—ﬂaSilva, G., Prado, J.F ., Fires—-Barbosa, R.,
Collares, C.B., Zappellini, A., Grassi, D.M. (1986w .
Some evidences suggesting that camatoxin indﬁces hypoxis
in rats with involvement of the livoxygenase pathway.
Resumos do XI Congreso dé la Asopciacion Latinoamericana
de Farmacologisa, Buenocs fires, November 24t - p2th  op

34.



Rose, R. .M. (1989 . Psschaendacrinoiogg. In: Wilson, J4.D. and

Foster, D.Ww. {Editors), Williams Textbook of

Endocrinology. W.B. Saunders Co., Philadelphia, 653-681.
Rossier, J., French, E.D., Rivier, C., Ling, N., Guillemin,

R., Blioam, F.E. (19777 . Foot~shock induced stress

increases beta—endorphin levels in blood but not brain.

Nature, 270. 4£18-42¢.

Sacca, L., Perez, G., Rengo, F., Condorelli, M. (1974) .

Effects of different prostaglsndins on glucose kinetics

in the rat. Diasbetes, 23:. D32-535.

Sambeth, W., Nesheim, M.C., Serafin, J.&. (1967). Separation
of socubean whey into fractions with different biological

activities for chicks and vats. Journal Nutrition, 92

479490

Samuelsson, B. (19822 . The 1leukotrienes, an introduction.
In: Samuelsson, B. and FPaoletti, R. (Editors),
Leukotrienes _and pther  lipoxygenase products. Raven

Press, New York, pp 1-17.

Sarkar, D.K., Yen, §.5.C. (1285). Changes in beta-endorphin-
like immunoreactivity .in pituitary portal blood during
the estrous cyecle and after ovariectomy in rats.

Endocrinplogw, 11&. 2873-2079.




Sharon, N., Lis, H. (1972). Lectins: cell-zgglutinating and

sugar—-specific proteins. Science, 177. 249-93%9.

Smith, T.C.., Gross, J.B., Wollman, H. (1983 . The
therapeutic gases, oxvyygen, carbon dioxide, helium and
water vapor. In. Gilman, 4. G., Goodman, L.S., Murad, F.

(Editors), The Pharmacological Basis of Therapeutics.

Macmillan Publishing Co., New York, 32£2-338.

Sneddon, J.M. (1973) . Bilopod platelets as =a mopdel for

monoamine—containing neurons. In: Kerkut, G.A. & Fhillis,

J.W. (Editors}), Proaress in Neurobioloay. Peragamon Press,

Oxford, 151-198.

Stead, R.H., Muelenaere, H.J. H._, Quicke, G.U. (194846 .
Trupsin inhibition, hemagglutination, and intraperitoneal

toxicity in extracts of Phaseolus vulgaris and BGlycine

max. Archives of Biochemistvry and Biophusics, 113: 783~

798 .

Sumney, J.B._, Howell, S.F. (1934) . Identification of the
hemagglutinin of the jack bean with concanavslin A.

Journal of Bacterioclouwy, 32 227837

Sybulski, g {19469 . Testosteraone metabolism by rat

placenta. Steroids, 14. 427-440G

L
I




Takahashi, T., Funatsu, G , Funatsu, M. (1962). Biochemical

studies on castor bean hemagglutinin. II - Hemagglutinin
separated from crystalline ricin and its mpolecular

welght . The Journal of Biochemistry, 52 5£-53.

Townsend, L., Ryan, K.J. (197@). In wvitro metabolism of
pregnenclone-7 alfa-"H, progesterpne-4-*2(C and
androstenedione~4-%4C by rat placental tissue.

Endocrinologd, 87: 151-1595.

WHardlaw, S L, Wehrenberag, W.B., Ferin, M., Antunes, J.L

L

Frantz, &.6. (1982). Effect of sex steroids on heta-

endorphin in hypophyseal portal blood. Journal of

Clinical Endeocrinology and Metasbolism, S5: 877—881.

Warshaw, M.L., Joknson, D.C., Khan, I., Eckstein,B., Dibori,

G. (1986 . FPlacental secretion of androgens in the rat .
Endocrinology, 119: £64P-2448.

Yatomi, A., Jguchi, A., Yanagisawa, §., Matsunaga, H., Niki,

1., Sakamoto, N. (1987 . Prostaglandins affect the

central nervous sustem to produce hyperglycemia in rats.

Endocrinoloay, 12i: 3&6-41.

fioked



