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O presente trabalho investigou o substrato neuroanatbmico e o envolvimento dos
receptores taquicinérgicos NKi e NK2 na area de maior relevancia para o efeito ansiogénico
induzido pela SP em ratos avaliados no teste do labirinto em cruz elevado (LCE). Nossos dados
mostram que os ratos tratados com SP 10 pmol no septo lateral (SL) expressaram reagbes de
defesa extremas no teste do LCE e na arena, denominadas como respostas de “freezing” e
“darting”, respectivamente, sendo essa acdo muito mais evidente nessa area do que quando a SP
foi injetada na regido amigdalar ou no ventriculo lateral. Por outro lado, a inje¢do intra-septal de
FK sgs (100 pmol), antagonista NKi, ou de SR 48968 (100 pmol), antagonista NKz2, no SL,
seguido da injecdo de SP (10 pmol) no ventriculo lateral, foi capaz de inibir as respostas
aversivas induzidas pela injecdo intracerebroventricular de SP. Estes resultados sugerem que o
septo lateral parece ser um substrato neuroanatdmico muito importante na mediacdo dos efeitos
do tipo ansiogénico da SP e que os receptores NKi e NK2 possuem um papel importante na

mediacdo deste efeito.
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RESUMO

As neurocininas estdo amplamente distribuidas no sistema nervoso central (SNC),
incluindo regides relacionadas com o comportamento de medo e ansiedade. Estudos tém
demonstrado que o nucleo basolateral da amigdala e a substancia cinzenta periaquedutal
dorsal parecem estar envolvidos na modulagédo do efeito ansiogénico da substancia P (SP).

O presente trabalho investigou o substrato neuroanatdmico responsavel pelo efeito
ansiogénico da SP em ratos avaliados no teste do labirinto em cruz elevado (LCE). Além
disso, este trabalho se prop6s a avaliar o envolvimento dos receptores taquicinérgicos NKi e
NK2 na area de maior relevancia para o efeito ansiogénico induzido pela SP.

Os procedimentos experimentais deste estudo foram divididos em duas partes. Na
primeira parte, ratos Wistar adultos (3 meses) foram anestesiados com tiopental sodico e
hidrato de cloral (i.p.) e uma canula foi implantada em diversas areas do SNC, como
ventriculo lateral (i.c.v.), ndcleo basolateral da amigdala (BLA), substancia cinzenta
periaquedutal dorsal (SCPd) e septo lateral (SL). Cinco dias apds as cirurgias, 0s animais
canulados i.c.v. receberam 2 jjl de solucdo de fosfato tamponada (PBS) ou 2 jjl de
concentracdes crescentes de SP (1, 4, 10, 40 e 100 pmol), a fim de determinar a dose i.c.v.
capaz de produzir maior efeito ansiogénico em ratos. Apos determinarmos que a dose de 10
pmol de SP é a dose i.c.v. capaz de produzir o maior efeito ansiogénico no LCE, esta dose foi
injetada nas estruturas do sistema limbico acima citadas. Os animais canulados na SCPd e na
BLA foram microinjetados com PBS ou SP 10 pmol e aqueles animais canulados no septo
lateral foram tratados com PBS, SP 10 pmol ou SP 40 pmol. Imediatamente ap6s o
tratamento, os animais foram colocados individualmente no centro de uma arena, onde
registrou-se diversas medidas do comportamento exploratério durante 5 min. Depois foram
transferidos para o LCE e, por 5 min, registrou-se a freqiiéncia de entradas e o tempo
despendido nos bracos abertos, além de pardmetros etolégicos como imersdo de cabeca,
estiramento corporal e comportamento de levantar. Observamos gque a SP na dose de 10 pmol
reduziu o tempo de permanéncia nos bracos abertos do LCE nos animais canulados na BLA,
mas este resultado ndo diferiu da resposta observada apos a injecdo deste peptideo i.c.v.. Os
animais canulados na SCPd tratados com SP 10 pmol ndo apresentaram modificagfes nos
parametros analisados. No entanto, os ratos que receberam SP 10 pmol no septo lateral
expressaram reacOes de defesa extremas no teste do LCE e na arena, denominadas como
respostas de “freezing” e “darting”. Os ratos que apresentaram “freezing” ap0s a
administracdo de SP intra-septal mostraram uma reducdo na freqiiéncia de entradas e no

tempo de permanéncia nos bracos abertos do LCE, enquanto que os animais que exibiram o
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comportamento de “darting”, apresentaram um aumento no tempo de movimentacao na arena.
A dose maior de SP (40 pmol) no SL ndo promoveu alteragdo comportamental nos testes da
arena e do LCE.

Na segunda parte do estudo, avaliou-se o envolvimento dos receptores
taquicinérgicos NKi e NK2 no efeito ansiogénico da SP injetada no septo lateral. Foram
implantadas duas canulas, uma no SL e a outra i.c.v.. Cinco dias apds a cirurgia 0s animais
controle receberam 2 ji1 de PBS no SL e, 5 min depois, injetou-se 2 |ul de PBS ou SP (10
pmol) i.c.v., o grupo experimental foi tratado com 2 (.1 de FK sss (100 pmol), antagonista
NKi, ou SR 48968 (100 pmol), antagonista NK2, no SL e, passados 5 min, 2 plde SP (10
pmol) i.c.v.. Os animais foram avaliados no teste do LCE, por 5 min, como descrito
anteriormente. Aqueles animais que receberam FK 8ss ou SR 48968 no SL e SP i.c.v.
mostraram um comportamento similar aos animais controle na freqiiéncia de entradas e no
tempo de permanéncia nos bragos abertos do LCE.

Nossos resultados sugerem que o septo lateral parece ser um substrato
neuroanatdmico muito importante na mediagdo dos efeitos do tipo ansiogénico da SP, pois
essa acdo da SP foi muito mais evidente nessa area que quando injetada na BLA ou mesmo no
ventriculo lateral. O trabalho também mostrou a inibicdo do efeito ansiogénico da SP pelo FK
888 e pelo SR 48968, sugerindo que os receptores NKi e NK2 possuem um papel importante

na mediagdo do efeito ansiogénico induzido pela SP quando injetada no septo lateral.
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ABSTRACT

EVALUATION OF THE NEUROANATOMICAL AREAS INVOLVED IN THE
ANXIOGENIC-EFFECT INDUCED BY SUBSTANCE P

Substance P (SP) is widely distributed in the central nervous system (CNS),
including brain regions, such as the lateral septal nucleus, amygdala and periagueductal grey,
cerebral areas implicated in the modulation of anxiety states and defensive-rage. Studies have
demonstrated the involvement of the amygdala and the periaqueductal gray matter in the
modulation ofanxiogenic-like effects induced by SP.

The aims of the present study were to investigate the neuroanatomical area involved
in the modulation of anxiety states induced by SP in rats evaluated in the elevated plus-maze
test (EPM) and to investigate the underlying role of NKi and NKz2 receptors in the behavioral
responses.

In the first part of the present study, adult male rats were implanted with cannulas
into different CNS areas such as the lateral ventricle (LV), the amygdalar region (BLA), the
periaqueductal gray matter (PAG) and the lateral septal nucleus (LS). Five days following the
surgery, control animals were injected into the LV with 2 pl of physiological buffer solution
(PBS) and the experimental group was treated with increasing concentrations of SP (1, 4, 10,
40 and 100 pmol) to determine the optimal intracerebroventricular dose (10 pmol) to induce
aversive responses. Therefore, SP 10 pmol was directly injected into the BLA, PAG and LS,
and the anxiogenic responses were evaluated in the EPM. Notably, when placed in the EPM
the animals that received SP into the LS, presented clear aversive behaviors expressed either
as jumps and bursts of running (darting responses) or freezing. However, we observed an
effective increase in the anxiogenic responses evaluated in the EPM test uniquely in the
animals that presented freezing. Animals expressing darting responses, in turn, were likely to
have a stronger aversive condition, in which anxiogenic-like responses hindered when
measured in the EPM test. The injection of SP into the BLA induced the same aversive
behavior than the ones observed after injection into the lateral ventricle. On the other hand,
the animals implanted into the PAG did not show any effect when injected with SP as
evaluated in the EPM.

In the second part of this study, the animals were implanted with a cannula into the

LS and another cannula into the LV. Five days later, control animals received 2 p1 PBS into

LS and PBS or SP 10 pmol into the LV, and the experimental group was treated with 2 pl of

111
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FK 8ss (100 pmol), a selective NKi receptor antagonist, or SR 48968 (100 pmol), a selective
NK2 receptor antagonist, into the LS and 2 pl of SP 10 pmol into the LV. Animals were
placed in the EPM, and for 5 min the aversive responses were recorded. FK 8gg and SR
48968 into the SL inhibited the anxiogenic-like response induced by injection of SP into the
LV, showing a similar behavior to control animals.

The present results support the idea that the LS is an important site to mediate the
anxiogenic responses of SP, where injection of this peptide induced a much more pronounced
anxiogenic-like effects than the ones observed after injection into the amygdalar region or
lateral ventricle. The work also showed a blockade of the anxiogenic-like effects of SP by FK
888 and SR 48968 and give support to the idea that NKi and NK2 receptors at LS play a key

role in mediating these effects.
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INTRODUCAO

NEUROCININAS

Historico

Von Euler e Gaddum (1931), ao procurar por acetilcolina em tecidos de cavalo,
encontraram uma substancia que estava presente no intestino e no cérebro desse animal.
Ignorando sua estrutura e natureza quimica, Gaddum e Schild (1934) a nomearam de
substdncia P (SP), uma das explicacbes para a origem deste nome vem da palavra
“preparacdo”, visto que von Euler relatou ter usado uma preparacdo padrdo,
convenientemente abreviada por P (Otsuka & Yoshioka, 1993). Somente na década de 60, a
SP foi purificada (Stern, 1961) e, em 1971, Chang e colaboradores identificaram a sua
estrutura primaria, um undecapeptideo (H-Arg-Pro-Lys-Pro-GIn-GIn-Phe-Phe-Gly-Leu-Met-

NH2), o que permitiu a sua sintese (Tregear et al., 1971).

A identificacdo de substancias presentes na pele de anfibios e em moluscos, como a
fisalaemina, kassinina e a eledoisina, com similaridades farmacolégicas a SP (Bertaccini,
1976; Erspamer & Melchiorri, 1980; Erspamer, 1981), levou a descoberta de uma nova
familia de peptideos, as taquicininas, que receberam este nome por causarem uma contracao
imediata na musculatura lisa extra-vascular, o que as diferencia da bradicinina, responsavel

por uma contracdo lenta na musculatura lisa extra-vascular (Bertaccini, 1976).

As taquicininas sdo, portanto, peptideos que compartilham a mesma sequiéncia de
aminoacidos da extremidade C-terminal (Phe-X-Gly-Leu-Met-NFk), no qual o X é um
residuo aromatico (fenilalanina - Phe ou treonina -Try) ou um residuo alifatico hidrofébico

(valina - Vai ou isoleucina- lle; Erspamer, 1981).
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Até 1980 a substancia P era o Unico peptideo da familia das taquicininas conhecido
em mamiferos e, com o passar dos anos, surgiram evidéncias de que outros membros desta
familia poderiam existir nesta classe de animais, principalmente apés a descoberta de que
taquicininas presentes em moluscos e anfibios sdo capazes de produzir atividade
farmacologica em preparacdes com tecidos de mamiferos (Erspamer, 1971; Erspamer &

Melchiorri, 1973).

Deste modo, em 1983, quatro grupos de pesquisadores independentes (Kangawa et
al.\ Kimura et al.; Maggio et al. e Schimada et al.) relataram a existéncia de outros
decapeptideos, contendo a mesma sequéncia de aminodcidos C-terminal da familia das
taquicininas, presentes em mamiferos: a neurocinina A (NKA, substancia K, neurocinina a) e
a neucinina B (neuromedina K e neurocinina BR). Tatemoto e colaboradores (1985) isolaram a
neurocinina K (NPK, neuropeptideo K) e, em 1988, Kage e colaboradores identificaram a

neurocininay (NP-y, neuropeptideo y).

Com a descoberta de trés receptores taquicinérgicos e o isolamento de novas
taquicininas em mamiferos, a nomenclatura destes peptideos e de seus receptores tornou-se
muito confusa. Assim, em 1986, em um simp6sio em Montreal - Canada -, concordou-se em
usar o termo taquicininas para indicar peptideos que compartilham da mesma seqiiéncia C-
terminal (Phe-X-Gly-Leu-Met-NH2) em anfibios e moluscos, enguanto que neurocininas foi a
designacgdo genérica usada para peptideos presentes em mamiferos. Além disso, os receptores
dos mamiferos receberam a denominacdo de receptores taquicinérgicos NKi, NK2 e NK3

(Henry, 1987).

Receptores taquicinérgicos

Em paralelo a identificagdo das taquicininas enddgenas, diversas classes de

receptores taquicinérgicos foram descobertas. lversen e colaboradores, em 1982,
2
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identificaram dois perfis distintos, em relagdo a poténcia das taquicininas de ligar ao seu
receptor em uma preparagdo de musculo liso e propuseram a existéncia dos receptores SP-P e
SP-E. Outros indicios da existéncia de dois locais de ligagdo distintos para as taquicininas

surgiram de experimentos com peptideos radioligantes (Beaujouan et al, 1986; Danks et al.,

1986).

Apobs o acordo realizado no simpésio de Montreal (1986), os receptores presentes em
mamiferos receberam a denominacéo de receptor taquicinérgico NKi (anteriormente chamado
de SP-P), receptor taquicinérgico NK2 (conhecido também como SP-E, SP-K, NK-A) e o
primeiro receptor taquicinérgico NK3 a ser reconhecido (previamente também chamado de
SP-E, SP-N, NK-B) foi denominado de NK3A (Maggi & Schwartz, 1997) e, no mesmo ano
(1997), Krause e colaboradores identificaram um receptor altamente homologo ao receptor

taquicinérgico NK3Ae o denominaram de receptor NK3B (para revisdo ver Saria, 1999).

As atividades agonisticas da SP e peptideos relacionados estdo associadas ao
dominio carboxi terminal, que é comum entre esses peptideos (Mussap et al, 1993). O
dominio amino terminal, por sua vez, confere seletividade aos diferentes tipos de receptores
(para revisdo ver Regoli et al.,1994; Otsuka e Yoshioka, 1993). E importante relatar que as
neurocininas podem interagir com qualquer um dos receptores taquicinérgicos, isto significa
que estes peptideos possuem seletividade limitada por um receptor taquicinérgico em
particular (Regoli et al., 1989), porém sua afinidade por cada um dos tipos difere: a SP € o
ligante fisiologico do receptor taquicinérgico do tipo NKi, a NKA do receptor NK2e a NKB
do receptor NK3 (Culman & Unger, 1995; Maggi et al., 1993; Patacchini & Maggi, 1995;

Stables et al., 1994).
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Segundos mensageiros

Os receptores taquicinérgicos pertencem a superfamilia dos receptores acoplados a
proteina G e através da ativagdo estimulam o trifosfato de inositol (IP3) como segundo
mensageiro, via fosfolipase C. Pode haver também a mobilizagdo de &cido aracddnico via
fosfolipase A2 e o acumulo de monofosfato de adenosina ciclico (AMPc) via adenilato ciclase
(Garcia et al., 1994; Mitsuhashi et al., 1992; Mochizuki, et al., 1994; Nakajima et al., 1992;

Seabrook & Fong, 1993; Takeda et al., 1992).

De acordo com Guard & Watson (1991), as taquicininas induzem a formagédo de
fosfato de inositol, em tecidos do sistema nervoso central, efeito este mediado,
predominantemente, pelos receptores NKi. O fosfato de inositol, por sua vez, possui um papel
importante no controle da excitabilidade de células neuronais (ver revisdo Kaczmarck, 1987;

Nahorski, 1988).

Antagonistas ndo peptidicos dos receptores taquicinérgicos

A historia dos antagonistas ndo peptidicos para os receptores taquicinérgicos NKi
comegou em 1991, quando o CP 96345 eoRP 67580 foram encontrados por screening dos
componentes das cole¢fes quimicas das companhias farmacéuticas Pfizer e Rhone-Poulenc,
respectivamente (Snider et al., 1991; Garret et al., 1991). O primeiro antagonista n&o
peptidico seletivo para o receptor NK2 foi 0 SR 48968, que surgiu também de um screening
de componentes quimicos da companhia Sanofi Recherche (Emonds-Alt et al., 1992) e, em
1995, surge 0o SR 142801, o primeiro antagonista ndo peptidico para o receptor NK3 (Emonds-
Alt et al., 1995). Em consequéncia, alguns destes prot6tipos, com perfil antagonista
taquicinérgico, foram utilizados como modelo molecular para a otimiza¢do quimica, o que

promoveu um rapido desenvolvimento desta area (para revisao ver Regoli et al, 1994).
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O desenvolvimento de moléculas antagonistas dos receptores taquicinérgicos
representou uma grande oportunidade para explorar estas moléculas como novos agentes
terapéuticos (Rupniak & Kramer, 1999). De uma maneira geral, estudos foram realizados em
paralelo com os ensaios de binding, para verificar as propriedades farmacologicas destes
antagonistas taquicinérgicos (Regoli et al., 1994). Zernig e colaboradores, em 1992,
realizaram um dos primeiros estudos farmacoldgicos in vivo com um antagonista ndo
peptidico NKi, o CP 96345, que, ap6s a administracdo sistémica, demonstrou uma reducdo da
atividade locomotora, causada por sedacdo, com conseqlente alteracdo na performance

motora de camundongos testados na caixa claro-escuro.

Com o avango das técnicas de biologia molecular, estudos envolvendo a clonagem
do receptor taquicinérgico NKi de humanos foram realizados e demonstraram que existem
variages na seqliéncia deste receptor quando comparado a outras espécies (Figura 1). Entre
ratos e humanos ha cerca de 95 % de homogeneidade dos residuos de aminoacidos que
compdem o receptor NKi (Sundelin et al., 1992), porém as cobaias possuem 97 % de
homogeneidade comparado ao humano, além disso, as sequéncias transmembranais sao
idénticas as humanas (Gorbulev et al., 1992). Estes dados sdo interessantes, pois varia¢ées na
sequéncia do receptor taquicinérgico NK] com relacdo a espécie ndo afetam a poténcia ou
eficAcia dos agonistas taquicinérgicos, mas interferem na poténcia dos antagonistas nédo

peptidicos (para revisdo ver Saria, 1999).

Recentemente, a eficacia do MK 869, um antagonista ndo peptidico do receptor
taquicinérgico NKi, biodisponivel oralmente, foi demonstrada em pacientes com depressao
maior (Kramer et al., 1998). Os testes clinicos com o MK 869 foram guiados pelas
necessidades médicas de obtencdo de uma nova droga para o tratamento da depressdo e,

também, por evidéncias de estudos pré-clinicos (para revisdo ver Rupniak & Kramer, 1999).
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Por outro lado, a identificacdo de antagonistas ndo peptidicos dos receptores
taquicinérgicos tem colaborado para o estudo do envolvimento destes receptores em processos
patofisiologicos e, neste sentido, estes antagonistas ajudam a elucidar o papel do respectivo
receptor, além de oferecerem a promessa de serem potentes agentes terapéuticos (Raffa,

1998).

* - Aminoé&cidos conservados nos receptores NKj, NK2e NK3
O - Aminoécidos alterados nos receptores NKi, NK2e NK3

Figura 1- Representacdo esquematica do receptor NK] de humano (esquerda) e de rato
(direita). Adaptado de Regoli et al. (1994).

NEUROCININAS E SISTEMA NERVOSO CENTRAL

Localizacdo da substancia P no sistema nervoso central

A distribuicdo de neurdnios contendo SP no sistema nervoso central é bastante difusa
(Cooper et al., 1981; Del Fiacco et al., 1987; Ljungdahl et al, 1978; Marksteiner et al., 1993).
No entanto, fibras nervosas e corpos celulares imunorreativos & SP foram encontradas em
regibes cerebrais envolvidas nas reacoes de defesa e ansiedade, como a amigdala, a substancia

cinzenta periaquedutal, varios nucleos hipotalamicos, hipocampo e o septo lateral (Cuello &
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Kanazawa, 1978; Hokfelt et al., 1977; Ljungdahl et al., 1978; 0 ’Donohue et al., 1987;

Sakanaka et al., 1982; Shaik & Siegel, 1994; Shults et al., 1984; Figura 2).

Além disso, usando a técnica de hibridizagao in situ, um estudo revelou que o septo
lateral, a regido central e medial da amigdala e a substancia cinzenta periaquedutal contém
neurdnios que expressam o gene da PPT-A (pré-protaquicinina A), cuja transcricdo do gene

origina 0 RNAm responsavel pela sintese da SP e da NKA (Harlan et al, 1989).

No mapeamento cerebral de humanos normais, areas como o hipotalamo, hipocampo
e amigdala apresentam intensidades significantes de SP imunorreativa, porém um estudo
revelou que altas concentracbes de SP estdo localizadas no segmento interno do globo pélido
e da substancia negra, o que pode indicar a participagdo deste peptideo em disturbios do

movimento, como o mal de Parkinson e a coréia de Huntington (Den’etsu et al., 1999).

Distribuicao dos receptores taquicinérgicos no sistema nervoso central

A distribuicdo de receptores taquicinérgicos no SNC de mamiferos demonstrou que
regibes cerebrais implicadas em reacGes de defesa e ansiedade, como o hipotalamo, amigdala,
hipocampo e substancia cinzenta periaquedutal expressam densidades significantes de
receptores para SP (Arai & Emson, 1986; Cuello & Kanazawa, 1978; Hokfelt et al., 1987,

Mantyh et al., 1984; Shaik & Siegel, 1994), como mostrado nas Figuras 3 e 4.

Um estudo demonstrando a ativacdo de c-fos, através da administracdo de um
agonista seletivo do receptor NKi no cérebro de cobaia, revelou que um grande nimero de
células expressam a proteina fos em varias regides do cérebro, tais como: cortex frontal,
hipocampo, amigdala, tdlamo, hipotalamo, septo lateral, substancia cinzenta periaquedutal,
area postrema e nucleo do trato solitério, regides associadas com o controle da emocéo,

aprendizagem e memoria e regulacdo autondmica (Yip & Chahl, 1999).
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Apesar de inimeras controvérsias sobre a existéncia dos receptores NK2 no SNC,
varios estudos comportamentais sugerem sua presenca em inumeras regibes do cérebro,
incluindo a substancia negra, o hipocampo (Hagan et al., 1991), o nlcleo mediano da rafe

(Mason & Elliot, 1992), além do coértex pré-frontal, area septal e &rea tegmental ventral

(Otsuka & Yoshioka, 1993).

A presenca de receptor taquicinérgico NK3 foi determinada em diversas &reas
cerebrais pertencentes ao sistema limbico, tais como: nicleo medial do septo, ndcleo do leito
da estria terminal, areas hipotalamicas dorsal e lateral, amigdala e substdncia cinzenta
periaquedutal, através de técnicas de imunohistoquimica e de hibridizagdo in situ (Ding et al.,

1996; Shughrue et al., 1996).
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Figura 2 - Distribuicdo esquematica dos grupos de células e fibras que possuem
substancia P (SP) no SNC, num corte sagital do cérebro de rato. A maioria dos
dados apresentados sdo derivados do rato, porém alguns provém de outros
mamiferos. Legenda: Cpu = caudado putamen; EP= nulcleo entopeduncular;
VMH = nucleo hipotalamico ventromedial; MPO = &rea pré-optica medial; AH =
ndcleo hipotalamico anterior; LH = ndcleo hipotalamico lateral; LS = ndcleo
septal lateral; Amg = complexo amigdaldide; BST = estria terminal; NX = nervo
vago; Sol = nucleo solitdrio; MHb = habénula mediana; IP = nucleo
interpeduncular; VTA = area tegmental ventral; LHb = habénula lateral; DR =
nucleo dorsal da rafe; DTg = nucleo tegmental dorsal; LDTg = nucleo tegmental
laterodorsal; EW = nucleo Edinger-Westphal; FN = ndcleo facial; PAG = matéria
cinzenta periaquedutal central; RMg = nlcleo magno da rafe; Rpa = nucleo
palido da rafe; ROb = nucleo obscuro da rafe; Cnf = nacleo cuneiforme; SC =
coliculo superior; MnR = nacleo mediano da rafe; PGi = ndcleo retirar
paragigantocelular; V = nervo trigeminal; SpV = nlcleo espinhal trigémeo; VII =
fibras aferentes na face; 1X = glossofaringeo; X = nervo vago; GP = globo palido;

LC = loco ceruleo; VP = nuacleo palido ventral (Adaptado de Otsuka e Yashioka,
1993).
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Figura 3 - Representagdes esquematicas de cortes frontais (nos niveis que vao de A 12.1
até A 3.8) do SNC de ratos, arranjadas no sentido rostro-caudal, ilustrando a
distribuicéo dos sitios de ligacdo da SP. A densidade relativa dos sitios de ligagado
é representada de acordo com uma escala que varia do cinza escuro (++++/+++),
cinza (++) e cinza claro (+) correspondendo as &reas de maior até menor

concentracdo de receptores para SP. Retirado de 0 ’Donohue et al. (1987) e
adaptado por Baretta (1998).
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Figura 4 - Representacfes esquematicas de cortes frontais (nos niveis que vao de A 1.3
até P 7.4) do SNC de ratos, arranjadas no sentido rostro-caudal, ilustrando a
distribuigdo dos sitios de ligacdo da SP. A densidade relativa dos sitios de ligacéo
é representada de acordo com uma escala que varia do cinza escuro (++++/+++),
cinza (++) e cinza claro (+) correspondendo as &areas de maior até menor
concentracdo de receptores para SP. Retirado de 0 ’Donohue et al. (1987) e
adaptado por Baretta (1998).
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Introducéo

Lista de abreviacGes referentes as Figuras 3 e 4

A- Nucleo accumbens

AA - Area anterior da amigdala
AB- Nucleo basolateral da
amigdala

AC - Nucleo central amigdaldide
ACO - Nducleo cortical
amigdaloide

ALA - Porgao antero-lateral do
nucleo amigdaloide

ALP - Porgdo postero-lateral do
nucleo amigdaldide

AM - Nucleo medial amigdaléide
BCL - Coliculo inferior

CA -Comissura anterior

CAlI - Capsula interna

CCA - Corpo caloso

CGM - Nucleo geniculado medial
CI - Cértex cingulado

CM - Ndcleo centro medial do
talamo

CO - Quiasma oéptico

CP - Caudado-putamen

CP - Comissura posterior

CT - Nucleo trapezéide

DCGL - Nucleo geniculado
lateral dorsal

EP - Nucleo endopeduncular

F- Férnix

FH - Fimbria hipocampal

FMT - Nucleo mamilar talamico
GP - Globo Palido

GR - Nucleo grécil

HIA - Hipocampo (porg¢ado
anterior)

HL - Nucleo lateral da habénula
HM - Nucleo medial da habénula
IC - Nucleo intersticial de Cajal
IP - Ndcleo interpeduncular

LC -Locus coeruleus

LG - Camada glomerular do
bulbo olfativo

LGI - Camada granular do bulbo
olfativo

LL - Lemnisco lateral

LLV - Nucleo do lemnisco lateral
LM - Nucleo do lemnisco medial
LMIO - Camada medular do
bulbo olfativo
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LMO - Camada molecular do
bulbo olfativo

MFB- Nucleo medial
prosencefalico

N-I11 - Nucleo do nervo
oculomotor

N-X - Nucleo do nervo vago
N-XI11 - Nucleo do nervo
hipoglosso

NCO - Nucleo comissural

NCS - Nucleo central superior
NHP - Nucleo hipotalamico
posterior

NIST - Nacleo intersticial da
estria terminal

NPMD - Nucleo pré-mamilar
dorsal

NPMV - Ndcleo pré-mamilar
ventral

NPV - Nucleo paraventricular
hipotalamico

NRD - Nucleo reticular pontino
(dorsal)

NRYV - Nucleo reticular pontino
(ventral)

NT-V - Nucleo espinhal
(trigémio)

NT- Vd - Nucleo espinhal
dorsomedial

NTD - Nucleo tegmental dorsal
NTDL - Nucleo tegmental lateral
dorsal

NTM - Ndcleo do trato
mesencefalico

NTS - Nucleo do trato solitario
NTV - Nucleo tegmental ventral
OA - Nducleo olfativo anterior
OAD - Nucleo olfativo anterior
(dorsal)

OAE - Camada externa do nucleo
olfativo anterior

OAL - Nucleo olfativo anterior
(lateral)

OAM - Nucleo olfativo anterior
(medial)

OC - Trato olivar cerebelar

Ol - Nducleo olivar

OPE - Nucleo pré-olivar superior
OSP - Nucleo olivar superior

P - Tracto corticoespinhal
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Continuagédo da lista de abreviacdes referentes as Figuras 3 e 4

PCS - Pedlnculo cerebelar superior
PF - Nucleo parafascicular

PH - Nucleo do hipoglosso

P1 - Cortex piriforme

POL - Nucleo pré-éptico lateral
POM - Nucleo pré-éptico medial
POS - Nucleo pré-optico
supraquiasmatico

PV - Nucleo paraventricular do
tdlamo

RPOC - Nucleo reticular pontino
SGS - Coliculo superior

SL - Ndcleo do septo lateral

SM - Estria medular do talamo
SO - Coliculo superior (estrato
Optico)

SR - Sulco etorrinal

ST - Estria terminal

TAD - Nucleo anterior do talamo
dorsal

TAM - Nucleo antero medial do
talamo
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TAV - Nucleo antero-ventral do
talamo

TD - Nucleo da banda diagonal de
broca

TL - Ndcleo lateral do talamo
TM - Ndcleo medial do tdlamo
TLP - Nucleo posterior do tdlamo
TMYV - Ndcleo ventro medial do
talamo

TO - Trato Optico

TOL - Trato olfativo lateral

TPM - Nucleo postero-medial do
talamo

TR - Nucleo reticular do talamo
TS-V - Nucleo espinhal do trigémio
TU - Tubérculo olfativo

TV - Nucleo ventral do tdlamo
VCGL - Nucleo geniculado lateral
ventral

VM - Nucleo motor do trigémio
VS - Nucleo sensorial do trigémio
VSP - Nucleo vestibular espinhal
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Neurocininas e psicopatologias

Nos dias de hoje, muitos esforcos estdo sendo feitos para o entendimento de
psicopatologias, como a ansiedade e a depressdo. No entanto, sabe-se que a regulacdo destes
estados emocionais depende do balango neuroquimico que envolve neurotransmissores como 0
GABA, a serotonina, a noradrenalina, além de neuropeptideos com agdo modulatdria, entre eles

as neurocininas (Raffa, 1998).

Devido a baixa seletividade dos receptores taquicinérgicos, houve dificuldade em se
definir a funcdo de cada neurocinina e pareceu mais racional se determinar a distribuicdo e a
farmacologia de cada receptor taquicinérgico em particular (Saria, 1999). Ha, porém, uma
abundante distribuicdo de receptores taquicinérgicos no cérebro e isso esta refletido pela grande
variedade de comportamentos expressos apds a administracdo central de agonistas seletivos,
como aumento na atividade locomotora, nos comportamentos de auto-limpeza, “sacudir de
cachorro molhado” (wet-dog shake), “bater repetido das patas posteriores” (hind paw tapping),
gue de maneira geral, devem provavelmente estar relacionados com a liberacdo de outros
neurotransmissores tais como dopamina, serotonina ou acetilcolina (Bristow & Young, 1994;

Elliott & lversen, 1986; Piot et al, 1995; StBessl etal, 1995).

A administracdo central de substdncia P ou de outros agonistas seletivos do receptor
NKi promovem uma exacerbacdo na atividade locomotora, na atencdo e nos comportamentos de
auto-limpeza (Brent et al, 1994; Sakurada et al., 1989), além de um aumento na pressao arterial,
na freqiéncia e débito cardiaco, atividades comportamentais e fisiol0gicas tipicas da reagdo de

defesa, em ratos conscientes (Culman & Unger, 1995; Tschdpe et al., 1992; Unger et al, 1988).

Agonistas seletivos do receptor NKi, quando administrados intracerebroventricular

(i.c.v.) ou na substancia negra, produzem respostas comportamentais nociceptivas, incluindo

14
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comportamentos compulsivos de cocar, morder e lamber os membros posteriores ou 0 abdémen e
0 térax, em ratos e camundongos (Laneuville et al., 1988; Ravard et al., 1994; Stoessl et al.,

1995).

A distribuigdo de neurocininas em &reas especificas do cérebro e da medula espinhal e o
papel destes neuropeptideos como neuromoduladores sugerem seu envolvimento na etiologia de
doencas neurodegenerativas, incluindo as doencgas de Alzheimer, Huntington, Parkinson e a
esquizofrenia, além de psicopatologias como ansiedade e depressdo (para revisdo ver Raffa,

1998).

A SP esta envolvida no controle de varias respostas comportamentais, neuroquimicas e
cardiovasculares do estresse (para revisdo ver Rupniak & Kramer, 1999). Estudos neuroquimicos
tém mostrado mudancas na quantidade de SP em distintas regides do cérebro em resposta a
estimulos estressantes e tanto o aumento quanto a diminuicdo da concentracdo de SP tém sido
relatados. Ratos imobilizados e posteriormente colocados em gaiolas isoladas mostraram um
aumento nas fibras imunoreativas a SP na substancia cinzenta periaquedutal dorsal (Brodin et al.,
1994; Rosen et al., 1992). Aumentos na concentracdo de SP foram encontrados no septo e no
hipocampo apds o animal ter sido submetido a uma sessdo de 60 minutos de choque nas patas
(Siegel et al., 1984). Takamaya e colaboradores (1986) demonstraram haver uma diminuicdo na
quantidade de SP no septo, hipocampo e corpo estriado de ratos submetidos ao estresse de
imobilizacdo. Estes estudos tém sugerido que a SP presente nas vias cerebrais envolvidas com
processos de defesa sdo ativadas pelo estresse e, deste modo, o blogueio farmacolégico dos
receptores NKj poderia fornecer uma nova ferramenta para o tratamento de distirbios da

ansiedade e depressdo (Rupniak et al., 2000).
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Outro estudo demonstrou que um antagonista seletivo do receptor NKj, administrado no
ventriculo lateral, é capaz de atenuar a expressdo de c-fos no locos cerileo de ratos submetidos ao
estresse por imobilizacdo. Este estudo sugere que a substancia P estd envolvida nas respostas
centrais ao estresse e que o receptor NKj pode mediar efeitos terapéuticos em casos de distirbios
psiquiatricos relacionados a situacBes estressantes, como a ansiedade e a depressdo (Hahn &

Bannon, 1999).

Existem evidéncias pré-clinicas sugerindo que a SP é liberada no sistema nervoso
central apés um estimulo aversivo ou traumatico, como demonstrado por Kramer e colaboradores
(1998), que observaram a liberagdo de SP no ndcleo basolateral da amigdala ap6s o estresse de
separacdo neonatal. Muitos pacientes que sofrem de depressdo ou ansiedade relatam historias de
traumas na infancia ou na fase adulta (Miller et al., 1996). Deste modo, a substédncia P poderia
contribuir para, ou ser a fonte da ansiedade e do medo que acompanham estes disturbios

psiquiatricos.

Fuxe (1981) sugere que a substancia P possa estar envolvida no mecanismo de acdo das
drogas antidepressivas, visto que o tratamento subcrdnico (14 dias) com drogas bloqueadoras
seletivas da recaptacdo de serotonina, altera os niveis de neurocininas no cérebro e medula
espinhal de ratos. Somado a isso, existem estudos mostrando que a administracdo de drogas
ansioliticas e antidepressivas poderia causar uma diminuicdo da biossintese de substancia P

(Brodin et al, 1994; Shirayama et al., 1996).

Semelhante ao que ocorre com drogas de perfil ansiolitico e antidepressivo, a infusdo de
antagonistas do receptor NKj (CP-99,994 e GR205171) promoveu a reducdo da vocalizacdo dos

filhotes no teste de avaliacdo da resposta de cobaias neonatos separados de suas maes (Rupniak et

al., 2000). Além disso, em 1998, um estudo duplo-cego foi conduzido para avaliar a seguranca e
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a eficacia do MK 869, um antagonista do receptor NKi, biodisponivel oralmente, em pacientes
com depressdo maior e com moderados niveis de ansiedade. Os efeitos do MK 869 foram
comparados com a paroxetina e placebo. Este estudo confirmou o efeito antidepressivo deste
antagonista NKi e também demonstrou um efeito ansiolitico nesta populacdo de pacientes

depressivos (Kramer et al., 1998).

Em 1986, Elliott e Iversen observaram que a inje¢do de substdncia P
intracerebroventricular ou na area tegmental ventral do mesencéfalo de ratos causava um
aumento na atividade locomotora, no comportamento de “sacudir de cachorro molhado” (wet-dog
shake) e de auto-limpeza. Almay e colaboradores (1988) compararam a quantidade de SP no
liguido cefalorraquidiano de pacientes com dor cronica e de voluntarios saudaveis e encontraram
uma relacdo inversa entre a intensidade de ansiedade relatada pelos pacientes e o nivel de

substancia P, o que sugere que a substancia P poderia ser ansiolitica.

Em 1996, Teixeira e colaboradores mostraram que a injecdo central de SP e SP-metil
éster, ambos agonistas do receptor NKi, promove um efeito do tipo ansiogénico em
camundongos avaliados no LCE (Teixeira et al., 1996). Por outro lado, o bloqueio seletivo dos
receptores NKi, através da administracdo central de FK 888, produziu uma acdo do tipo
ansiolitica no teste do LCE (Teixeira et al., 1996). A este respeito, o CGP 49823, outro
antagonista do receptor NKi, mostrou um efeito do tipo ansiolitico no teste de intera¢do social em

ratos (File, 1997).

Do mesmo modo, a administracdo central de agonistas (NKA e (3-AlaBNKA) e do
antagonista (SR 48968) seletivos para o receptor NK2 resulta em efeitos do tipo ansiogénico e
ansiolitico, respectivamente, no LCE em camundongos (Teixeira et al., 1996). Outros estudos,

mostraram que o tratamento sistémico ou central de antagonistas do receptor NK2 (GR 100679,
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SR 48969, GR 159897) reduz os comportamentos relacionados a ansiedade em diferentes
modelos experimentais (teste de interagdo social, caixa claro-escuro, LCE) em camundongos
(Bematzky & Saria, 1995; Stratton et al., 1993; Stratton et al, 1994), reforcando a hipo6tese de
gue o sistema taquicinérgico desempenha um papel modulatério nos estados de ansiedade

experimental.

O senktide, um agonista seletivo NK3, por sua vez, produz um aumento na frequéncia de
entradas e no tempo de permanéncia nos bragos abertos, caracteristico de uma acdo do tipo
ansiolitica, enquanto que o tratamento central com um antagonista do receptor NK3, [Trp7 P-

Alasg]NKA, por outro lado, produziu um efeito do tipo ansiogénico no LCE (Ribeiro et al, 1999).

Estudos recentes vém demostrando que o fragmento C-terminal da SP, mas ndo o N-
terminal, quando injetado no ventriculo lateral e na substdncia cinzenta periaquedutal dorsal
produz efeitos comportamentais aversivos semelhante ao que ocorre com a molécula integra nos
ratos testados no LCE (De Aradjo et al, 1998; De Araujo et al., 1999; De Lima & Silveira,

2000).

Por outro lado, Hasendhrl e colaboradores (1998) observaram que a injecdo de SP no
nucleo basalis da regido magnocelular produz efeitos do tipo ansiolitico em ratos avaliados no
teste do LCE e da interagdo social. A administragdo periférica do antagonista NKi, o WIN 51708,
atenua a resposta ansiolitica produzida pela inje¢cdo de SP no nudcleo basalis (Nikolaus et al,
1999). Estes estudos vém demonstrando que as neurocininas modulam diversas fun¢gGes no SNC,
inclusive as reacfes de medo, dependendo do local da injecdo e da dose utilizada, podendo

produzir tanto efeitos ansioliticos como ansiogénicos.
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BASES NEUROANATOMICAS DA ANSIEDADE

Comportamento defensivo X Ansiedade

Tanto a ansiedade como uma emocdo correlata, o medo, sdo processos fisiolégicos que
envolvem um estado emocional de grande valor adaptativo, pois, além de detectar o perigo, sdo
capazes de produzir respostas relacionadas com o comportamento de defesa (Le Doux, 1996).
Admite-se que a principal distingdo entre o medo e a ansiedade reside nas caracteristicas dos
estimulos ou das situagdes pelas quais estes estados emocionais sdo desencadeados. Enquanto o
medo seria desencadeado por situagdes especificas, claras e evidentes de perigo e ameaca, a
ansiedade seria desencadeada por situacdes onde o perigo é apenas potencial, vago e obscuro
(Blanchard et al., 1990; Brain et al., 1991). E importante ressaltar que, embora distintos sob os
aspectos mencionados acima, o medo e a ansiedade podem gerar respostas psicofisioldgicas
semelhantes, o que leva a supor a existéncia de mecanismos neurais comuns para estes estados

emocionais (Zangrossi Jr., 1998).

De uma perspectiva evolutiva, as bases neurais dos estados de ansiedade teriam relagao
com 0s mecanismos reguladores do comportamento de defesa dos animais diante de estimulos
ameacadores ou em situacfes de perigo (Panksepp, 1590). Por isso., os estudas com animais
utilizando lesdo, estimulacdo elétrica ou quimica do sistema nervoso central contribuiram muito
para a identificacdo de algumas estruturas e sistemas neurais envolvidos com a ansiedade.
Embora os modelos animais ndo tenham como ampliar de maneira direta o entendimento das
bases neurais do componente subjetivo da ansiedade normal ou patoldgica, eles contribuem para
desvendar a participacdo de estruturas e vias envolvidas nos componentes avaliativo e expressivo

da ansiedade (Pratt, 1992).
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De extrema importancia no estudo da ansiedade é a grande variedade de distlrbios
ansiosos que podem ser clinicamente diferenciados pela sintomatologia ou pela resposta
terapéutica (Rodgers & Cole, 1994). Dificultando ainda mais o panorama ja existente, varias
evidéncias sugerem que diferentes modelos animais podem induzir diferentes tipos de ansiedade
e que nem sempre esté claro o tipo de disturbio ansioso desencadeado pelo modelo usado (Lister,
1990).

O labirinto em cruz elevado (LCE) é um modelo animal que representa o paradigma da
resposta ndo-condicionada a ambientes potencialmente ameacadores. Este modelo deriva do
trabalho de Montgomery (1955) sobre a relagdo entre o0 medo e a motivacdo exploratdria em ratos
e baseia-se na seguinte premissa: um ambiente novo pode gerar tanto curiosidade gquanto medo,
portanto, pode criar um tipico conflito aproximacgdo-esquiva. O LCE consiste de quatro bragos,
dois bracos abertos opostos & dois bragos fechados, elevados do chdo. A esquiva dos bragos
abertos é concordante com a idéia que estas areas evocam uma reacdo de medo maior que a
provocada pelos bragos fechados (Handley & Mithani, 1984; Pellow et al., 1985), porém todos os
bracos do labirinto provavelmente induzem medo, visto que sdo ambientes desconhecidos. O
efeito aversivo ou estressante da exposicdo ao LCE é percebido pelo aumento dos niveis de
corticosterona plasmatica, principalmente em animais confinados nos bracos abertos (Calvo et

al., 1998; Copland & Balfour, 1987; File et al., 1988; File et al., 1994; Holmes et al., 1998).

O LCE tem sido uma 6tima ferramenta na avaliacdo dos efeitos ansiosseletivos de
muitas drogas (File, 1992; Handley & MacBlane, 1993; Rodgers & Cole, 1994; Russo et al.,
1992). Além disso, a detec¢do imunohistoquimica da proteina c-fos em animais expostos ao LCE
evidencia o envolvimento de estruturas cerebrais responsaveis pela mediacdo das reagfes de

defesa no processamento da informacdo advinda da exploracdo do LCE (Silveira etal., 1993).
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Amigdala

Em 1939, Heinrich Kluver e Paul Bucy estudaram o efeito da lesdo do lobo temporal em
macacos e perceberam que estes animais ndo exibiam reacdes de medo ou raiva, possuiam sim
uma tendéncia a examinar 0s objetos com a boca e apresentavam um comportamento sexual
exacerbado. Este conjunto de sintomas foi denominado de “psychic blindness” (ou sindrome de
Kliver e Bucy), devido a incapacidade dos animais de entender o significado emocional de um
estimulo aversivo (Kliver & Bucy, 1939). Estudos subseqilientes mostraram que a lesdo da
amigdala foi a responsavel pelo déficit emocional causado nos macacos (Horel et al., 1975;

Weiskrantz, 1956).

A estimulacdo elétrica da amigdala produz reagbes de defesa e medo, por alterar a
atividade autonémica e os comportamentos de orientacdo, habituacdo e exploracdo do animal
(Isaacson, 1982). Em humanos, a mais comum emocdo seguida apos a estimulacdo da amigdala é
0 medo, acompanhado de manifestagBes autonémicas, como dilatagdo das pupilas, liberacdo de

adrenalina e aumento dos batimentos cardiacos (Chapman et al., 1954; Kuhar, 1986).

O medo pode ser expresso como uma reagdo aprendida a um estimulo que prediz uma
situacdo de perigo (medo condicionado) ou como uma reacdo inata a um estimulo com
propriedades intrinsecas que geram medo (medo incondicionado). Nos Ultimos anos, muitas
pesquisas neurobiolégicas sobre medo e ansiedade tém apontado a amigdala como uma estrutura
critica para a aquisicdo e expressdao do medo condicionado (Davis, 1992; Graeff, 1994; Lavond,
et al., 1993; LeDoux, 1995; Maren & Fanselow, 1996). Lesbes da amigdala extinguem varios
comportamentos relacionados com o medo condicionado (para revisdo ver Fendt & Fanselow,

1999).
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A amigdala possui um complexo circuito neuroquimico, que envolve a participagdo da
acetilcolina, dopamina, serotonina, noradrenalina, GABA (Alheid et al., 1995) e neuropeptideos,

tais como a substancia P, que possui um papel modulatério neste sistema (Roberts et al., 1982).

Um estudo utilizando o registro de patch-clamp revelou que a SP aumenta a transmissao
sinaptica na amigdala, incrementando, particularmente, as correntes inibitorias pds-sinapticas
(Suzuki & Konishi, 1999). Além disso, injecdo de SP no nudcleo basolateral da amigdala produz
um efeito do tipo ansiogénico em ratos avaliados no LCE (De Lima & Ribeiro, 1996). Em gatos,
a via contendo SP, que sai do nucleo medial da amigdala para o nacleo medial do hipotadlamo,
possui um papel importante na expressdo do comportamento de defesa destes animais (Shaikh &
Siegel, 1994). Estes dados reforcam o envolvimento da amigdala na mediacdo da resposta de

defesa induzida pelo tratamento com substancia P.

Substancia cinzenta periaquedutal

Nos ultimos anos, a substancia cinzenta periaquedutal (SCP) tem sido relacionada a
cinco grandes funcdes que incluem: regulacdo autondmica, vocalizacdo, emocdes relacionadas a
medo e ansiedade, lordose reflexa caracteristica do ato sexual, além de processamento e

modulagdo da dor (Behbehani, 1995).

Devido as conexdes reciprocas entre a SCP e o sistema limbico prosenceféalico, a SCP
foi postulada como pertencente a chamada area limbica mesenceféalica (Nauta, 1958). A SCP ¢
considerada um complexo neuroanatdémico, pois é composta por varias sub-regides capazes de
controlar diferentes aspectos da resposta defensiva. Em ratos, a estimulacdo da SCP evoca a
expressdo de medo e aversdo, que inclui agressdo e reacdes de defesa, acompanhadas de

mudangas autondmicas, tais como taquicardia, hiperventilagdo, aumento da pressdo e do fluxo
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sangliineo para a musculatura esquelética (Olds & Olds, 1963). Similarmente, a estimulagdo da
SCP em humanos produz sensacdo de medo/ansiedade, bem como mudangas autonémicas

similares as descritas em animais (Nashold et al., 1969).

Concentracdes significantes de SP tém sido encontradas nas porc¢des ventral e dorsal da
SCP (Cuello & Kanazawa, 1978; Li et al., 1990; Ljungdahl et al., 1978) e um estudo recente
utilizando anticorpo policlonal mostrou que a regido dorsal da SCP possui a maior densidade de
corpos celulares e dendritos imunorreativos a SP (Barbaresi, 1998). Estes dados colaboram com a
idéia de que este area possui um sistema taquicinérgico desenvolvido para efetuar ou organizar

reacoes de defesa (De Aradjo et al., 1999).

Estudos tém demonstrado que ratos expostos a eventos aversivos, tais como
imobilizagdo, injecdo subcuténea, isolamento ou choque nas patas exibem um aumento nos niveis
de substancia P em varias areas do sistema limbico, incluindo a substancia cinzenta periaquedutal
dorsal (SCPd; Brodin et al., 1994; Rosén et al., 1992). Além disso, a microinjecdo de SP na SCPd
produz aversdo condicionada (Aguiar & Branddo, 1994; Elliott, 1988) e efeito do tipo
ansiogénico no LCE tanto quanto a injecdo intrecerebroventricular de SP (Aguiar & Brandao,
1996). Estas evidéncias sugerem que as reagcBes aversivas sdo expressas pela SCPd, visto que esta

area esta envolvida na producdo do medo (Bandler & Depaulis, 1991).

Area septal

A éarea septal é conhecida por estar relacionada a modulacdo do comportamento
defensivo de raiva e lesfes nesta area tém sido classicamente associadas com um estado de hiper-
defesa chamado de “raiva septal”. Alberts e Chew (1980) descreveram este comportamento,

principalmente depois de estudarem lesdes envolvendo a porcdo rostrolateral da area septal que
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envia fibras para o circuito hipotalamico medial envolvido com a iniciagdo das respostas de

defesa em um ambiente de perigo (Canteras et al., 1997; Risold & Swanson, 1997a /b).

A érea septal é vista como uma interface entre regides limbicas telencefalicas,
associadas com cognicdo e motivagdo, e regibes hipotalamicas e &reas do tronco cerebral,
relacionadas com fun¢bes autonémicas e enddcrinas (para revisdo ver Paxinos, 1995). Estas
conexdes sugerem que a area septal possui um envolvimento direto na expressdo da ansiedade

(Thomas, 1988).

Estudos utilizando lesdo, estimulacéo e registro de atividade unitaria sugerem um papel
importante para este nicleo na inibicdo do medo. A aquisi¢do de comportamentos que dependem
da reducdo do medo séo prejudicados em animais com lesdo septal, tal como o comportamento de
esquiva. Animais lesionados septalmente mostram um déficit na aquisicdo da esquiva passiva e
ativa (Gray & McNaughton, 1983) e um aumento dos niveis de ansiedade no teste da interacao
social (Clarke & File, 1982). A estimulacdo da area septal produz reagbes parassimpaticas
(Kaada, 1951) e inibe as respostas aversivas produzidas pelas estimulacdo de outras estruturas do
cérebro. Gatos submetidos a estimulacdo do hipotdlamo em regides que causam aversao,

aprendem a auto-estimular a &rea septal, extinguindo a reagdo aversiva (Thomas & Evans, 1983).

Por outro lado, Treit e colaboradores (1993) estudaram o efeito da lesdo na por¢do mais
posterior da area septal lateral e medial e observaram uma redu¢do dos niveis de ansiedade em
modelos animais etologicamente fundamentados, como no teste do labirinto em cruz elevado e,
também, em modelos cléssicos que envolvem uma situacdo conflitante para o animal, como no
teste da ocultacdo defensiva condicionada (Menard & Treit, 1996; Treit & Menard, 1997).
Somado a isso, o registro da atividade da area septal mostra que as células no septo medial

aumentam a razdo de disparo na presenca de estimulos que indicam uma situacdo aversiva
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(Thomas et al, 1991), enquanto que a razdo de disparo das células do septo lateral aumenta na
presenca de estimulos que reduzem o estado de medo e é suprimida durante os periodos
associados com a elevacdo do medo (Yadin & Thomas, 1981). Estes dados contribuem com a

hipotese de que o septo lateral possui um papel importante no alivio da ansiedade.

Na &rea septal ha numerosos corpos celulares GABAEérgicos e colinérgicos (Costa et al.,
1983), de aminoacidos excitatorios e mais de dez peptideos tém sido detectados, entre eles a
substancia P (Palkovits, 1984). Dentre as regifes cerebrais que geram reacdes aversivas, 0 septo
lateral contém uma das maiores densidades de inervacGes de SP (Otsuka e Yoshioka, 1993).
Além disso, a area septal possui expressao significante dos receptores taquicinérgicos NKi, NK2
e NK3 (Yip & Chahl, 1999; Otsuka & Yoshioka, 1993; Ding et al., 1996; Shughrue et al., 1996).
Estes estudos colaboram com a idéia de que este area possui um sistema taquicinérgico envolvido

na expressao das reacdes de defesa.

E importante, no entanto, ressaltar que o substrato neural envolvido na a¢io ansiogénica
da substancia P ainda ndo é conhecido, mas as varias evidéncias até aqui apresentadas sugerem
gue este peptideo poderia agir diretamente nas vias neuronais envolvidas com a expressdo das
emocdes, visto que corpos celulares contendo SP, assim como, receptores taquicinérgicos sdo
expressos amplamente no septo lateral, na substdncia cinzenta periaquedutal dorsal e na
amigdala. A partir dessa hipdtese propusemos o trabalho aqui apresentado de avaliar o substrato

neuroanatdémico envolvido no efeito ansiogénico da substéncia P em ratos.
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OBJETIVOS

Geral

O objetivo do presente estudo foi investigar o substrato neuroanatdmico responsavel
pelo efeito ansiogénico da substancia P em ratos avaliados no teste do labirinto em cruz
elevado. Além disso, este trabalho se propds a avaliar o envolvimento dos receptores

taquicinérgicos NKi e NK2 nesta resposta induzida pela administragdo central de substancia P.

Especificos

Para que objetivo geral fosse atingido, tornou-se necessario estabelecer alguns

objetivos intermediarios como:

—> Caracterizar a agdo ansiogénica da substancia P injetada centralmente em ratos avaliados

no teste do labirinto em cruz elevado;

—» Verificar uma possivel agdo ansiogénica da SP em regides do sistema limbico, como

nucleo basolateral da amigdala, substancia cinzenta periaquedutal e area septal lateral,

sabidamente envolvidas com respostas comportamentais;

-> Estudar o envolvimento dos receptores taquicinérgicos NKj e NK2 na area de maior

relevancia para o efeito ansiogénico induzido pela substancia P.
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MATERIAL E METODOS

Consideracdes éticas

O presente trabalho envolveu procedimentos experimentais delineados de maneira tal
que o sofrimento dos animais utilizados fosse minimizado. Em adig&o, procuramos utilizar
um tamanho de amostra minimo e adequado para as analises estatisticas e extrair o maximo de
informacdes relevantes para o cumprimento dos objetivos propostos, de acordo com 0s

procedimentos éticos estabelecidos na Assembléia Geral da SBNeC, Caxambu (1992).

Animais

Foram utilizados ratos machos Wistar pesando entre 280 e 320 g (cerca de 3 meses
de idade). Os animais foram criados no Biotério Central da Universidade Federal de Santa
Catarina e mantidos, ap6s o desmame, no Biotério Setorial da Coordenadoria Especial de
Farmacologia, Centro de Ciéncias Bioldgicas, Universidade Federal de Santa Catarina. A
temperatura ambiente (23 + 20 C) e ciclo de luz claro/escuro de 12 horas (luzes ligadas as
7:00 h) foram controlados automaticamente, tanto no Biotério, como no Laboratério de
Neurofarmacologia, onde 0s animais permaneceram por uma semana antes de qualquer
manipulacdo experimental. Os ratos foram alojados em caixas de plastico forradas com
serragem e tiveram livre acesso a agua e a racdo, exceto durante a realizagdo dos
experimentos. Os grupos controle e experimentais (n=7-8/grupo) foram escolhidos

aleatoriamente, sendo que cada animal foi utilizado somente uma vez.

Drogas e solugdes

Foram utilizadas as seguintes drogas e solugdes:
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1. Por via intra-peritoneal (i.p.):
Tiopental so6dico, Thionembutal ® ABBOTT Laboratories (lllinois, EUA).

Hidrato de Cloral, Merck (Darmstadt, Alemanha).

2. Para a administracdo central:

PBS (“physiological buffer solution”), Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, EUA), usado

como solugéo controle: NaCl 137 mM, KC1 1,17 mM e tampé&o fosfato 10 mM.

Substéncia P (SP= H-Arg-Pro-Lys-Pro-GIn- GIn-Phe-Phe-Gly-Leu-Met-NH2), Sigma
Chemical Co. (St. Louis, MO, EUA), neurocinina endégena com acdo preferencial nos

receptores NKi (Chang et al., 1971).

FK 888 {(4R)- 4-hidroxi-1- [1-metil-I H-indol-3 1] carbonil-propil] -L-N-benzil-N-metil-
3-2-(2-naftil)-L-alaninamida}, gentilmente doado por Fujisawa Pharmaceutical Co. (Osaka,

Japdo), antagonista seletivo dos receptores NKi (Fuji et al., 1992).

SR 48968 {(S) - N - metil - N- 4 [ 4-acetilamino- 4-fenilpiperidina- 2-( 3,4-ciclorofenil)
butil] benzamida}, gentilmente doado por Sanofi Recherche (Montpellier, Franca),

antagonista seletivo do receptor neurocinérgico NK2 (Edmonds-Alt et al., 1992).

A substancia P foi preparada como solucéo estoque (1 mM), em solucdo de fosfato
tamponada (PBS) e 0 FK 888 e 0 SR 48968 foram dissolvidos em etanol na concentracdo de 1
mM e estocados todos a - 20 °C em tubos de Eppendorf siliconizados. Essas drogas foram,
posteriormente, diluidas em PBS, nas concentracdes adequadas na hora do uso. E importante
ressaltar que a solucdo controle dos antagonistas neurocinérgicos foi preparada com 5 % de
etanol, para desconsiderar qualquer interferéncia do solvente do FK 8ss e do SR 48968 na

avaliacdo experimental.
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As drogas anestésicas foram diluidas em solucdo fisioldégica de NaCl 0,9 %. O
hidrato de cloral foi armazenado em geladeira (40 C) e ao abrigo da luz, enquanto que o

tiopental sédico foi mantido a temperatura ambiente.

Cirurgia Estereotaxica

Os ratos foram anestesiados com tiopental sodico (20 mg/kg, i.p.) e hidrato de cloral
(300 mg/kg, i.p.) e, apos verificada a perda total dos reflexos, procedeu-se a tricotomia de
toda a parte superior da cabeca do animal. Os ratos foram imobilizados individualmente em
um aparelho esterotaxico (Stdelting, mod.300, USA), realizou-se a assepsia da area desejada
com &lcool iodado. Injetou-se entdo, uma solugdo de xilocaina com adrenalina 2%
subcutaneamente, visando a formacdo de uma papula, ndo s6 pelo seu efeito anestésico local,
como também para orientar a retirada de uma pequena area ovalada de pele, para a abertura
do campo cirargico. Em seguida realizou-se a raspagem do periosteo, deixando a calota
craniana exposta. O cranio foi posicionado no aparelho esterotaxico de forma que o bregma e
o lambda ficassem situados num mesmo plano horizontal. A calota craniana foi perfurada
com uma broca odontolégica para a fixacdo de dois parafusos de aco inoxidavel e de uma ou
duas canulas guias. Para o implante das canulas foram obedecidas as coordenadas de acordo
com o atlas de Paxinos e Watson (1986). Os animais foram canulados nas seguintes areas:
1 wventriculo lateral (0,8 mm posterior ao bregma; 1,5 mm lateral e 2,5 mm abaixo da
superficie do cranio);
2. é&rea septal lateral (0,2 mm anterior ao bregma; 1,0 mm lateral e 3,8 mm abaixo da
superficie do cranio);
3. substancia cinzenta periaquedutal dorsal (7,6 mm posterior ao bregma; 1,9 mm lateral e

4,2 mm abaixo da superficie do crénio, em um angulo de 22°);
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4. nucleo basolateral da amigdala (2,8 mm posterior ao bregma; 5,0 mm lateral e 6,0 mm

abaixo da superficie do cranio)

Uma vez adaptados os parafusos e as canulas, a area aberta foi preenchida com uma
camada de acrilico autopolimerizavel (JET Artigos Odontolégicos Classico Ltda., Sdo Paulo,
Brasil). Decorridos alguns minutos para a secagem total do acrilico, foi colocado um mandril

dentro da canula-guia que sé foi retirado no momento da infusdo da droga.

Apés a cirurgia, cada animal foi colocado numa caixa para a recuperacao, aquecida
por uma lampada de 40 W, a fim de minorar a hipotermia, consequiente a anestesia geral.
Posteriormente, os animais foram colocados aos pares em gaiolas providas de 4gua e comida,

onde permaneceram por, em média, 5 dias até serem utilizados experimentalmente.

Canulas

As canulas-guias implantadas, a fim de possibilitar as microinjecdes intracerebrais,
foram confeccionadas em nosso laborat6ério a partir de agulhas descartaveis 25 x 7 mm
(calibre 22 interno/28 externo). Com o auxilio de um paquimetro (General Hardware MFG.
Inc., New York, EUA), as canulas foram cortadas no comprimento de 16,5 mm. Um mandril,
feito de fio de aco (n° 26), foi adaptado ao interior da canula-guia para evitar a oclusdo das

mesmas.

Procedimentos para a administragdo central das drogas

Os ratos foram imobilizados manualmente e, com um alicate, foi retirado o mandril
adaptado a canula-guia durante o ato cirdrgico. As drogas foram infundidas através de uma
agulha injetora conectada por um tubo de polietileno (PE-10 STWL,; Plastics One Inc.,

Virginia, USA), a uma micro-seringa de Hamilton 701 N (10 |il). As agulhas injetoras
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utilizadas foram confeccionadas a partir de agulhas gengivais odontoldgicas, sendo estas 1,0
mm maiores que a canula-guia. Em cada animal foi injetado um volume de 2 |j,| das solugdes,

num periodo de 30 s. A agulha injetora permaneceu na canula-guia por mais um periodo de

Equipamentos

Arena

Logo apds a administracdo da droga, cada rato foi colocado, por 5 min, em uma
arena (60 x 60 x 35 cm) dividida em 9 quadrados de 10 x 10 cm. O ché@o deste equipamento
foi confeccionado em acrilico preto e as paredes em acrilico transparente (Figura 5), o
experimento foi realizado sob luz vermelha de 15 W, o que permitiu o animal se habituar a
pouca luminosidade. Foram avaliadas as seguintes respostas comportamentais: movimentagdo
espontanea dos animais (nimero de cruzamentos, com as quatro patas, entre as divisGes do
campo), ndmero de comportamentos de levantar, comportamento de auto-limpeza e

defecacdo.
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Figura 5- Arena para avaliacdo da atividade motora.

Labirinto em Cruz Elevado

O teste comportamental utilizado para a avaliacdo da ansiedade experimental foi o
labirinto em cruz elevado (LCE). Esse modelo foi desenvolvido por Handley e Mithani (1984)
a partir do trabalho de Montgomery (1955). Posteriormente, Pellow e colaboradores (1985)

forneceram validacdo comportamental, fisiol6gica e farmacoldgica do LCE para ratos.

O equipamento consiste de dois bragos abertos (50 x 10 cm) e dois bragos fechados
(50 x 10 x 40 cm) opostos, em forma de cruz grega, elevado a 50 cm do chdo. Os bracos
abertos sdo circundados por um anteparo de acrilico (1 cm de altura) para evitar a queda dos
animais. Os bragos abertos e fechados estdo conectados por uma plataforma central (10 x 10
cm). As paredes laterais foram confeccionadas em acrilico transparente e o chdo em acrilico

preto (Figura ).
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Figura 6 - Labirinto em cruz elevado para avaliagdo da atividade

ansiogénica/ansiolitica.

Os parametros comportamentais avaliados neste teste foram o nimero de entradas e
0 tempo de permanéncia nos bragos abertos e fechados do equipamento, sendo que o niumero
de entradas nos bragos fechados foram usados como medida da atividade locomotora
(Rodgers etal., 1995). A entrada em um dos bracos foi considerada quando o animal colocou
as quatro patas dentro do respectivo braco. O numero total de entradas foi obtido pela soma
do namero de entradas nos bragos abertos e fechados. Para a anélise estatistica dos dados e
confeccdo dos gréficos, a porcentagem de entradas nos bragos abertos foi calculada dividindo-
se 0 numero de entradas nos bragos abertos pelo numero total de entradas e este indice
multiplicado por 100 ([A/A + F] x 100). O percentual de tempo foi calculado de maneira
semelhante: o tempo gasto nos bragos abertos foi dividido pela somatéria do tempo de
permanéncia em ambos 0s bracos e o quociente obtido foi multiplicado por 100 ([TA/TA +

TF] x 100; Pellow et al., 1985). Estes sdo os indices tradicionais de ansiedade, pois refletem o
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medo induzido através da inibicdo das entradas nos bragos abertos, que pode ser relatado

como o nivel de ansiedade experimentado pelo animal.

Foram também registrados no LCE medidas etoldgicas de avaliacdo, entre elas o
nimero de comportamentos de auto-limpeza e de bolos fecais, como indice de
emocionalidade (Archer, 1973) e, também, o numero de imersdes de cabeca e de estiramentos
corporais, que sdo medidas do comportamento de avaliacdo de risco (Rodgers & Cole, 1994).
Estudos recentes demonstraram haver uma correlagcdo entre o numero de estiramentos
corporais e a elevagdo dos niveis de corticosterona plasmatica no teste do labirinto em cruz
elevado (Rodgers et ai, 1999), dado interessante pois relaciona este comportamento de
avaliacdo de risco com a exposicdo a uma situagdo aversiva. Todos estes pardmetros foram
registrados durante um periodo de 5 min apds os diferentes tratamentos, como especificado

adiante.

Os experimentos foram realizados entre 13:00 e 18:00 horas e, antecedendo 0s
experimentos, os animais foram ambientalizados as condi¢des experimentais em uma ante-
sala do laboratdrio por um periodo de, no minimo, 1 h. Os equipamentos utilizados para a
avaliagdo experimental estavam localizados em uma sala com luz vermelha (15 W), com
temperatura mantida em 23 + 20 C e, ap0s o teste com cada animal, foram limpos com

solucéo de etanol a 10 %.

As sessdes experimentais foram gravadas por um VCR Philco PVC-4H10 conectado
a uma camera de video localizada a 2 m do ch&o e, posteriormente, analisados. E importante
ressaltar que o experimentador permanecia na sala durante a realizagdo dos testes

experimentais.
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Rota-rod

A coordenagdo motora dos animais foi avaliada no teste do rota-rod, originalmente
desenvolvido por Dunham & Miya (1957). O aparelho consiste em uma cilindro horizontal de
12 cm de didmetro, colocado a 45 cm de altura e girando, com auxilio de um motor elétrico, a
2 r.p.m. Os animais foram colocados no cilindro por 1 min e registrou-se o tempo de

permanéncia no cilindro giratério (em segundos) e o nimero de quedas do aparelho.

Protocolo experimental

O trabalho consistiu em duas etapas distintas, na etapa A foram verificados os
efeitos da microinjecdo de substancia P em diferentes areas do sistema limbico. Na etapa B,
foram avaliados os efeitos da administragdo intracerebroventricular de substancia P apo6s a

injecdo de antagonistas neurocinérgicos na area septal lateral (FK 8ss e SR 48968).

Na etapa A, no dia do teste, o animal era microinjetado ou com solugdo tamponada
fisioldgica (PBS) ou substancia P nas doses de 1,4, 10, 40 e 100 pmol no ventriculo lateral,
afim de caracterizar o efeito da SP em ratos e caracterizar a dose capaz de produzir a melhor
acao ansiogénica e, entdo, seguir com a analise das estruturas cerebrais envolvidas neste efeito

induzido pela SP.

Os animais foram injetados com PBS ou SP 10 pmol na substancia cinzenta
periaquedutal dorsal e nlcleo basolateral da amigdala. Na area septal lateral os animais foram
tratados com PBS, SP 10 ou 40 pmol. A seguir, os animais foram colocados individualmente
no centro da arena, onde foram observados por 5 min. Passado este tempo, foram transferidos
para o centro do LCE, com a cabega voltada para um dos bracos fechados, e 0 comportamento
era registrado por um periodo de 5 min, de acordo com os procedimentos descritos por Pellow
e colaboradores (1985). Um outro grupo de animais tratados com PBS ou SP 10 pmol no

septo lateral foi avaliado na arena por um periodo de 15 minutos.
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Na etapa B, cada animal estava canulado no septo lateral e no ventriculo lateral.
Desta forma, recebia uma microinje¢do de PBS ou antagonista neurocinérgico, FK 8gs ou SR
48968, ambos na dose de 100 pmol, no septo lateral e, apds 5 min, era microinjetado PBS ou
substancia P 10 pmol no ventriculo lateral. Ap6s 5 min, o animal era colocado no LCE e

procedia-se como descrito anteriormente.

E importante ressaltar que os grupos experimentais e seus respectivos controles

foram realizados em paralelo.

Os Esquemas 1 e 2 ilustram resumidamente os procedimentos experimentais das

etapas A e B, respectivamente, realizadas neste trabalho.
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ESQUEMA 1

Procedimento experimental - Etapa A
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ESQUEMA 2

Procedimento experimental - Etapa B
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Histologia

Ao final dos procedimentos experimentais, todos os ratos foram anestesiados com
éter e entdo perfiindidos intracardiacamente com solucdo salina (NaCl 0,9 %), seguido por
solugdo de formaldeido (10 %). Posteriormente, os animais foram decapitados e receberam
um microinjecdo de solucdo de Azul de Evans (2 pl). Os cérebros foram removidos
imediatamente e fixados em uma solucdo de formalina 10 % - sacarose 20 %, sendo entdo
congelados e cortados em fatias de 30 p,m no plano frontal. As fatias foram preparadas em
laminas e coradas com tionina. Os locais das injecdes foram identificados em microscopio
optico, sem prévio conhecimento dos dados comportamentais. Todos os animais que nédo

apresentaram a localizagao correta das canulas foram descartados do estudo.

Analise estatistica

Os dados foram analisados pelo software Graphpad INSTAT® versdo 2.05 e foram
inicialmente submetidos ao teste uni-variado de Bartlett, para a verificagcdo da homogeneidade
das variancias. Na ocorréncia de valores ndo homogéneos, os dados foram transformados pelo
logaritmo ou foi utilizado um teste ndo-paramétrico, com o objetivo de homogeneizar a

amostra.

O tratamento e a posicdo da canula foram considerados como variaveis
independentes. No caso de 3 ou mais amostras, os dados foram submetidos ao teste de andlise
de variancia (uma via) e, em seguida, ao teste de Bonferroni, porém no caso de apenas 2
amostras era utilizado o teste t de Student ndo-pareado bicaudal, conforme indicado na
legenda das figuras. Os dados foram expressos como média + erro padrdo da média (e.p.m.) e

o nivel de significancia estatistica considerado foi P < 0,05.
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RESULTADOS

1. Caracterizacéo do efeito ansiogénico da substancia P administrada

intracerebroventricular em ratos

Os efeitos da administragdo i.c.v. de substdncia P, um agonista fisiolégico do
receptor NKi, na arena, no labirinto em cruz elevado e rota-rod estdo representados nas

Figuras 7 e 8 e nas Tabelas 1le 2.

O tratamento central com substancia P na dose de 10 pmol reduziu o tempo de
permanéncia nos bracos abertos (Figura 7A; F(sp= 2,57; P < 0,05), 0 nimero de entradas
nos bragos fechados (Figura sA; Fs45= 2,43; P <0,05) e o nimero total de entradas (Tabela
1; F(s45) = 2,83; P <0,05) no LCE, perfil semelhante as drogas com efeito ansiogénico. A
porcentagem de entradas nos bracos abertos no LCE (Figura 7B; F495 = 1,35; P > 0,05) e a
atividade locomotora avaliada na arena (Figura sB; F(s4s) = 1,15; P > 0,05), assim como 0s
demais parametros registrados no teste do labirinto em cruz elevado, arena e rota-rod (Tabela

2) ndo foram modificados pela administracéo i.c.v. de SP.
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Figura 7 - Efeito da injecdo i.c.v. de concentracBes crescentes de substancia P no tempo de
permanéncia (A) e na porcentagem de entradas nos bracos abertos (B) no LCE em
ratos, em um periodo de 5 min. Cada coluna representa a média dos resultados obtidos
e as barras verticais indicam os EPM. O ndmero de animais usados em cada

tratamento foi de 8. (ANOVA univariada seguida do teste de Bonferroni, * P < 0,05)
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Figura 8 - Efeito da injecdo i.c.v. de concentra¢des crescentes de substancia P no nimero de
entradas nos bragos fechados no LCE (A) e na atividade locomotora avaliada na arena
(B) em ratos, em um periodo de 5 min. Cada coluna representa a média dos resultados
obtidos e as barras verticais indicam os EPM. O nimero de animais usados em cada

tratamento foi de 8. (ANOVA univariada seguida do teste de Bonferroni, * P < 0,05)
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Tabela 1 - Efeito do tratamento i.c.v. com SP em doses crescentes nos parametros registrados
no teste do labirinto em cruz elevado.

Tratamento Estiramento  Levantar  Auto-limpeza Imersédo de Total de

cabeca entradas

Controle 35+08 115+ 18 14+0,5 92+ 15 125+1,4
SP 1pmol 30+£0,7 10,0 £2,0 0,7+0,3 6,4+27 9,7+2,8
SP 4 pmol 6,0+23 72+ 12 08+04 42+ 10 64+14
SP 10 pmol 50+ 18 6,2+ 15 29+ 11 46+ 1,6 58+ 1,2*
SP 40 pmol 6,2+ 1,1 11,8+ 1,3 1,7+0,6 53+ 13 9,8+ 18
SP 100 pmol 44+ 10 10,1 *1.8 0,4 +0,3 10,1 2,3 11,0 + 2,0

Os dados estdo expressos como média £ e.p.m. de 8 animais (ANOVA univariada sequida do teste de
Bonferroni).

Tabela 2 - Efeito do tratamento i.c.v. com SP em doses crescentes em alguns pardmetros

registrados na arena e no teste do rota-rod.

ARENA ROTA-ROD
Tratamento Auto-limpeza Levantar NUmero de quedas Tempo de
permanéncia
Controle 3,8 £0,7 26,6 + 3,4 1,8 +0,9 51,7 £4,2
SP 1 pmol 1,7+0,3 20,6 + 3,6 1,0 £ 1,0 55,0 £ 5,0
SP 4 pmol 22106 18,6 £5,8 2,6 09 48,3 £ 2,0
SP 10 pmol 3,5%0,6 18,8 £ 1,8 1,3 0,3 53,3+ 17
SP 40 pmol 50+ 10 250+29 2,3+£0,8 52,0 £2,8
SP 100 pmol 31+10 22,1 £3,5 15+0,4 56,2+ 2,0

Os dados estdo expressos como média + e.p.m. de 8 animais (ANOVA univariada seguida do teste de
Bonferroni).
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2. Efeito comportamental da substéncia P apds a administracdo no nucleo basolateral da

amigdala e na substancia cinzenta periaquedutal dorsal em ratos

Os efeitos da administragdo de substancia P no ndcleo basolateral da amigdala e na
substancia cinzenta periaquedutal dorsal avaliados na arena e no labirinto em cruz elevado

estdo representados nas figuras 9, 10, 11 e 12 e nas tabelas 3 e 4.

O tratamento com SP 10 pmol no nucleo basolateral da amigdala reduziu o tempo de
permanéncia nos bragos abertos (Figura 9A; i14 = 1,89; P < 0,05) no LCE, indicando um perfil
ansiogénico para a SP na amigdala. A porcentagem de entradas nos bragos abertos (Figura
9B; U(s,i0)= 18,5; P >0,05), o nimero de entradas nos bracos fechados no LCE (Figura 10A;
iia= 1,07; P > 0,05) e a atividade locomotora avaliada na arena (Figura 10B; U(s,io)= 39,0; P

> 0,05) nao foram modificados pela administracdo de SP no nucleo basolateral da amigdala.

Nas Tabelas 3 e 4 estdo representados os parametros etoldgicos avaliados no LCE e
na arena. A microinjecdo de SP no nucleo basolateral da amigdala aumentou o nimero de
comportamentos de auto-limpeza (Tabela 3; i14 = 3,33; P < 0,05), reduziu o namero de
imersdes de cabecga (Tabela 3; in = 2,11; P < 0,05) no LCE, quando comparados aos dados
obtidos no grupo controle. Na arena, o tratamento com SP na amigdala produziu um aumento
no comportamento de auto-limpeza (Tabela 4; 8&= 1,83; P < 0,05), enquanto que 0S outros

pardmetros comportamentais ndo foram alterados.

Por outro lado, a administracdo de SP na SCPd ndo modificou os parametros

avaliados no LCE e na arena (Figuras 11 e 12 e Tabelas 3 e 4).
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Figura 9 - Efeito da injecdo de substancia P na dose de 10 pmol no nucleo basolateral da
amigdala no tempo de permanéncia (A) e na porcentagem de entradas nos bracos
abertos (B) no LCE em ratos, em um periodo de 5 min. Cada coluna representa a
média dos resultados obtidos e as barras verticais indicam os EPM. O numero de
animais usados em cada tratamento foi de 8. (A) teste t de Student ndo-pareado

bicaudal, * P< 0,05 e (B) teste U de Mann Whitney bicaudal.
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Controle SP 10 pmol

Figura 10 - Efeito da injecdo de substancia P na dose de 10 pmol no nucleo basolateral da
amigdala no nimero de entradas nos bragos fechados no LCE (A) e na atividade
locomotora avaliada na arena (B) em ratos, em um periodo de 5 min. Cada coluna
representa a média dos resultados obtidos e as barras verticais indicam os EPM. O
namero de animais usados em cada tratamento foi de 8. (A) teste t de Student néo-

pareado bicaudal e (B) teste U de Mann Whitney bicaudal.
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Controle SP 10 pmol

Figura 11 - Efeito da injecdo de substancia P na dose de 10 pmol na substancia cinzenta
periaquedutal dorsal no tempo de permanéncia (A) e na porcentagem de entradas nos
bracos abertos (B) no LCE em ratos, em um periodo de 5 min. Cada coluna representa
a média dos resultados obtidos e as barras verticais indicam os EPM. O numero de

animais usados em cada tratamento foi de s (teste t de Student ndo-pareado bicaudal).
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Controle SP 10 pmol

Figura 12 - Efeito da injecdo de substancia P na dose de 10 pmol na substancia cinzenta
periaquedutal dorsal no numero de entradas nos bragos fechados no LCE (A) e na
atividade locomotora avaliada na arena (B) em ratos, em um periodo de 5 min. Cada
coluna representa a média dos resultados obtidos e as barras verticais indicam os EPM.
O numero de animais usados em cada tratamento foi de s (teste t de Student ndo-

pareado bicaudal)
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Resultados

Tabela 3 - Efeito do tratamento com SP 10 pmol no ndcleo basolateral da amigdala (BLA) e

na substancia cinzenta periaquedutal dorsal (SCPd) nos parametros etoldgicos registrados no

teste do labirinto em cruz elevado.

Local

BLA
BLA
SCPd
SCPd

Tratamento Estiramento Levantar

Controle 2,3 +£0,7 12,0 £ 2,6
SP 10 pmol 34+0,7 79+ 15
Controle 3,7 £0,7 6,7+ 18
SP 10 pmol 2,707 6,7+ 10

Auto-limpeza Imersdo de cabeca

1,0 0,2 8,3+2,0
18 £ 0,5* 38+1,1*
0,6 +£0,3 57+ 10
12+0,3 55+ 10

Os dados estdo expressos como média + e.p.m. de 8 animais (teste t de Student ndo-pareado bicaudal,
*P <0,05).

Tabela 4 - Efeito do tratamento com SP 10 pmol no nucleo basolateral da amigdala (BLA) e

na substancia cinzenta periaquedutal dorsal (SCPd) nos parametros etoldgicos registrados na

arena.

Local

BLA
BLA
SCPd
SCPd

Tratamento

Controle
SP 10 pmol
Controle

SP 10 pmol

Levantar Auto-limpeza Bolo fecal
195 +3,8 19+0,7 2,0 1,0
23,0 £2,5 33+0,4* 16 +0,5
17,3 4,5 14+0,4 2,1+ 11
184 £2,1 2,7+0,5 11+0,3

Os dados estdo expressos como média + e.p.m. de 8 animais (teste t de Student ndo-pareado bicaudal,
*P <0,05).
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3. Efeito comportamental da substancia P ap6s a administracdo na area septal lateral

em ratos

Os efeitos da administracdo de substdncia P na é&rea septal lateral nos

comportamentos avaliados na arena e no labirinto em cruz elevado estéo representados nas

Figuras 13, 14 e 15e nas Tabelas 5e 6.

O tratamento com SP 10 pmol no septo lateral ndo produziu alteragdes significantes
nos parametros avaliados no teste do LCE (Figura 13) e arena (dados ndo apresentados), mas
observou-se que o comportamento desses animais tratados com SP 10 pmol no septo lateral
eram respostas aversivas e se dividiam em dois grupos distintos, conhecidos na literatura
como comportamento de “darting” e “freezing”. O comportamento de “freezing” foi
caracterizado pela interrupgdo do comportamento exploratdrio, no qual o animal permaneceu
tenso, imdvel, com piloerecdo e em estado de alerta, além de apresentar valores inferiores a 2
% do tempo de permanéncia nos bracos abertos do LCE. Por outro lado, a resposta de
“darting” foi caracterizada por uma reacdo motora explosiva, associada ao comportamento de

levantar, onde o animal pulava junto as paredes dos bragos fechados em direcéo ao topo.

Foi encontrado que 50 % dos ratos apresentaram o comportamento de “freezing”
apo6s a administracdo de SP intra-septal, o que acarretou em uma reducgdo significativa no
tempo de permanéncia (Figura 13A; F(2,i2)= 30,96; P < 0,05), na porcentagem de entradas nos
bracos abertos (Figura 13B; F(2,i2) = 8,34; P < 0,05) e no nimero de entradas nos bracos
fechados (Figura 14A; F(2j 2)= 6,77; P <0,05) no LCE, no entanto, sem prejuizo da atividade
locomotora avaliada na arena (Figura 14B; F(ji2)= 1,29; P > 0,05). Estes resultados mostram
um perfil ansiogénico classico para os animais que exibiram comportamento de “freezing” no
LCE apds a injecdo de SP 10 pmol no septo lateral. No entanto, os animais tratados com SP
10 pmol no septo lateral que exibiram as respostas de “darting” ndo diferiram do grupo

controle nos varios parametros comportamentais registrados no LCE.
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Nas Tabelas 5 e 6 estdo representados 0s parametros etoldgicos avaliados no LCE e
na arena. A microinjecdo de SP no septo lateral reduziu o nimero de imersdes de cabega nos
animais que apresentaram comportamento de “freezing” no LCE (Tabela 5; F(2,i2)= 9,68; P <
0,05). Os outros parametros etoldgicos avaliados na arena e no LCE ndo sofreram alteragdo

apos a injegdo de SP 10 pmol .

A fim de verificar o efeito de uma dose maior que 10 pmol de SP no septo lateral,
animais foram tratados com SP 40 pmol e avaliados na arena e no LCE. A Figura 15 e as
Tabelas 5 e 6 demonstram que o tratamento de SP 40 pmol na &rea septal ndo alterou os

pardmetros avaliados na arena e no LCE.
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Figura 13 - Efeito da injecdo de substancia P na dose de 10 pmol na érea septal lateral no
tempo de permanéncia (A) e na porcentagem de entradas nos bracos abertos (B) no
LCE em ratos, em um periodo de 5 min. Cada coluna representa a média dos
resultados obtidos e as barras verticais indicam os EPM. O nimero de animais usados

em cada tratamento foi de 12 (teste t de Student ndo-pareado bicaudal).
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Figura 14 - Anélise comportamental de animais tratados com SP 10 pmol na area septal
lateral no tempo de permanéncia (A) e na porcentagem de entradas nos bracos abertos
(B) no LCE em ratos, em um periodo de 5 min. Com este tratamento é possivel
observar respostas comportamentais distintas (comportamentos defreezing e darting).
Cada coluna representa a média dos resultados obtidos e as barras verticais indicam os
EPM. O numero de animais usados em cada grupo foi de 6 (ANOVA univariada

seguida do teste de Bonferroni, *P <0,05).
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Figura 15 - Anélise comportamental de animais tratados com SP 10 pmol na area septal
lateral no nimero de entradas nos bragos fechados no LCE (A) e na atividade
locomotora avaliada na arena (B) em ratos, em um periodo de 5 min. Cada coluna
representa a média dos resultados obtidos e as barras verticais indicam os EPM. O
numero de animais usados em cada grupo foi de 6 (ANOVA univariada seguida do
teste de Bonferroni, * P <0,05).
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Figura 16 - Efeito da injecdo de substancia P na dose de 40 pmol na area septal lateral no
tempo de permanéncia (A) e na porcentagem de entradas nos bracos abertos (B) no
LCE em ratos, em um periodo de 5 min. Cada coluna representa a média dos
resultados obtidos e as barras verticais indicam os EPM. O nUimero de animais

usados em cada tratamento foi de s (teste t de Student ndo-pareado bicaudal).
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Tabela 5 - Efeito do tratamento com SP 10 e 40 pmol na area septal lateral nos parametros
etologicos registrados no teste do labirinto em cruz elevado. Os dados estdo expressos como

média + e.p.m. de 6 animais (ANOVA univariada seguida do teste de Bonferroni ou teste t de
Student ndo-pareado bicaudal, * P <0,05).

Tratamento Estiramento Levantar Auto-limpeza  Imerséo de cabeca
Controle 40+0,9 123 +2,0 13+0,7 12,6 +2,1

SP 10 pmols 42 +£0,9 7,0+ 19 14+0,9 1,6+ 0,9*

SP 10 pmol b 22+05 8,8 +2,3 0,6 +0,2 74 +20

SP 40 pmol 23+04 6,5 0,7 1,0 +0,2 73+12

a: animais tratados com SP que apresentaram comportamento de “freezing”
b: animais tratados com SP que apresentaram comportamento de “darting”

Tabela 6 - Efeito do tratamento com SP 10 e 40 pmol na &rea septal lateral em alguns
parametros registrados na arena e no teste do rota-rod. Os dados estdo expressos como média

+ e.p.m. de 6 animais (ANOVA univariada seguida do teste de Bonferroni ou teste t de
Student ndo-pareado bicaudal, * P <0,05).

ARENA ROTA-ROD
Tratamento  Auto-limpeza Levantar Namero de quedas Tempo de
permanéncia
Controle 3,3+ 0,8 20,5 +3,3 11 +0,5 54,1 +2.8
SP 10 pmola 3,0+0,6 21,6 + 3,2 1,0+0,3 53,2 +£2,0
SP 10 pmol b 3,0+ 0,7 21,0 £5,4 0,8 0,6 55,0 £3,5
SP 40 pmol 22 +04 20,3 +2,0 - -

a: animais tratados com SP que apresentaram comportamento de “freezing”
b: animais tratados com SP que apresentaram comportamento de “darting”
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3.1. Avaliagdo da movimentagdo espontdnea no tempo de 15 min na arena em ratos

tratados com substancia PIO pmol na area septal lateral

Os efeitos da administracdo de substancia P na area septal lateral avaliados na arena
durante 15 min estdo representados na Figura 17.

Em um grupo de animais tratados com SP 10 pmol no septo lateral, a arena foi
utilizada para avaliar a atividade motora em um periodo de 15 min, que incluiu:
movimentagdo espontanea, por 15 min, dividido em 3 tempos de 5 min, e tempo de
movimentacdo, o tempo, em segundos, gasto para desempenhar a atividade locomotora,
durante o periodo de registro (O’Neill & Liebman, 1987). Seguindo este protocolo, os animais
que exibiram respostas de “darting” apresentaram um tempo de movimentacdo maior do que a

média do grupo controle aos 5 min.

Quando se avaliou o tempo de movimentagdo e também a movimentacdo espontanea
num periodo de 15 min, pode-se perceber que apds a administracdo de SP 10 pmol intra-
septal, 50 % dos animais apresentaram uma elevacéo significativa no tempo de movimentacao
na arena nos primeiros 10 min, comparados com o grupo controle, (Figura 17A; 5 min F(2_i2)=
7,22; 10 min F(2,i2) = 3,15; P < 0,05), comportamento condizente com as respostas de
“darting” observadas no LCE. Observou-se também uma tendéncia a aumentar a
movimentacdo espontinea na arena aos 10 min (Figura 17B; F(2,i2) = 2,30; P > 0,05). No
entanto, os outros 50 % dos animais tratados com SP 10 pmol no septo lateral ndo diferiram
do grupo controle nos varios parametros comportamentais registrados na arena, sugerindo que

estes animais poderiam exibir respostas de “freezing”, caso fossem avaliados no LCE.
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Figura 17 - Efeito da injecdo de substancia P na dose de 10 pmol na area septal lateral no
tempo de movimentacdo (A) e na movimentacgédo espontanea (B) na arena em ratos, em
um periodo de 15 min. Cada ponto representa a média dos resultados obtidos e as
barras verticais indicam os EPM. O ndmero de animais usados em cada grupo foi de S
(ANOVA univariada seguida do teste de Bonferroni, * P < 0,05).
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4. Influéncia do tratamento intra-septal com antagonista NKj no efeito

ansiogénico da substancia P

Os efeitos da administracdo no ventriculo lateral (i.c.v.) de substancia P 10 pmol, 5
min ap6s o tratamento com FK sss 100 pmol no septo lateral em ratos avaliados no labirinto

em cruz elevado estdo representados nas Figuras 17 e 18 e na Tabela 7.

A administracdo na area septal lateral do antagonista NKi (FK sss 100 pmol) inibiu
o efeito do tipo ansiogénico produzido pelo tratamento i.c.v. com SP 10 pmol no LCE, como
pode ser observado nos parametros tempo de permanéncia (Figura 17A; F~o) = 14,35; P <
0,05), porcentagem de entradas nos bracos abertos (Figura 17B; Fp™o) = 6,61; P < 0,05) e
tempo despendido no braco fechado (Tabela 7; F~o) = 12,62; P < 0,05) no LCE quando
comparado com o tratamento com PBS intra-septal + SP i.c.v.. Os demais pardmetros

etologicos avaliados no LCE ndo foram alterados (Tabela 7).

O tratamento intra-septal de FK gss, antagonista NKi, ndo promoveu qualquer efeito
“per se” no LCE (Figuras 17 e 18 e Tabela 7), quando comparado com o grupo controle (PBS

intra-septal + PBS i.c.v.).
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Figura 18 - Efeito da administragdo i.c.v. (VL) de SP (10 pmol), 5 min apds o tratamento

com FK 8ss (100 pmol), antagonista NKj, no septo lateral (SL) no tempo de

permanéncia (A) e na porcentagem de entradas nos bracos abertos (B) no LCE em

ratos, em um periodo de 5 min. Cada coluna representa a média dos resultados

obtidos e as barras verticais indicam os EPM. O nimero de animais usados em cada

tratamento foi de 8 (ANOVA univariada seguida do teste de Bonferroni, * P <0,05).
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Figura 19 - Efeito da administragdo i.c.v. (VL) de SP (10 pmol), 5 min apds o tratamento
com FK 888 (100 pmol), antagonista NKi, no septo lateral (SL), no numero de
entradas nos bragos fechados (A) e no nimero de imersfes de cabega (B) no LCE em
ratos, em um periodo de 5 min. Cada coluna representa a média dos resultados obtidos
e as barras verticais indicam os EPM. O ndmero de animais usados em cada

tratamento foi de 8 (ANOVA univariada seguida do teste de Bonferroni, * P <0,05).
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Tabela 7 - Efeito da administracdo i.c.v. de SP 10 pmol, 5 min ap6s o tratamento com FK 888

100 pmol no septo lateral, nos pardmetros etolégicos registrados no teste do labirinto em cruz

elevado.
Ventriculo  Septo lateral ~ Estiramento Levantar Auto-limpeza Tempo nos
lateral bragos fechados
PBS PBS 3014 116 + 17 24 +0,7 1424 £6,3
PBS FK 888 100 pmol 18+0,5 6,5+ 13 18 +0,5 1555 £23,4
SP 10 pmol PBS 3,1 +0,6 9620 31 +0,6 2453 +97 *
SP 10 pmol FK 888 100 pmol 1,8 +0,5 85+ 18 18 +0,5 155,8 + 25,2#

Os dados estdo expressos como média + e.p.m. de 8 animais (ANOVA univariada seguida do teste de
Bonferroni, * P < 0,05 quando comparado com a injecdo de PBS i.c.v. + PBS intra-septal; # P < 0,05
quando comparado com a injecdo de SP i.c.v. + PBS intra-septal).
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5. Influéncia do tratamento intra-septal com antagonista NK2no efeito

ansiogénico da substancia P

Os efeitos da administracdo no ventriculo lateral (i.c.v.) de SP 10 pmol, 5 min ap6s o
tratamento com SR 48968 100 pmol no septo lateral em ratos avaliados no labirinto em cruz

elevado estdo representados nas Figuras 20 e 21 e na Tabela 8.

A injecdo intra-septal do SR 48968 100 pmol, ndo promoveu qualquer efeito “per
se”, mas inibiu a acdo do tipo ansiogénica induzida pela SP 10 pmol i.c.v., como pode ser
observado no tempo de permanéncia no brago aberto (Figura 20A; Fpjs) = 8,41; P < 0,05) e
no tempo despendido no brago fechado (Tabela 8; F(3j 8) = 8.37; P < 0,05) no LCE, quando

comparados ao grupo injetado com PBS intra-septal + SP i.c.v..

O tratamento com SR 48968 no septo lateral, 5 min apds a administracdo i.c.v. de
SP, inibiu a reducdo do nimero de entradas nos bragos fechados do LCE (Figura 21B; F*jg) =
3,58; P < 0,05), por outro lado, a porcentagem de entradas nos bragos abertos (Figura 20B;
F(318) = 3,41; P > 0,05), assim como os demais parametros etologicos avaliados no LCE, ndo
foram alterados pelo tratamento com SR 48968 no septo lateral e SP i.c.v. (Tabela 8), quando

comparados com o grupo controle (PBS intra-septal + PBS i.c.v.).
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Figura 20 - Efeito da administracdo i.c.v. (VL) de SP (10 pmol), 5 min apds o tratamento
com SR 48968 (100 pmol), antagonista NK.2, no septo lateral (SL), no tempo de
permanéncia (A) e na porcentagem de entradas dos bragos abertos (B) no LCE em
ratos, em um periodo de 5 min. Cada coluna representa a média dos resultados obtidos
e as barras verticais indicam os EPM. O numero de animais usados em cada

tratamento foi de 8 (ANOVA univariada seguida do teste de Bonferroni, * P <0,05).
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Figura 21 - Efeito da administracdo i.c.v. (VL) de SP (10 pmol), 5 min ap6s o tratamento
com SR 48968 (100 pmol), antagonista NK2 no septo lateral (SL), no nimero de
entradas nos bragos fechados (A) e no nimero de imersdes de cabega (B) no LCE em
ratos, em um periodo de 5 min. Cada coluna representa a média dos resultados obtidos
e as barras verticais indicam os EPM. O numero de animais usados em cada

tratamento foi de 8. (ANOVA univariada seguida do teste de Bonferroni, * P < 0,05).
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Tabela 8 - Efeito da administracdo i.c.v. de SP 10 pmol, 5 min apds o tratamento com SR

48968 100 pmol no septo lateral, nos pardmetros etoldgicos registrados no teste do labirinto

em cruz elevado.

Ventriculo Septo lateral Estiramento Levantar Auto-limpeza Tempo nos
lateral bracos fechados
PBS PBS 30+14 116+ 17 24 +0,7 142,4 £6,3
PBS SR 48968 100 pmol 40+ 15 10,8 +2,3 3,1+0,6 135,0 £31,9
SP 10 pmol PBS 45+ 15 9,6 +2,1 3,2+09 2453 +9,7 *
SP 10 pmol SR 48968 100 pmol 23 +01,1 128+ 17 15+0,3 158,5 £31,3 #

Os dados estdo expressos como média = e.p.m. de 8 animais (ANOVA univariada seguida do teste de
Bonferroni, * P < 0,05 quando comparado com a injecdo de PBS i.c.v. + PBS intra-septal; # P < 0,05
quando comparado com a injecé@o de SP i.c.v. + PBS intra-septal).
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DISCUSSAO

Na primeira parte dos experimentos desenvolvidos no presente trabalho,
demonstramos que a substancia P induz um efeito aversivo em varias regides do sistema
limbico em ratos avaliados no teste do LCE.

A administracdo de substancia P no ventriculo lateral produziu uma curva dose-
resposta em forma de U, na qual a dose intermediaria (10 pmol) foi efetiva, enquanto que
doses altas (40 e 100 pmol) foram inefetivas na producdo de efeitos pro-aversivos. Desta
anélise determinamos a dose de 10 pmol de substancia P como a mais apropriada para reduzir
0 tempo de permanéncia nos bracos abertos do LCE, alteracdo condizente com uma acgdo do
tipo ansiogénica. Esta acdo aversiva da SP para ratos esta de acordo com os resultados em
camundongos, nos quais a SP e os agonistas seletivos dos receptores NKi e NK.2 produzem
efeitos do tipo ansiogénicos (Teixeira et al., 1996).

No entanto, apesar da substancia P possuir um perfil ansiogénico, nossos resultados
mostram que a inje¢do de SP diminuiu o numero de entradas nos bragos fechados e no total de
entradas no LCE. Esses parametros tém sido correlacionados a modificacbes da atividade
locomotora do animal (Rodgers et al.,, 1997; Rodgers & Cole, 1994). A este respeito,
Montgomery propds que o nivel de exploragdo exibido pelo animal é resultado de competicao
entre dois sistemas motivacionais, um deles é o “instinto exploratério” que induz as respostas
de exploracdo do ambiente e o outro é o medo/ansiedade que inibem este comportamento
exploratdrio. E conhecido que os bragcos abertos do labirinto podem ser mais aversivos do que
os bracos fechados, porém todos os bracos do labirinto provavelmente induzem medo, visto
que sdo ambientes desconhecidos. O efeito aversivo ou estressante da exposicdo ao labirinto
em cruz elevado é evidenciado através da elevacdo do limiar da dor (Rodgers & Cole, 1994),

elevacdo dos niveis de condutancia da pele (Suer et al., 1998) e pelo aumento dos niveis de
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corticosterona plasmatica, principalmente em animais confinados nos bracos abertos (Calvo et
al., 1998; Copland & Balfour, 1987; File et al., 1988; File et al., 1994; Holmes et al., 1998).
Somado & isto, em algumas circunstancias de medo ocorre uma inibigdo comportamental, que
inclui uma reducdo do comportamento exploratério (Gray, 1982). Esta inibicao
comportamental esta relacionada com o estado de congelamento (freezing), no qual o animal
permanece imoével. Deste modo, drogas que induzem medo/ansiedade podem produzir
supressdo comportamental no LCE, néo reduzindo apenas a preferéncia pelos bracos abertos,
mas também pelos bracos fechados do labirinto. Alguns estudos tém demonstrado que drogas
com perfil ansiogénico como o pentilenotetrazol, o m-clorofenilpiperazina e o FG-7142
reduzem as entradas nos bracos abertos e fechados do LCE e, consequentemente, reduzem o
total de entradas neste bragos (Cruz et al., 1995; Dawson et al., 1995; Gibson et al., 1994;
Pellow et al., 1986). Assim, nossos resultados com a injecdo i.c.v. de SP 10 pmol mostram
que este peptideo induz um estado aversivo capaz de produzir uma supressdo comportamental
no LCE, reduzindo a preferéncia pelos bracos abertos e fechados do labirinto, semelhante a
outras drogas com perfil ansiogénico. No entanto, isso ocorre sem que haja alteragdo da
atividade locomotora avaliada na arena, apesar da arena ser um modelo experimental diferente
e, por esse motivo, ndo se pode comparar o grau de aversdo induzido pela arena e pelo LCE. E
interessante relatar que a arena é também um ambiente desconhecido para o animal e, deste
modo, é capaz de induzir comportamentos aversivos (Weiss et al., 1998).

As drogas com perfil ansiogénico ndo apenas levam o animal a evitar os bracos
abertos do LCE, mas também promovem alteracdes nas medidas etoldgicas. SituacOes
potencialmente perigosas, como é o caso de um ambiente desconhecido ou a presenca de um
predador, favorecem a exibicdo do comportamento de avaliacdo de risco (Blanchard &
Blanchard, 1988; Blanchard et al., 1989). O nimero de imersdes de cabeca e de estiramentos

corporais, gque sdo elementos posturais considerados indicativos do comportamento de
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avaliagdo de risco, ttm mostrado serem indicadores sensiveis de drogas efetivas no LCE
(Rodgers & Cole, 1994). Nossos resultados mostram que a administracéo i.c.v. de SP 10 pmol
nado alterou significantemente os parametros etoldgicos avaliados no LCE.

Deste modo, as evidéncias sugerem que este peptideo poderia agir diretamente nas
vias neuronais do sistema limbico envolvidas com a expressdo das emocdes, visto que corpos
celulares contendo SP e receptores taquicinérgicos sdo expressos amplamente nessas areas do
sistema limbico. Apds determinarmos a dose de 10 pmol de substancia P como a dose i.c.v.
adequada para produzir um efeito do tipo ansiogénico, demos continuidade ao nosso trabalho,
injetando esta dose de SP diretamente no ndcleo basolateral da amigdala, na substancia

cinzenta periaquedutal dorsal e no septo lateral.

A amigdala é uma estrutura anatdmica importante na expressao dos sintomas do
medo e da ansiedade (LeDoux, 1986; Davis, 1990). Apesar do tamanho reduzido, a amigdala
possui um complexo circuito neuroquimico, que envolve a participacdo da acetilcolina,
dopamina, serotonina, noradrenalina, GABA (Alheid et al., 1995) e neuropeptideos, tais como
a substancia P que possui um papel modulatério neste sistema (Roberts et al., 1982). Este
peptideo esta presente, principalmente, na porcdo central e medial da amigdala (Harlan et al,
1989; 0 'Donohue et al, 1990; Cuello & Kanazawa, 1978). No entanto, apenas 0s receptores
taquicinérgicos NKi e NK3 possuem significante expressdo no complexo amigdaldide (Yip &

Chahl, 1999; Ding et al, 1996).

Em estudos preliminares, a inje¢cdo de SP no nucleo basolateral da amigdala produz
um efeito do tipo ansiogénico em ratos avaliados no LCE (De Lima e Ribeiro, 1996). Nossos
resultados confirmam esse efeito, pois o tratamento com SP 10 pmol no ndcleo basolateral da
amigdala reduz o tempo de permanéncia dos animais nos bragos abertos do LCE. Além disso,
esse tratamento diminui 0 numero de imersGes de cabeca que é um pardmetro etoldgico

relacionado com estados de ansiedade. Estes dados reforcam o envolvimento da amigdala na
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mediacdo da resposta de defesa induzida pela administracdo central de substancia P. Contudo,
é importante ressaltar que o efeito aversivo produzido pela microinje¢do de SP na amigdala

ndo difere da resposta observada apds a injecdo deste peptideo nos ventriculos laterais.

A substancia cinzenta periaquedutal (SCP) é considerada um complexo
neuroanatdmico, pois € composta por varias sub-regides capazes de controlar diferentes
aspectos da resposta defensiva. Em ratos, a estimulagdo da porcdo dorsal da SCP produz
comportamentos de luta, taquicardia e hipertensdo. Por outro lado, a estimulacdo da parte
ventral da SCP produz comportamentos de congelamento, bradicardia e hipotensdo (Bandler

& Depaulis, 1991).

Alguns estudos mostram que ratos expostos a eventos aversivos tais como
imobilizacéo, injecdo subcutanea, isolamento ou choque nas patas exibem um aumento nos
niveis de substancia P em varias areas do sistema limbico, incluindo a SCPd e que o
tratamento com drogas ansioliticas, como o diazepam, reduz os niveis de substancia P na
substéncia cinzenta periaquedutal dorsal (Brodin et al., 1994; Rosen et al., 1992; Siegel et al.,

1984).

ConcentragGes significantes de SP tém sido encontradas nas por¢des ventral e dorsal
da SCP (Cuello & Kanazawa, 1978; Li et al., 1990; Ljungdahl et al., 1978). Além disso, um
estudo recente utilizando anticorpo policlonal mostrou que a regido dorsal da SCP possui a
maior densidade de corpos celulares e dendritos imunorreativos a SP (Barbaresi, 1998).
Outros estudos vém demonstrando que os receptores taquicinégicos NK| e NK3 sdo expressos
na SCP (Yip & Chahl, 1999; Ding et al.,, 1996; Shughrue et al., 1996). Estes dados
corroboram a idéia de que este area possui um sistema taquicinérgico desenvolvido para

efetuar ou organizar reagdes de defesa (De Aradjo et al., 1999).

A este respeito, estudos tém mostrado que a microinjecdo de SP na SCPd produz

aversédo condicionada (Aguiar & Branddo, 1994; Elliot, 1988) e um efeito do tipo ansiogénico
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no LCE téo efetivo quanto a injecéo intrecerebroventricular de SP (Aguiar & Branddo, 1996).
Nossos resultados, no entanto, mostram que a SP 10 pmol injetada na SCPd n&o produz
alteragcbes comportamentais no teste do labirinto em cruz elevado e na arena. Essa
discrepancia pode ser atribuida a varios fatores referentes as condi¢des experimentais, como a
diferente dose usada nos estudos citados acima (aproximadamente o dobro), o fato do
labirinto em cruz elevado ser construido de madeira e do animal ndo ter sido exposto
previamente a arena, ou a um outro fator que no momento ndo podemos determinar e que
deve ser melhor investigado com a repeticdo desses experimentos para a confirmacdo ou néo

dessa auséncia de efeito.

A é&rea septal, por outro lado, é conhecida por estar relacionada & modulacdo do
comportamento defensivo de raiva e lesdes nesta area tém sido classicamente associadas com
um estado de hiperdefesa chamado de “raiva septal”. Alberts e Chew (1980) descreveram este
comportamento, principalmente depois de estudarem lesGes envolvendo a porcdo rostrolateral
da érea septal, que envia fibras para o circuito hipotalamico medial envolvido com a iniciacdo
das respostas de defesa em um ambiente de perigo (Canteras et al., 1997; Risold e Swanson,

1997a /h).

A é&rea septal é vista como uma interface entre regides limbicas telencefélicas
associadas com cognicdo e motivacdo, e regides hipotalamicas e areas do tronco cerebral
relacionadas com funcdes autondmicas e enddcrinas (para revisdo ver Paxinos, 1995). Estas
conexdes sugerem que a area septal possui um envolvimento direto na expressao da ansiedade

(Thomas, 1988).

Na area septal foram detectados numerosos corpos celulares GABAérgicos e
colinérgicos (Costa et al., 1983), aminoacidos excitatorios e mais de dez peptideos, entre eles
a substancia P (Palkovits, 1984). Dentre as regiGes cerebrais que geram reacdes aversivas, 0

septo lateral contém uma das maiores densidades de inervaces de SP (Otsuka e Yoshioka,
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1993). Além disso, a area septal possui expressao significante dos receptores taquicinérgicos
NK], NK2e NK3(Yip&Chahl, 1999; Otsuka & Yoshioka, 1993; Ding et al., 1996; Shughrue
et al., 1996).

Nossos dados mostram que, comparados ao grupo controle, 0s animais que
receberam SP 10 pmol no septo lateral expressaram reac6es de defesa exacerbadas no teste do
LCE, denominadas como respostas de “freezing” e “darting”. O comportamento de “freezing”
foi caracterizado pela interrupcdo do comportamento exploratério, no qual o animal
permaneceu tenso, imdvel e em estado de alerta, por outro lado, a resposta de “darting” foi
caracterizada por uma reacdo motora explosiva, associada ao comportamento de levantar,
onde o animal pulava junto as paredes dos bracos fechados em dire¢do ao topo.

Quando observamos o tempo de movimentacdo avaliado na arena apés a
microinjecdo de SP 10 pmol no septo lateral, percebemos que havia uma tendéncia dos
animais se dividirem em grupos de baixo e alto nivel de movimentagdo, condizentes com as
respostas de “freezing” e “darting”, respectivamente, observadas no LCE.

Essas respostas lembram reacdes instintivas apresentadas durante a exposi¢do a um
predador ou em um ambiente desconhecido e sdo caracterizadas por reacdes de defesa, que
incluem respostas de “freezing” e “circa-strike” (resposta de defesa caracterizada por
tentativas de escape associadas ao ataque defensivo), analgesia e manifestagfes autondmicas,
nas quais, provavelmente, sdo coordenadas por um sistema comportamental de defesa
(Blanchard et al., 1989). Krieger e Graeff, em 1985, observaram respostas defensivas
similares as apresentadas neste trabalho, onde 50 % dos animais expressaram reac0es de
“freezing” e os outros 50 %, respostas de “darting” na arena, ap6s a microinje¢do de
glutamato 5 nmol na SCPd, paralelo a um aumento da pressao arterial, porém, neste trabalho
ndo foi levantada qualquer hip6tese para explicar esses achados. No nosso caso, a dose de SP

usada ndo alterou os niveis pressoricos de ratos anestesiados (Bareta, 1998).
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Claramente, apenas 0s animais que apresentaram “freezing” mostraram um claro
perfil ansiogénico nos parametros testados no LCE, enquanto que aqueles que apresentaram
respostas de “darting” ndo diferiram do grupo controle. Uma possivel explicacdo para esse
fato, pode ser que as respostas de “darting” refletem uma condi¢cdo muito mais aversiva na
qual os efeitos ansiogénicos podem ser encobertos quando avaliados no teste do LCE. mas
que pode estar associada a uma maior movimentacdo expressa no modelo da arena. Uma
situacdo similar na andlise do perfil ansiogénico avaliada no teste do LCE ocorreu com
animais que apresentaram respostas de defesa explosivas apds as microinjecdes de
bloqueadores de receptores GABA na substancia cinzenta periaquedutal dorsal (Schimitt et
al., 1985).

Um efeito ansiogénico (ou a falta dele) parece depender de, no minimo, quatro
variaveis: o local da injecdo, a droga, a dose e o teste comportamental (Menard & Treit,
1999). O fato das respostas de “freezing” serem mais evidentes no LCE e as de “darting” na
arena sugerem que a substancia P presente no septo lateral ndo é a responsavel pelas respostas
aversivas, mas apenas as modula, pois 0s animais ao receberem a mesma droga, na mesma
dose e pela mesma via, exibem respostas aversivas diferentes de acordo com o grau de
aversdo individual induzido pelo modelo. Outro fato importante foi a dose de SP utilizada,
visto que a injecdo de SP 40 pmol no SL ndo denota nenhum efeito ansiogénico, sugerindo
que uma maior disponibilidade de SP pode levar a acBes em Varios receptores/areas, cuja
somatdria de efeitos ndo difere comportamentalmente do grupo controle.

A exposicdo ao LCE de animais tratados no septo lateral com SP 10 pmol promoveu
a reducdo do numero de imersGes de cabega nos animais que apresentaram as reacOes de
“freezing”. Esse parametro etoldgico avaliado no LCE esta relacionado com a capacidade

exploratéria perante um ambiente desconhecido e drogas com perfil ansiogénico reduzem este
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valor, reforcando que o tratamento com SP 10 pmol no septo lateral produz reacdes de
medo/ansiedade no LCE.

Deste modo, comparando com os dados obtidos no teste de LCE apés a inje¢cdo no
nucleo basolateral da amigdala, na substancia cinzenta periaquedutal dorsal ou no ventriculo
lateral, um efeito ansiogénico mais evidente foi observado quando a SP foi injetada no septo
lateral. Como mencionado acima, lesGes no septo lateral produzem uma sindrome
hiperdefensiva conhecida como “raiva septal” (Albert & Chew, 1980). De fato, a area septal
lateral contém uma grande populagdo de neurbnios GABAérgicos (Risold & Swanson, 1997
a/lb) e, por sua vez, é provavel que forneca fibras aferentes inibitérias para o circuito
hipotaldamico, mediando o comportamento defensivo de raiva (Canteras et ah, 1997; Risold &
Swanson, 1997 a/b). Portanto, o efeito ansiogénico observado apds a injecdo de SP pode ser
devido a uma modulacdo inibitoria sobre os neurénios GABAEérgicos no SL e algumas
evidéncias sugerem haver uma inter-relacdo entre o sistema GABAEérgico e o neurocinérgico
na modulacdo da ansiedade experimental (Ribeiro, 1999).

Um planejamento experimental importante para avaliar a especificidade de uma
droga é a demonstracdo da reversibilidade dos efeitos através da co-administracdo, periférica
ou central, de um antagonista apropriado do seu receptor, pois, deste modo é possivel avaliar
se a estrutura é critica ou ndo para a acao da droga (Menard & Treit, 1999). Uma vez que o
efeito ansiogénico da SP no septo lateral é mais evidente do que quando esse peptideo é
injetado no nucleo basolateral da amigdala, na substancia cinzenta periaquedutal dorsal ou no
ventriculo lateral, na segunda etapa do nosso trabalho, avaliamos se a area septal lateral é
critica para a expressdo do efeito ansiogénico da SP usando antagonistas neurocinérgicos

seletivos.

A darea septal possui uma das maiores densidades de SP (Otsuka & Yoshioka, 1993),

além disso, muitos estudos denotam a presenca de receptores taquicinérgicos NK] e NK2
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nesta regido. A administracdo de um agonista seletivo do receptor NKi no cérebro de cobaia,
revelou que um grande nimero de células expressam a proteina Fos em varias regifes do

sistema limbico, inclusive no septo lateral (Yip & Chahl, 1999).

Nossos resultados mostram que a injecdo de substancia P 10 pmol
intracerebroventricular produz um efeito do tipo ansiogénico no LCE, verificado pela reducéo
da frequéncia de entradas e pelo tempo de permanéncia nos bragos abertos do LCE. O
tratamento com FK 888 100 pmol, antagonista seletivo do receptor NK|, ou com SR 48968,
antagonista seletivo do receptor NK2 no septo lateral foi capaz de inibir o efeito ansiogénico
da SP. Assim, estes resultados confirmam a relevancia do septo lateral como substrato
neuroanatdémico responsavel pela mediacdo do efeito ansiogénico da substancia P, além de
sugerirem que os receptores taquicinérgicos NKi e NK2 da area septal lateral estdo envolvidos
na expressdo da resposta aversiva observada.

A inclusdo de um grupo controle tratado com a droga, cuja canula esteja proxima,
mas fora da area pré-determinada € importante para a avaliagdo do efetivo envolvimento da
area escolhida no efeito observado (Menard & Treit, 1999). Assim, observamos que as
injecOes de FK 888 e SR 48968 (100 pmol) fora do septo lateral, em estruturas como o nucleo
do leito da estria terminal e o caudatum putamen, ndo sdo capazes de reverter o efeito
ansiogénico produzido pela injecdo i.c.v. de SP 10 pmol em ratos submetidos a0 modelo do

LCE (dados ndo apresentados).

Nossos dados mostram que a injecdo de FK 888 e SR 48968 no septo lateral ndo
produziram efeito “per se” nos animais avaliados no LCE. Por outro lado, Teixeira e
colaboradores (1996) mostraram que o bloqueio seletivo dos receptores NKi, através da
administragdo i.c.v. de FK 888, produziu uma acdo do tipo ansiolitica no teste do LCE, em
camundongos. No mesmo sentido, a administracdo central do antagonista (SR 48968) seletivo

para o receptor NK2 resultou em um efeito do tipo ansiolitico em camundongos avaliados no
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LCE (Teixeira et al, 1996). Outros estudos tém mostrado que o tratamento sistémico ou
central de antagonistas do receptor NK2 (GR 100679, SR 48969, GR 159897) reduz os
comportamentos relacionados a ansiedade em diferentes modelos animais (teste de interaco
social, caixa claro-escuro, LCE) e espécies animais (camundongos, ratos e primatas; Stratton
et al., 1993, 1994; Bernatzky e Saria, 1995). Este fato sugere que o septo lateral, apesar de ser
um substrato neural envolvido na expressao do efeito ansiogénico da SP, pode néo ser o Gnico
responsavel pela expressdo das reacOes aversivas observadas no LCE, fator que deve ser

melhor investigado.
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CONCLUSOES

Nosso estudo do substrato neuroanatdbmico envolvido na modulacdo da ansiedade
experimental pela substdncia P sugere que a area septal lateral parece ser de grande
importancia na expressdo do efeito ansiogénico da SP e que os receptores NK] e NKz2 desta

regido parecem estar envolvidos nessa modulacdo avaliada no LCE.

Os resultados do presente trabalho indicam que a injecdo de SP em doses crescentes
no ventriculo lateral produz efeito do tipo ansiogénico no LCE, especialmente na dose de 10
pmol, escolhida por produzir maior aversdo no LCE. A inje¢do de SP 10 pmol em outras &reas
do sistema limbico, como o nlcleo basolateral da amigdala, a substancia cinzenta
periaquedutal dorsal e o septo lateral serviram para determinar a area envolvida na expressao
do efeito aversivo induzido pela SP. A microinjecdo de SP 10 pmol no nucleo basolateral da
amigdala induziu um efeito aversivo em ratos avaliados no LCE, que ndo diferiu da acdo
observada ap6s a injecdo de SP no ventriculo lateral. O tratamento com SP 10 pmol na

substancia cinzenta periaquedutal dorsal ndo produziu efeito aversivo significante.

Os nossos dados mostraram também que, comparado ao grupo controle, 0s animais
que receberam SP 10 pmol no septo lateral expressaram reacOes de defesa exacerbadas no
teste do LCE, denominadas como respostas de “freezing” e “darting”. Além disso, no teste da
arena (15 min) apds a microinjecdo de SP 10 pmol no septo lateral, os animais se dividiram
em grupos de baixo e alto nivel de movimentacao, condizentes com as respostas de “freezing”

e “darting”, observadas no LCE, respectivamente.

Os tratamentos com FK 888 100 pmol, antagonista seletivo do receptor NK], e com
SR 48968, antagonista seletivo do receptor NK2 no septo lateral foram capazes de inibir o
efeito ansiogénico induzido pela SP 10 pmol, administrada no ventriculo lateral. Estes

resultados confirmam a relevancia do septo lateral como substrato neuroanatdmico
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responsavel pela mediacdo do efeito ansiogénico da substancia P, além de mostrarem que 0s

receptores taquicinérgicos NKi e NK2 da area septal lateral estdo envolvidos na expressdo da

resposta aversiva.
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