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O presente trabalho investigou o substrato neuroanatômico e o envolvimento dos 

receptores taquicinérgicos NKi e NK2 na área de maior relevância para o efeito ansiogênico 

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 reações de 

defesa extremas no teste do LCE e na arena, denominadas como respostas de “freezing” e 

“darting”, respectivamente, sendo essa ação muito mais evidente nessa área do que quando a SP 

foi injetada na região amigdalar ou no ventrículo lateral. Por outro lado, a injeção intra-septal de 

FK 8 88  (100 pmol), antagonista NKi, ou de SR 48968 (100 pmol), antagonista NK 2, no SL, 

seguido da injeção de SP (10 pmol) no ventrículo lateral, foi capaz de inibir as respostas 

aversivas induzidas pela injeção intracerebroventricular de SP. Estes resultados sugerem que o 

septo lateral parece ser um substrato neuroanatômico muito importante na mediação dos efeitos 

do tipo ansiogênico da SP e que os receptores NKi e NK2 possuem um papel importante na 

mediação deste efeito.
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RESUMO

As neurocininas estão amplamente distribuídas no sistema nervoso central (SNC), 

incluindo regiões relacionadas com o comportamento de medo e ansiedade. Estudos têm 

demonstrado que o núcleo basolateral da amígdala e a substância cinzenta periaquedutal 

dorsal parecem estar envolvidos na modulação do efeito ansiogênico da substância P (SP).

O presente trabalho investigou o substrato neuroanatômico responsável pelo efeito 

ansiogênico da SP em ratos avaliados no teste do labirinto em cruz elevado (LCE). Além 

disso, este trabalho se propôs a avaliar o envolvimento dos receptores taquicinérgicos NKi e 

NK2 na área de maior relevância para o efeito ansiogênico 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 sódico e 

hidrato de cloral (i.p.) e uma cânula foi implantada em diversas áreas do SNC, como 

ventrículo lateral (i.c.v.), núcleo basolateral da amígdala (BLA), substância cinzenta 

periaquedutal dorsal (SCPd) e septo lateral (SL). Cinco dias após as cirurgias, os animais 

canulados i.c.v. receberam 2 jj.1 de solução de fosfato tamponada (PBS) ou 2 jj.1 de 

concentrações crescentes de SP (1, 4, 10, 40 e 100 pmol), a fim de determinar a dose i.c.v. 

capaz de produzir maior efeito ansiogênico em ratos. Após determinarmos que a dose de 10 

pmol de SP é a dose i.c.v. capaz de produzir o maior efeito ansiogênico no LCE, esta dose foi 

injetada nas estruturas do sistema límbico 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 após o 

tratamento, os animais foram colocados individualmente no centro de uma arena, onde 

registrou-se diversas medidas do comportamento exploratório durante 5 min. Depois foram 

transferidos para o LCE e, por 5 min, registrou-se a freqüência de entradas e o tempo 

despendido nos braços abertos, além de parâmetros etológicos como imersão de cabeça, 

estiramento corporal e comportamento de levantar. Observamos que a SP na dose de 10 pmol 

reduziu o tempo de permanência nos braços abertos do LCE nos animais canulados na BLA, 

mas este resultado não diferiu da resposta observada após a injeção deste peptídeo i.c.v.. Os 

animais canulados na SCPd tratados com SP 10 pmol não apresentaram modificações nos 

parâmetros analisados. No entanto, os ratos que receberam SP 10 pmol no septo lateral 

expressaram reações de defesa extremas no teste do LCE e na arena, denominadas como 

respostas de “freezing” e “darting”. Os ratos que apresentaram “freezing” após a 

administração de SP intra-septal mostraram uma redução na freqüência de entradas e no 

tempo de permanência nos braços abertos do LCE, enquanto que os animais que exibiram o
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comportamento de “darting”, apresentaram um aumento no tempo de movimentação na arena. 

A dose maior de SP (40 pmol) no SL não promoveu alteração 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 ansiogênico da SP injetada no septo lateral. Foram 

implantadas duas cânulas, uma no SL e a outra i.c.v.. Cinco dias após a cirurgia os animais 

controle receberam 2 jj.1 de PBS no SL e, 5 min depois, injetou-se 2 |ul de PBS ou SP (10 

pmol) i.c.v., 0 grupo experimental foi tratado com 2 (j.1 de FK 888 (100 pmol), antagonista 

NKi, ou SR 48968 (100 pmol), antagonista NK2, no SL e, passados 5 min, 2 p.1 de 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 888 ou SR 48968 no SL e SP i.c.v. 

mostraram um comportamento similar aos animais controle na freqüência de entradas e no 

tempo de permanência nos braços abertos do LCE.

Nossos resultados sugerem que o septo lateral parece ser um substrato 

neuroanatômico muito importante na mediação dos efeitos do tipo ansiogênico da SP, pois 

essa ação da SP foi muito mais evidente nessa área que quando injetada na BLA ou mesmo no 

ventrículo lateral. O trabalho também mostrou a inibição do efeito ansiogênico da SP pelo FK 

888 e pelo SR 48968, sugerindo que os receptores NKi e NK2 possuem um papel importante 

na mediação do efeito ansiogênico 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 periaqueductal 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 of anxiogenic-like effects induced by SP.

The aims of the present study were to investigate the neuroanatom ical 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 NK2 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 p.1 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 ( 1 0  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 p.1 PBS into 

LS and PBS or SP 10 pmol into the LV, and the experimental group was treated with 2 p.1 of
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FK 888 (100 pmol), a selective NKi receptor antagonist, or SR 48968 (100 pmol), a selective 

NK2 receptor antagonist, into the LS and 2 p.1 of SP 10 pmol into the LV. Animals were 

placed in the EPM, and for 5 min the aversive responses were recorded. FK 888 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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INTRODUÇÃO

NEUROCININAS

Histórico

Von Euler e Gaddum (1931), ao procurar por acetilcolina em tecidos de cavalo, 

encontraram uma substância que estava presente no intestino e no cérebro desse animal. 

Ignorando sua estrutura e natureza química, Gaddum e Schild (1934) a nomearam de 

substância P (SP), uma das explicações para a origem deste nome vem da palavra 

“preparação”, visto que von Euler relatou ter usado uma preparação padrão, 

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 primária, um undecapeptídeo (H-Arg-Pro-Lys-Pro-Gln-Gln-Phe-Phe-Gly-Leu-Met- 

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

A identificação de substâncias presentes na pele de anfíbios e em moluscos, como a 

fisalaemina, kassinina e a eledoisina, com similaridades farmacológicas à SP (Bertaccini, 

1976; Erspamer & Melchiorri, 1980; Erspamer, 1981), levou à descoberta de uma nova 

família de peptídeos, as taquicininas, que receberam este nome por causarem uma contração 

imediata na musculatura lisa extra-vascular, o que as diferencia da bradicinina, responsável 

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

As taquicininas são, portanto, peptídeos que compartilham a mesma seqüência de 

aminoácidos da extremidade C-terminal (Phe-X-Gly-Leu-Met-NFk), no qual o X é um 

resíduo aromático (fenilalanina -  Phe ou treonina -Try) ou um resíduo alifático hidrofóbico 

(valina -  Vai ou isoleucina- Ile; Erspamer, 1981).
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Até 1980 a substância P era o único peptídeo da família das taquicininas conhecido 

em mamíferos e, com o passar dos anos, surgiram evidências de que outros membros desta 

família poderiam existir nesta classe de animais, principalmente após a descoberta de que 

taquicininas presentes em moluscos e anfíbios são capazes de produzir atividade 

farmacológica em preparações com tecidos de mamíferos (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 existência de outros 

decapeptídeos, contendo a mesma seqüência de aminoácidos C-terminal da família das 

taquicininas, presentes em mamíferos: a neurocinina A (NKA, substância K, neurocinina a) e 

a neucinina B (neuromedina K e neurocinina ß). Tatemoto e colaboradores (1985) isolaram a 

neurocinina K (NPK, neuropeptídeo K) e, em 1988, Kage e colaboradores identificaram a 

neurocinina y (NP-y, neuropeptídeo y).

Com a descoberta de três receptores taquicinérgicos e o isolamento de novas 

taquicininas em mamíferos, a nomenclatura destes peptídeos e de seus receptores tornou-se 

muito confusa. Assim, em 1986, em um simpósio em Montreal - Canadá -, concordou-se em 

usar o termo taquicininas para indicar peptídeos que compartilham da mesma seqüência C- 

terminal (Phe-X-Gly-Leu-Met-NH2) em anfíbios e moluscos, enquanto que neurocininas foi a 

designação genérica usada para peptídeos presentes em mamíferos. Além disso, os receptores 

dos mamíferos receberam a denominação de receptores taquicinérgicos NKi, NK2 e NK3 

(Henry, 1987).

Receptores taquicinérgicos

Em paralelo à identificação das taquicininas endógenas, diversas classes de

receptores taquicinérgicos foram descobertas. Iversen e colaboradores, em 1982,
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identificaram dois perfis distintos, em relação à potência das taquicininas de ligar ao seu 

receptor em uma preparação de músculo liso e propuseram a existência dos receptores SP-P e 

SP-E. Outros indícios da existência de dois locais de ligação distintos para as taquicininas 

surgiram de experimentos com peptídeos radioligantes (Beaujouan et a l, 1986; Danks et al., 

1986).

Após o acordo realizado no simpósio de Montreal (1986), os receptores presentes em 

mamíferos receberam a denominação 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 homólogo ao receptor 

taquicinérgico NK3A e 0 denominaram de receptor NK3B (para revisão ver Saria, 1999).

As atividades agonísticas da SP e peptídeos relacionados estão associadas ao 

domínio carboxi terminal, que é comum entre esses peptídeos (Mussap et a l, 1993). O 

domínio amino terminal, por sua vez, confere seletividade aos diferentes tipos de receptores 

(para revisão ver Regoli et al., 1994; Otsuka e Yoshioka, 1993). É importante relatar que as 

neurocininas podem interagir com qualquer um dos receptores taquicinérgicos, isto significa 

que estes peptídeos possuem seletividade limitada por um receptor taquicinérgico em 

particular (Regoli et al., 1989), porém sua afinidade por cada um dos tipos difere: a SP é o 

ligante fisiológico do receptor taquicinérgico do tipo NKi, a NKA do receptor NK2 e 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 superfamília dos receptores acoplados à 

proteína G e através da ativação estimulam o trifosfato de inositol (IP3) como segundo 

mensageiro, via fosfolipase C. Pode haver também a mobilização de ácido aracdônico via 

fosfolipase A2 e 0 acúmulo de monofosfato de adenosina cíclico (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 formação 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 revisão Kaczmarck, 1987; 

Nahorski, 1988).

Antagonistas não peptídicos dos receptores taquicinérgicos

A história dos antagonistas não peptídicos para os receptores taquicinérgicos NKi 

começou em 1991, quando 0 CP 96345 e o R P  67580 foram encontrados por screening dos 

componentes das coleções químicas das companhias farmacêuticas Pfizer e Rhône-Poulenc, 

respectivamente (Snider et al., 1991; Garret et al., 1991). O primeiro antagonista não 

peptídico seletivo para o receptor NK2 foi o SR 48968, que surgiu também de um screening 

de componentes químicos da companhia Sanofi Recherche (Emonds-Alt et al., 1992) e, em 

1995, surge o SR 142801, o primeiro antagonista não peptídico para o receptor NK3 (Emonds- 

Alt et al., 1995). Em conseqüência, alguns destes protótipos, com perfil antagonista 

taquicinérgico, foram utilizados como modelo molecular para a otimização química, 0 que 

promoveu um rápido desenvolvimento desta área (para revisão ver Regoli et a l, 1994).
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O desenvolvimento de moléculas antagonistas dos receptores taquicinérgicos 

representou uma grande oportunidade para explorar estas moléculas como novos agentes 

terapêuticos (Rupniak & Kramer, 1999). De uma maneira geral, estudos foram realizados em 

paralelo com os ensaios de binding, para verificar as propriedades farmacológicas destes 

antagonistas taquicinérgicos (Regoli et al., 1994). Zernig e colaboradores, em 1992, 

realizaram um dos primeiros estudos farmacológicos in vivo com um antagonista não 

peptídico NKi, o CP 96345, que, após a administração sistêmica, demonstrou uma redução da 

atividade locomotora, causada por sedação, com conseqüente alteração na performance 

motora de camundongos testados na caixa claro-escuro.

Com o avanço das técnicas de biologia molecular, estudos envolvendo a clonagem 

do receptor taquicinérgico NKi de humanos foram realizados e demonstraram que existem 

variações na seqüência deste receptor quando comparado à outras espécies (Figura 1). Entre 

ratos e humanos há cerca de 95 % de homogeneidade dos resíduos de aminoácidos que 

compõem o receptor NKi (Sundelin et al., 1992), porém as cobaias possuem 97 % de 

homogeneidade comparado ao humano, além disso, as seqüências transmembranais são 

idênticas às humanas (Gorbulev et al., 1992). Estes dados são interessantes, pois variações na 

seqüência do receptor taquicinérgico NK] com relação à espécie não afetam a potência ou 

eficácia dos agonistas taquicinérgicos, mas interferem na potência dos antagonistas não 

peptídicos (para revisão ver Saria, 1999).

Recentemente, a eficácia do MK 869, um antagonista não peptídico do receptor 

taquicinérgico NKi, biodisponível oralmente, foi demonstrada em pacientes com depressão 

maior (Kramer et al., 1998). Os testes clínicos com o MK 869 foram guiados pelas 

necessidades médicas de obtenção de uma nova droga para o tratamento da depressão e, 

também, por evidências de estudos pré-clínicos (para revisão ver Rupniak & Kramer, 1999).
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Por outro lado, a identificação de antagonistas não peptídicos dos receptores 

taquicinérgicos tem colaborado para o estudo do envolvimento destes receptores em processos 

patofisiológicos e, neste sentido, estes antagonistas ajudam a elucidar o papel do respectivo 

receptor, além de oferecerem a promessa de serem potentes agentes terapêuticos (Raffa,

1998).

•  - Aminoácidos conservados nos receptores NKj, NK2 e NK3
O - Aminoácidos alterados nos receptores NKi, NK2 e NK3

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

NEUROCININAS E SISTEMA NERVOSO CENTRAL

Localização da substância P no sistema nervoso central

A distribuição de neurônios contendo SP no sistema nervoso central é bastante difusa 

(Cooper et al., 1981; Del Fiacco et al., 1987; Ljungdahl et a l, 1978; Marksteiner et al., 1993). 

No entanto, fibras nervosas e corpos celulares imunorreativos à SP foram encontradas em 

regiões cerebrais envolvidas nas reações de defesa e ansiedade, como a amígdala, a substância 

cinzenta periaquedutal, vários núcleos hipotalâmicos, hipocampo e o septo lateral (Cuello &
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Kanazawa, 1978; Hõkfelt 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 hibridização in situ, um estudo revelou que o septo 

lateral, a região central e medial da amígdala e a substância cinzenta periaquedutal contém 

neurônios que expressam o gene da PPT-A (pré-protaquicinina A), cuja transcrição do gene 

origina o RNAm responsável pela síntese da SP e da NKA (Harlan et a l, 1989).

No mapeamento cerebral de humanos normais, áreas como o hipotálamo, hipocampo 

e amígdala apresentam intensidades significantes de SP imunorreativa, porém um estudo 

revelou que altas concentrações de SP estão localizadas no segmento interno do globo pálido 

e da substância negra, o que pode indicar a participação deste peptídeo em distúrbios do 

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

Distribuição dos receptores taquicinérgicos no sistema nervoso central

A distribuição de receptores taquicinérgicos no SNC de mamíferos demonstrou que 

regiões cerebrais implicadas em reações de defesa e ansiedade, como o hipotálamo, amígdala, 

hipocampo e substância cinzenta periaquedutal expressam densidades significantes de 

receptores para SP (Arai & Emson, 1986; Cuello & Kanazawa, 1978; Hõkfelt et al., 1987; 

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

Um estudo demonstrando a ativação de c-fos, através da administração de um 

agonista seletivo do receptor NKi no cérebro de cobaia, revelou que um grande número de 

células expressam a proteína fos em várias regiões do cérebro, tais como: córtex frontal, 

hipocampo, amígdala, tálamo, hipotálamo, septo lateral, substância cinzenta periaquedutal, 

área postrema e núcleo do trato solitário, regiões associadas com o controle da emoção, 

aprendizagem e memória e regulação autonômica (Yip & Chahl, 1999).
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Apesar de inúmeras controvérsias sobre a existência dos receptores NK2 no SNC, 

vários estudos comportamentais sugerem sua presença em inúmeras regiões do cérebro, 

incluindo a substância negra, o hipocampo (Hagan et al., 1991), o núcleo mediano da rafe 

(Mason & Elliot, 1992), além do córtex pré-frontal, área septal e área tegmental ventral 

(Otsuka & Yoshioka, 1993).

A presença de receptor taquicinérgico NK3 foi determinada em diversas áreas 

cerebrais pertencentes ao sistema límbico, tais como: núcleo medial do septo, núcleo do leito 

da estria terminal, áreas hipotalâmicas dorsal e lateral, amígdala e substância cinzenta 

periaquedutal, através de técnicas de imunohistoquímica e de hibridização in situ (Ding et al., 

1996; Shughrue et al., 1996).
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Figura 2 - Distribuição esquemática dos grupos de células e fibras que possuem 
substância P (SP) no SNC, num corte sagital do cérebro de rato. A maioria dos 
dados apresentados são derivados do rato, porém alguns provêm de outros 
mamíferos. Legenda: Cpu = caudado putamen; EP= núcleo entopeduncular; 
VMH = núcleo hipotalâmico ventromedial; MPO = área pré-óptica medial; AH = 
núcleo hipotalâmico anterior; LH = núcleo hipotalâmico lateral; LS = núcleo 
septal lateral; Amg = complexo amigdalóide; BST = estria terminal; NX = nervo 
vago; Sol = núcleo solitário; MHb = habênula mediana; IP = núcleo 
interpeduncular; VTA = área tegmental ventral; LHb = habênula lateral; DR = 
núcleo dorsal da rafe; DTg = núcleo tegmental dorsal; LDTg = núcleo tegmental 
laterodorsal; EW = núcleo Edinger-Westphal; FN = núcleo facial; PAG = matéria 
cinzenta periaquedutal central; RMg = núcleo magno da rafe; Rpa = núcleo 
pálido da rafe; ROb = núcleo obscuro da rafe; Cnf = núcleo cuneiforme; SC = 
colículo superior; MnR = núcleo mediano da rafe; PGi = núcleo retirar 
paragigantocelular; V = nervo trigeminal; SpV = núcleo espinhal trigêmeo; VII = 
fibras aferentes na face; IX = glossofaríngeo; X = nervo vago; GP = globo pálido; 
LC = loco cerúleo; VP = núcleo pálido ventral (Adaptado de Otsuka e Yashioka, 
1993).
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Figura 3 -  Representações esquemáticas de cortes frontais (nos níveis que vão de A 12.1 
até A 3.8) do SNC de ratos, arranjadas no sentido rostro-caudal, ilustrando a 
distribuição dos sítios de ligação da SP. A densidade relativa dos sítios de ligação 
é representada de acordo com uma escala que varia do cinza escuro (++++/+++), 
cinza (++) e cinza claro (+) correspondendo às áreas de maior até menor 
concentração de receptores para SP. Retirado de 0 ’Donohue et al. (1987) e 
adaptado por Baretta (1998).
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Figura 4 -  Representações esquemáticas de cortes frontais (nos níveis que vão de A 1.3 
até P 7.4) do SNC de ratos, arranjadas no sentido rostro-caudal, ilustrando a 
distribuição dos sítios de ligação da SP. A densidade relativa dos sítios de ligação 
é representada de acordo com uma escala que varia do cinza escuro (++++/+++), 
cinza (++) e cinza claro (+) correspondendo às áreas de maior até menor 
concentração de receptores para SP. Retirado de 0 ’Donohue et al. (1987) e 
adaptado por Baretta (1998).
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Lista de abreviações referentes as Figuras 3 e 4

A- Núcleo accumbens 
AA - Área anterior da amígdala 
AB- Núcleo basolateral da 
amígdala
AC - Núcleo central amigdalóide 
ACO - Núcleo cortical 
amigdalóide
ALA - Porção antero-lateral do
núcleo amigdalóide
ALP - Porção postero-lateral do
núcleo amigdalóide
AM - Núcleo medial amigdalóide
BCL - Colículo inferior
CA -Comissura anterior
CAI - Cápsula interna
CCA - Corpo caloso
CGM - Núcleo geniculado medial
Cl - Córtex cingulado
CM - Núcleo centro medial do
tálamo
CO - Quiasma óptico 
CP - Caudado-putamen 
CP - Comissura posterior 
CT - Núcleo trapezóide 
DCGL - Núcleo geniculado 
lateral dorsal
EP - Núcleo endopeduncular 
F- Fórnix
FH - Fímbria hipocampal
FMT - Núcleo mamilar talâmico
GP - Globo Pálido
GR - Núcleo grácil
HIA - Hipocampo (porção
anterior)
HL - Núcleo lateral da habênula 
HM - Núcleo medial da habênula 
IC - Núcleo intersticial de Cajal 
IP - Núcleo interpeduncular 
LC -Locus coeruleus 
LG - Camada glomerular do 
bulbo olfativo
LGI - Camada granular do bulbo 
olfativo
LL - Lemnisco lateral 
LLV - Núcleo do lemnisco lateral 
LM - Núcleo do lemnisco medial 
LMIO - Camada medular do 
bulbo olfativo

LMO - Camada molecular do
bulbo olfativo
MFB- Núcleo medial
prosencefálico
N-III - Núcleo do nervo
oculomotor
N-X - Núcleo do nervo vago 
N-XII - Núcleo do nervo 
hipoglosso
NCO - Núcleo comissural 
NCS - Núcleo central superior 
NHP - Núcleo hipotalâmico 
posterior
NIST - Núcleo intersticial da 
estria terminal
NPMD - Núcleo pré-mamilar 
dorsal
NPMV - Núcleo pré-mamilar 
ventral
NPV - Núcleo paraventricular 
hipotalâmico
NRD - Núcleo reticular pontino 
(dorsal)
NRV - Núcleo reticular pontino 
(ventral)
NT-V - Núcleo espinhal 
(trigêmio)
NT- Vd - Núcleo espinhal 
dorsomedial
NTD - Núcleo tegmental dorsal 
NTDL - Núcleo tegmental lateral 
dorsal
NTM - Núcleo do trato 
mesencefálico
NTS - Núcleo do trato solitário 
NTV - Núcleo tegmental ventral 
OA - Núcleo olfativo anterior 
OAD - Núcleo olfativo anterior 
(dorsal)
OAE - Camada externa do núcleo
olfativo anterior
OAL - Núcleo olfativo anterior
(lateral)
OAM - Núcleo olfativo anterior 
(medial)
OC - Trato olivar cerebelar
OI - Núcleo olivar 
OPE - Núcleo pré-olivar superior 
OSP - Núcleo olivar superior 
P - Tracto corticoespinhal
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Continuação da lista de abreviações referentes as Figuras 3 e 4

PCS - Pedúnculo cerebelar superior
PF - Núcleo parafascicular
PH - Núcleo do hipoglosso
PI - Córtex piriforme
POL - Núcleo pré-óptico lateral
POM - Núcleo pré-óptico medial
POS - Núcleo pré-óptico
supraquiasmático
PV - Núcleo paraventricular do
tálamo
RPOC - Núcleo reticular pontino 
SGS - Colículo superior 
SL - Núcleo do septo lateral 
SM - Estria medular do tálamo 
SO - Colículo superior (estrato 
óptico)
SR - Sulco etorrinal
ST - Estria terminal
TAD - Núcleo anterior do tálamo
dorsal
TAM - Núcleo antero medial do 
tálamo

TAV - Núcleo antero-ventral do 
tálamo
TD - Núcleo da banda diagonal de 
broca
TL - Núcleo lateral do tálamo 
TM - Núcleo medial do tálamo 
TLP - Núcleo posterior do tálamo 
TMV - Núcleo ventro medial do 
tálamo
TO - Trato óptico
TOL - Trato olfativo lateral
TPM - Núcleo postero-medial do
tálamo
TR - Núcleo reticular do tálamo 
TS-V - Núcleo espinhal do trigêmio 
TU - Tubérculo olfativo 
TV - Núcleo ventral do tálamo 
VCGL - Núcleo geniculado lateral 
ventral
VM - Núcleo motor do trigêmio 
VS - Núcleo sensorial do trigêmio 
VSP - Núcleo vestibular espinhal
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Neurocininas e psicopatologias

Nos dias de hoje, muitos esforços estão sendo feitos para o entendimento de 

psicopatologias, como a ansiedade e a depressão. No entanto, sabe-se que a regulação destes 

estados emocionais depende do balanço neuroquímico que envolve neurotransmissores como o 

GABA, a serotonina, a noradrenalina, além de neuropeptídeos com ação modulatória, entre eles 

as neurocininas (Raffa, 1998).

Devido a baixa seletividade dos receptores taquicinérgicos, houve dificuldade em se 

definir a função de cada neurocinina e pareceu mais racional se determinar a distribuição e a 

farmacologia de cada receptor taquicinérgico em particular (Saria, 1999). Há, porém, uma 

abundante distribuição de receptores taquicinérgicos no cérebro e isso está refletido pela grande 

variedade de comportamentos expressos após a administração 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), 

que de maneira geral, devem provavelmente estar relacionados com a liberação de outros 

neurotransmissores tais como dopamina, serotonina ou acetilcolina (Bristow & Young, 1994; 

Elliott & Iversen, 1986; Piot et a l ,  1995; Stõessl et a l ,  1995).

A administração central de substância P ou de outros agonistas seletivos do receptor 

NKi promovem uma exacerbação na atividade locomotora, na atenção e nos comportamentos de 

auto-limpeza (Brent et a l ,  1994; Sakurada et al., 1989), além de um aumento na pressão arterial, 

na freqüência e débito cardíaco, atividades comportamentais e fisiológicas típicas da reação de 

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

Agonistas seletivos do receptor NKi, quando administrados intracerebroventricular 

(i.c.v.) ou na substância negra, produzem respostas comportamentais nociceptivas, incluindo
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comportamentos compulsivos de coçar, morder e lamber os membros posteriores ou o abdômen e 

o tórax, em ratos e camundongos (Laneuville et al., 1988; Ravard et al., 1994; Stoessl et al.,

1995).

A distribuição de neurocininas em áreas específicas do cérebro e da medula espinhal e o 

papel destes neuropeptídeos como neuromoduladores sugerem seu envolvimento na etiologia de 

doenças neurodegenerativas, incluindo as doenças de Alzheimer, Huntington, Parkinson e a 

esquizofrenia, além de psicopatologias como ansiedade e depressão (para revisão ver Raffa,

1998).

A SP está envolvida no controle de várias respostas comportamentais, neuroquímicas e 

cardiovasculares do estresse (para revisão ver Rupniak & Kramer, 1999). Estudos neuroquímicos 

têm mostrado mudanças na quantidade de SP em distintas regiões do cérebro em resposta a 

estímulos estressantes e tanto o aumento quanto a diminuição da concentração de SP têm sido 

relatados. Ratos imobilizados e posteriormente colocados em gaiolas isoladas mostraram um 

aumento nas fibras imunoreativas à SP na substância cinzenta periaquedutal dorsal (Brodin et al., 

1994; Rosen et al., 1992). Aumentos na concentração de SP foram encontrados no septo e no 

hipocampo após o animal ter sido submetido a uma sessão de 60 minutos de choque nas patas 

(Siegel et al., 1984). Takamaya e colaboradores (1986) demonstraram haver uma diminuição na 

quantidade de SP no septo, hipocampo e corpo estriado de ratos submetidos ao estresse de 

imobilização. Estes estudos têm sugerido que a SP presente nas vias cerebrais envolvidas com 

processos de defesa são ativadas pelo estresse e, deste modo, o bloqueio farmacológico dos 

receptores NKj poderia fornecer uma nova ferramenta para o tratamento de distúrbios da 

ansiedade e depressão (Rupniak et al., 2000).
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Outro estudo demonstrou que um antagonista seletivo do receptor NKj, administrado no 

ventrículo lateral, é capaz de atenuar a expressão de c-fos no locos cerúleo de ratos submetidos ao 

estresse por imobilização. Este estudo sugere que a substância P está envolvida nas respostas 

centrais ao estresse e que o receptor NKj pode mediar efeitos terapêuticos em casos de distúrbios 

psiquiátricos relacionados à situações estressantes, como a ansiedade e a depressão (Hahn & 

Bannon, 1999).

Existem evidências pré-clínicas sugerindo que a SP é liberada no sistema nervoso 

central após um estímulo aversivo ou traumático, como demonstrado por Kramer e colaboradores

(1998), que observaram a liberação de SP no núcleo basolateral da amígdala após o estresse de 

separação neonatal. Muitos pacientes que sofrem de depressão ou ansiedade relatam histórias de 

traumas na infância ou na fase adulta (Miller et al., 1996). Deste modo, a substância P poderia 

contribuir para, ou ser a fonte da ansiedade e do medo que acompanham estes distúrbios 

psiquiátricos.

Fuxe (1981) sugere que a substância P possa estar envolvida no mecanismo de ação das 

drogas antidepressivas, visto que o tratamento subcrônico (14 dias) com drogas bloqueadoras 

seletivas da recaptação de serotonina, altera os níveis de neurocininas no cérebro e medula 

espinhal de ratos. Somado a isso, existem estudos mostrando que a administração de drogas 

ansiolíticas e antidepressivas poderia causar uma diminuição da biossíntese de substância P 

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

Semelhante ao que ocorre com drogas de perfil ansiolítico e antidepressivo, a infusão de 

antagonistas do receptor NKj (CP-99,994 e GR205171) promoveu a redução da vocalização dos 

filhotes no teste de avaliação da resposta de cobaias neonatos separados de suas mães (Rupniak et 

al., 2000). Além disso, em 1998, um  estudo duplo-cego foi conduzido para avaliar a segurança e
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a eficácia do MK 869, um antagonista do receptor NKi, biodisponível oralmente, em pacientes 

com depressão maior e com moderados níveis 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 ansiolítico nesta população de pacientes 

depressivos (Kramer et al., 1998).

Em 1986, Elliott e Iversen observaram que a injeção de substância P 

intracerebroventricular ou na área 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 

líquido cefalorraquidiano de pacientes com dor crônica e de voluntários saudáveis e encontraram 

uma relação inversa entre a intensidade de ansiedade relatada pelos pacientes e o nível de 

substância P, o que sugere que a substância P poderia ser ansiolítica.

Em 1996, Teixeira e colaboradores mostraram que a injeção central de SP e SP-metil 

éster, ambos agonistas do receptor NKi, promove um efeito do tipo ansiogênico em 

camundongos avaliados no LCE (Teixeira et al., 1996). Por outro lado, o bloqueio seletivo dos 

receptores NKi, através da administração central de FK 888, produziu uma ação do tipo 

ansiolíticá no teste do LCE (Teixeira et al., 1996). A este respeito, o CGP 49823, outro 

antagonista do receptor NKi, mostrou um efeito do tipo ansiolítico no teste de interação social em 

ratos (File, 1997).

Do mesmo modo, a administração central de agonistas (NKA e (3-Ala8-NKA) e do 

antagonista (SR 48968) seletivos para o receptor NK2 resulta em efeitos do tipo ansiogênico e 

ansiolítico, respectivamente, no LCE em camundongos (Teixeira et al., 1996). Outros estudos, 

mostraram que o tratamento sistêmico ou central de antagonistas do receptor NK 2 (GR 100679,
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SR 48969, GR 159897) reduz os comportamentos relacionados à ansiedade em diferentes 

modelos experimentais (teste de interação social, caixa claro-escuro, LCE) em camundongos 

(Bematzky & Saria, 1995; Stratton et al., 1993; Stratton et a l ,  1994), reforçando a hipótese de 

que o sistema taquicinérgico desempenha um papel modulatório nos estados de ansiedade 

experimental.

O senktide, um agonista seletivo NK3, por sua vez, produz um aumento na freqüência de 

entradas e no tempo de permanência nos braços abertos, característico de uma ação do tipo 

ansiolítica, enquanto que o tratamento central com um antagonista do receptor NK3, [Trp7 P- 

Ala8]NKA, por outro lado, produziu um efeito do tipo ansiogênico no LCE (Ribeiro et a l ,  1999).

Estudos recentes vêm demostrando que o fragmento C-terminal da SP, mas não o N- 

terminal, quando injetado no ventrículo lateral e na substância cinzenta periaquedutal dorsal 

produz efeitos comportamentais aversivos semelhante ao que ocorre com a molécula íntegra nos 

ratos testados no LCE (De Araújo et a l ,  1998; De Araújo et al., 1999; De Lima & Silveira, 

2000).

Por outro lado, Hasenõhrl e colaboradores (1998) observaram que a injeção de SP no 

núcleo basalis da região magnocelular produz efeitos do tipo ansiolítico em ratos avaliados no 

teste do LCE e da interação social. A administração periférica do antagonista NKi, o WIN 51708, 

atenua a resposta ansiolítica produzida pela injeção de SP no núcleo basalis (Nikolaus et al,

1999). Estes estudos vêm demonstrando que as neurocininas modulam diversas funções no SNC, 

inclusive as reações de medo, dependendo do local da injeção e da dose utilizada, podendo 

produzir tanto efeitos ansiolíticos como ansiogênicos.
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BASES NEUROANATÔMICAS DA ANSIEDADE

Comportamento defensivo X Ansiedade

Tanto a ansiedade como uma emoção correlata, o medo, são processos fisiológicos que 

envolvem um estado emocional de grande valor adaptativo, pois, além de detectar o perigo, são 

capazes de produzir respostas relacionadas com o comportamento de defesa (Le Doux, 1996). 

Admite-se que a principal distinção entre o medo e a ansiedade reside nas características dos 

estímulos ou das situações pelas quais estes estados emocionais são desencadeados. Enquanto o 

medo seria desencadeado por situações específicas, claras e evidentes de perigo e ameaça, a 

ansiedade seria desencadeada por situações onde o perigo é apenas potencial, vago e obscuro 

(Blanchard et al., 1990; Brain et al., 1991). É importante ressaltar que, embora distintos sob os 

aspectos mencionados acima, o medo e a ansiedade podem gerar respostas psicofisiológicas 

semelhantes, o que leva a supor a existência de mecanismos neurais comuns para estes estados 

emocionais (Zangrossi Jr., 1998).

De uma perspectiva evolutiva, as bases neurais dos estados de ansiedade teriam relação 

com os mecanismos reguladores do comportamento de defesa dos animais diante de estímulos 

ameaçadores ou em situações de perigo (Panksepp, 1590). Por isso., os estudas com animais 

utilizando lesão, estimulação elétrica ou química do sistema nervoso central contribuíram muito 

para a identificação de algumas estruturas e sistemas neurais envolvidos com a ansiedade. 

Embora os modelos animais não tenham como ampliar de maneira direta o entendimento das 

bases neurais do componente subjetivo da ansiedade normal ou patológica, eles contribuem para 

desvendar a participação de estruturas e vias envolvidas nos componentes avaliativo e expressivo 

da ansiedade (Pratt, 1992).
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De extrema importância no estudo da ansiedade é a grande variedade de distúrbios 

ansiosos que podem ser clinicamente diferenciados pela sintomatologia ou pela resposta 

terapêutica (Rodgers & Cole, 1994). Dificultando ainda mais o panorama já  existente, várias 

evidências sugerem que diferentes modelos animais podem induzir diferentes tipos de ansiedade 

e que nem sempre está claro o tipo de distúrbio ansioso desencadeado pelo modelo usado (Lister, 

1990).

O labirinto em cruz elevado (LCE) é um modelo animal que representa o paradigma da 

resposta não-condicionada a ambientes potencialmente ameaçadores. Este modelo deriva do 

trabalho de Montgomery (1955) sobre a relação entre o medo e a motivação exploratória em ratos 

e baseia-se na seguinte premissa: um ambiente novo pode gerar tanto curiosidade quanto medo, 

portanto, pode criar um típico conflito aproximação-esquiva. O LCE consiste de quatro braços, 

dois braços abertos opostos à dois braços fechados, elevados do chão. A esquiva dos braços 

abertos é concordante com a idéia que estas áreas evocam uma reação de medo maior que a 

provocada pelos braços fechados (Handley & Mithani, 1984; Pellow et al., 1985), porém todos os 

braços do labirinto provavelmente induzem medo, visto que são ambientes desconhecidos. O 

efeito aversivo ou estressante da exposição ao LCE é percebido pelo aumento dos níveis de 

corticosterona plasmática, principalmente em animais confinados nos braços 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 ótima ferramenta na avaliação dos efeitos ansiosseletivos de 

muitas drogas (File, 1992; Handley & MacBlane, 1993; Rodgers & Cole, 1994; Russo et al., 

1992). Além disso, a detecção imunohistoquímica da proteína c-fos em animais expostos ao LCE 

evidencia o envolvimento de estruturas cerebrais responsáveis pela mediação das reações de 

defesa no processamento da informação advinda da exploração do LCE (Silveira et al., 1993).
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Amígdala

Em 1939, Heinrich Klüver e Paul Bucy estudaram o efeito da lesão do lobo temporal em 

macacos e perceberam que estes animais não exibiam reações de medo ou raiva, possuíam sim 

uma tendência a examinar os objetos com a boca e apresentavam um comportamento sexual 

exacerbado. Este conjunto de sintomas foi denominado de “psychic blindness” (ou síndrome de 

Klüver e Bucy), devido a incapacidade dos animais de entender o significado emocional de um 

estímulo aversivo (Klüver & Bucy, 1939). Estudos subseqüentes mostraram que a lesão da 

amígdala foi a responsável pelo déficit emocional causado nos macacos (Horel et al., 1975; 

Weiskrantz, 1956).

A estimulação elétrica da amígdala produz reações de defesa e medo, por alterar a 

atividade autonômica e os comportamentos de orientação, habituação e exploração do animal 

(Isaacson, 1982). Em humanos, a mais comum emoção seguida após a estimulação da amígdala é 

o medo, acompanhado de manifestações autonômicas, como dilatação das pupilas, liberação de 

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

O medo pode ser expresso como uma reação aprendida a um estímulo que prediz uma 

situação de perigo (medo condicionado) ou como uma reação inata a um estímulo com 

propriedades intrínsecas que geram medo (medo incondicionado). Nos últimos anos, muitas 

pesquisas neurobiológicas sobre medo e ansiedade têm apontado a amígdala como uma estrutura 

crítica para a aquisição e expressão do medo condicionado (Davis, 1992; Graeff, 1994; Lavond, 

et al., 1993; LeDoux, 1995; Maren & Fanselow, 1996). Lesões da amígdala extinguem vários 

comportamentos relacionados com o medo condicionado (para revisão ver Fendt & Fanselow,

1999).
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A amígdala possui um complexo circuito neuroquímico, que envolve a participação da 

acetilcolina, dopamina, serotonina, noradrenalina, GABA (Alheid et al., 1995) e neuropeptídeos, 

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

Um estudo utilizando o registro de patch-clamp revelou que a SP aumenta a transmissão 

sináptica na amígdala, incrementando, particularmente, as correntes inibitórias pós-sinápticas 

(Suzuki & Konishi, 1999). Além disso, injeção de SP no núcleo basolateral da amígdala produz 

um efeito do tipo ansiogênico em ratos avaliados no LCE (De Lima & Ribeiro, 1996). Em gatos, 

a via contendo SP, que sai do núcleo medial da amígdala para o núcleo medial do hipotálamo, 

possui um papel importante na expressão do comportamento de defesa destes animais (Shaikh & 

Siegel, 1994). Estes dados reforçam o envolvimento da amígdala na mediação da resposta de 

defesa induzida pelo tratamento com substância P.

Substância cinzenta periaquedutal

Nos últimos anos, a substância cinzenta periaquedutal (SCP) tem sido relacionada a 

cinco grandes funções que incluem: regulação autonômica, vocalização, emoções relacionadas a 

medo e ansiedade, lordose reflexa característica do ato sexual, além de processamento e 

modulação da dor (Behbehani, 1995).

Devido às conexões recíprocas entre a SCP e o sistema límbico prosencefálico, a SCP 

foi postulada como pertencente à chamada área límbica mesencefálica (Nauta, 1958). A SCP é 

considerada um complexo neuroanatômico, pois é composta por várias sub-regiões capazes de 

controlar diferentes aspectos da resposta defensiva. Em ratos, a estimulação da SCP evoca a 

expressão de medo e aversão, que inclui agressão e reações de defesa, acompanhadas de 

mudanças autonômicas, tais como taquicardia, hiperventilação, aumento da pressão e do fluxo
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sangüíneo para a musculatura esquelética (Olds & Olds, 1963). Similarmente, a estimulação da 

SCP em humanos produz sensação de medo/ansiedade, bem como mudanças autonômicas 

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

Concentrações significantes de SP têm sido encontradas nas porções 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 região dorsal da SCP possui a maior densidade de 

corpos celulares e dendritos imunorreativos à SP (Barbaresi, 1998). Estes dados colaboram com a 

idéia de que este área possui um sistema taquicinérgico desenvolvido para efetuar ou organizar 

reações de defesa (De Araújo et al., 1999).

Estudos têm demonstrado que ratos expostos a eventos aversivos, tais como 

imobilização, injeção subcutânea, isolamento ou choque nas patas exibem um aumento nos níveis 

de substância P em várias áreas do sistema límbico, incluindo a substância cinzenta periaquedutal 

dorsal (SCPd; Brodin et al., 1994; Rosén et al., 1992). Além disso, a microinjeção de SP na SCPd 

produz aversão condicionada (Aguiar & Brandão, 1994; Elliott, 1988) e efeito do tipo 

ansiogênico no LCE tanto quanto a injeção intrecerebroventricular de SP (Aguiar & Brandão,

1996). Estas evidências sugerem que as reações aversivas são expressas pela SCPd, visto que esta 

área está envolvida na produção do medo (Bandler & Depaulis, 1991).

Área septal

A área septal é conhecida por estar relacionada à modulação do comportamento 

defensivo de raiva e lesões nesta área têm sido classicamente associadas com um estado de hiper- 

defesa chamado de “raiva septal” . Alberts e Chew (1980) descreveram este comportamento, 

principalmente depois de estudarem lesões envolvendo a porção rostrolateral da área septal que
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envia fibras para o circuito hipotalâmico medial envolvido com a iniciação das respostas de 

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

A área septal é vista como uma interface entre regiões límbicas telencefálicas, 

associadas com cognição e motivação, e regiões hipotalâmicas e áreas do tronco cerebral, 

relacionadas com funções autonômicas e endócrinas (para revisão ver Paxinos, 1995). Estas 

conexões sugerem que a área septal possui um envolvimento direto na expressão da ansiedade 

(Thomas, 1988).

Estudos utilizando lesão, estimulação e registro de atividade unitária sugerem um papel 

importante para este núcleo na inibição do medo. A aquisição de comportamentos que dependem 

da redução do medo são prejudicados em animais com lesão septal, tal como o comportamento de 

esquiva. Animais lesionados septalmente mostram um déficit na aquisição da esquiva passiva e 

ativa (Gray & McNaughton, 1983) e um aumento dos níveis de ansiedade no teste da interação 

social (Clarke & File, 1982). A estimulação da área septal produz reações parassimpáticas 

(Kaada, 1951) e inibe as respostas aversivas produzidas pelas estimulação de outras estruturas do 

cérebro. Gatos submetidos a estimulação do hipotálamo em regiões que causam aversão, 

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

Por outro lado, Treit e colaboradores (1993) estudaram o efeito da lesão na porção mais 

posterior da área septal lateral e medial e observaram uma redução dos níveis de ansiedade em 

modelos animais etologicamente fundamentados, como no teste do labirinto em cruz elevado e, 

também, em modelos clássicos que envolvem uma situação conflitante para o animal, como no 

teste da ocultação defensiva condicionada (Menard & Treit, 1996; Treit & Menard, 1997). 

Somado à isso, o registro da atividade da área septal mostra que as células no septo medial 

aumentam a razão de disparo na presença de estímulos que indicam uma situação aversiva
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(Thomas et a l ,  1991), enquanto que a razão de disparo das células do septo lateral aumenta na 

presença de estímulos que reduzem o estado de medo e é suprimida durante os períodos 

associados com a elevação do medo (Yadin & Thomas, 1981). Estes dados contribuem com a 

hipótese de que o septo lateral possui um papel importante no alívio da ansiedade.

Na área septal há numerosos corpos celulares GABAérgicos e colinérgicos (Costa et al., 

1983), de aminoácidos excitatórios e mais de dez peptídeos têm sido detectados, entre eles a 

substância P (Palkovits, 1984). Dentre as regiões cerebrais que geram reações aversivas, o septo 

lateral contém uma das maiores densidades de inervações de SP (Otsuka e Yoshioka, 1993). 

Além disso, a área septal possui expressão 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 área possui um sistema taquicinérgico envolvido 

na expressão das reações de defesa.

É importante, no entanto, ressaltar que o substrato neural envolvido na ação ansiogênica 

da substância P ainda não é conhecido, mas as várias evidências até aqui apresentadas sugerem 

que este peptídeo poderia agir diretamente nas vias neuronais envolvidas com a expressão das 

emoções, visto que corpos celulares contendo SP, assim como, receptores taquicinérgicos são 

expressos amplamente no septo lateral, na substância cinzenta periaquedutal dorsal e na 

amígdala. A partir dessa hipótese propusemos o trabalho aqui apresentado de avaliar o substrato 

neuroanatômico envolvido no efeito ansiogênico da substância P em ratos.
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OBJETIVOS

Geral

O objetivo do presente estudo foi investigar o substrato neuroanatômico responsável 

pelo efeito ansiogênico da substância P em ratos avaliados no teste do labirinto em cruz 

elevado. Além disso, este trabalho se propôs a avaliar o envolvimento dos receptores 

taquicinérgicos NKi e NK2 nesta resposta induzida pela administração central de substância P.

Específicos

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

objetivos intermediários como:

—> Caracterizar a ação ansiogênica da substância P injetada centralmente em ratos avaliados 

no teste do labirinto em cruz elevado;

—» Verificar uma possível ação ansiogênica da SP em regiões do sistema límbico, como 

núcleo basolateral da amígdala, substância cinzenta periaquedutal e área septal lateral, 

sabidamente envolvidas com respostas comportamentais;

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

relevância para o efeito ansiogênico induzido pela substância P.

26



MATERIAL E MÉTODOS



Elaine C. Gavioli Material e Métodos

MATERIAL E MÉTODOS

Considerações éticas

O presente trabalho envolveu procedimentos experimentais delineados de maneira tal 

que o sofrimento dos animais utilizados fosse minimizado. Em adição, procuramos utilizar 

um tamanho de amostra mínimo e adequado para as análises estatísticas e extrair o máximo de 

informações relevantes para o cumprimento dos objetivos propostos, de acordo com os 

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, após o desmame, no Biotério Setorial da Coordenadoria Especial de 

Farmacologia, Centro de Ciências Biológicas, Universidade Federal de Santa Catarina. A 

temperatura ambiente (23 ± 2o C) e ciclo de luz claro/escuro de 12 horas (luzes ligadas às 

7:00 h) foram controlados automaticamente, tanto no Biotério, como no Laboratório de 

Neurofarmacologia, onde os animais permaneceram por uma semana antes de qualquer 

manipulação experimental. Os ratos foram alojados em caixas de plástico forradas com 

serragem e tiveram livre acesso à água e à ração, exceto durante a realização 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 soluções

Foram utilizadas as seguintes drogas e soluções:
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1. Por via intra-peritoneal (i.p.):

Tiopental sódico, Thionembutal ®, ABBOTT Laboratories (Illinois, EUA).

Hidrato de Cloral, Merck (Darmstadt, Alemanha).

2. Para a administração central:

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

como solução controle: NaCl 137 mM, KC1 1,17 mM e tampão fosfato 10 mM.

Substância P (SP= H-Arg-Pro-Lys-Pro-Gln- Gln-Phe-Phe-Gly-Leu-Met-NH2), Sigma 

Chemical Co. (St. Louis, MO, EUA), neurocinina endógena com ação preferencial nos 

receptores NKi (Chang et al., 1971).

FK 888 {(4R)- 4-hidróxi-1- [1-metil-l H-indol-3 I] carbonil-propil] -L-N-benzil-N-metil- 

3-2-(2-naftil)-L-alaninamida}, gentilmente doado por Fujisawa Pharmaceutical Co. (Osaka, 

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

SR 48968 {(S) - N - metil - N- 4 [ 4-acetilamino- 4-feniIpiperidina- 2-( 3,4-ciclorofenil) 

butil] benzamida}, gentilmente doado por Sanofi Recherche (Montpellier, França), 

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

A substância P foi preparada como solução estoque (1 mM), em solução de fosfato 

tamponada (PBS) e o FK 888 e o SR 48968 foram dissolvidos em etanol na concentração de 1 

mM e estocados todos a -  20 °C em tubos de Eppendorf siliconizados. Essas drogas foram, 

posteriormente, diluídas em PBS, nas concentrações adequadas na hora do uso. É importante 

ressaltar que a solução controle dos antagonistas neurocinérgicos foi preparada com 5 % de 

etanol, para desconsiderar qualquer interferência do solvente do FK 888 e do SR 48968 na 

avaliação experimental.
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As drogas anestésicas foram diluídas em solução fisiológica de NaCl 0,9 %. O 

hidrato de cloral foi armazenado em geladeira (4o C) e ao abrigo da luz, enquanto que o 

tiopental sódico foi mantido à temperatura ambiente.

Cirurgia Estereotáxica

Os ratos foram anestesiados com tiopental sódico (20 mg/kg, i.p.) e hidrato de cloral 

(300 mg/kg, i.p.) e, após verificada a perda total dos reflexos, procedeu-se à tricotomia de 

toda a parte superior da cabeça do animal. Os ratos foram imobilizados individualmente em 

um aparelho esterotáxico (Stõelting, mod.300, USA), realizou-se a assepsia da área desejada 

com álcool iodado. Injetou-se então, uma solução de xilocaína com adrenalina 2% 

subcutaneamente, visando a formação de uma pápula, não só pelo seu efeito anestésico local, 

como também para orientar a retirada de uma pequena área ovalada de pele, para a abertura 

do campo cirúrgico. Em seguida realizou-se a raspagem do periósteo, deixando a calota 

craniana exposta. O crânio foi posicionado no aparelho esterotáxico de forma que o bregma e 

o lambda ficassem situados num mesmo plano horizontal. A calota craniana foi perfurada 

com uma broca odontológica para a fixação de dois parafusos de aço inoxidável e de uma ou 

duas cânulas guias. Para o implante das cânulas foram obedecidas as coordenadas de acordo 

com o atlas de Paxinos e Watson (1986). Os animais foram canulados nas seguintes áreas:

1. ventrículo lateral (0,8 mm posterior ao bregma; 1,5 mm lateral e 2,5 mm abaixo da 

superfície do crânio);

2. área septal lateral (0,2 mm anterior ao bregma; 1,0 mm lateral e 3,8 mm abaixo da 

superfície do crânio);

3. substância cinzenta periaquedutal dorsal (7,6 mm posterior ao bregma; 1,9 mm lateral e 

4,2 mm abaixo da superfície do crânio, em um ângulo de 22°);
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4. núcleo basolateral da amígdala (2,8 mm posterior ao bregma; 5,0 mm lateral e 6,0 mm 

abaixo da superfície do crânio)

Uma vez adaptados os parafusos e as cânulas, a área aberta foi preenchida com uma 

camada de acrílico autopolimerizável (JET Artigos Odontológicos Clássico Ltda., São Paulo, 

Brasil). Decorridos alguns minutos para a secagem total do acrílico, foi colocado um mandril 

dentro da cânula-guia que só foi retirado no momento da infusão da droga.

Após a cirurgia, cada animal foi colocado numa caixa para a recuperação, aquecida 

por uma lâmpada de 40 W, a fim de minorar a hipotermia, conseqüente à anestesia geral. 

Posteriormente, os animais foram colocados aos pares em gaiolas providas de água e comida, 

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

Cânulas

As cânulas-guias implantadas, a fim de possibilitar as microinjeções intracerebrais, 

foram confeccionadas em nosso laboratório a partir de agulhas descartáveis 25 x 7 mm 

(calibre 22 interno/28 externo). Com o auxílio de um paquímetro (General Hardware MFG. 

Inc., New York, EUA), as cânulas foram cortadas no comprimento de 16,5 mm. Um mandril, 

feito de fio de aço (n° 26), foi adaptado ao interior da cânula-guia para evitar a oclusão das 

mesmas.

Procedimentos para a administração central das drogas

Os ratos foram imobilizados manualmente e, com um alicate, foi retirado o mandril 

adaptado à cânula-guia durante o ato cirúrgico. 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 odontológicas, sendo estas 1 ,0  

mm maiores que a cânula-guia. Em cada animal foi injetado um volume de 2 |j,l das soluções, 

num período de 30 s. A agulha injetora permaneceu na cânula-guia por mais um período de

Equipamentos

Arena

Logo após a administração 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 chão deste equipamento 

foi confeccionado em acrílico preto e as paredes em acrílico transparente (Figura 5), o 

experimento foi realizado sob luz vermelha de 15 W, o que permitiu o animal se habituar à 

pouca luminosidade. Foram avaliadas as seguintes respostas comportamentais: movimentação 

espontânea dos animais (número de cruzamentos, com as quatro patas, entre as divisões do 

campo), número de comportamentos de levantar, comportamento de auto-limpeza e 

defecação.
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Figura 5 -  Arena para avaliação da atividade motora.

Labirinto em Cruz Elevado

O teste comportamental utilizado para a avaliação 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 validação comportamental, fisiológica e farmacológica do LCE para ratos.

O equipamento consiste de dois braços abertos (50 x 10 cm) e dois braços fechados 

(50 x 10 x 40 cm) opostos, em forma de cruz grega, elevado a 50 cm do chão. Os braços 

abertos são circundados por um anteparo de acrílico ( 1  cm de altura) para evitar a queda dos 

animais. Os braços abertos e fechados estão conectados por uma plataforma central (10 x 10 

cm). As paredes laterais foram confeccionadas em acrílico transparente e o chão em acrílico 

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

ansiogênica/ansiolítica.

Os parâmetros comportamentais avaliados neste teste foram o número de entradas e 

o tempo de permanência nos braços abertos e fechados do equipamento, sendo que o número 

de entradas nos braços fechados foram usados como medida da atividade locomotora 

(Rodgers et al., 1995). A entrada em um dos braços foi considerada quando o animal colocou 

as quatro patas dentro do respectivo braço. O número total de entradas foi obtido pela soma 

do número de entradas nos braços abertos e fechados. Para a análise estatística dos dados e 

confecção dos gráficos, a porcentagem de entradas nos braços abertos foi calculada dividindo- 

se o número de entradas nos braços abertos pelo número total de entradas e este índice 

multiplicado por 100 ([A/A + F] x 100). O percentual de tempo foi calculado de maneira 

semelhante: o tempo gasto nos braços abertos foi dividido pela somatória do tempo de 

permanência em ambos os braços e o quociente obtido foi multiplicado por 100 ([TA/TA + 

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

como o nível de ansiedade experimentado pelo animal.

Foram também registrados no LCE medidas etológicas de avaliação, entre elas o 

número de comportamentos de auto-limpeza e de bolos fecais, como índice de 

emocionalidade (Archer, 1973) e, também, o número de imersões de cabeça e de estiramentos 

corporais, que são medidas do comportamento de avaliação de risco (Rodgers & Cole, 1994). 

Estudos recentes demonstraram haver uma correlação entre o número de estiramentos 

corporais e a elevação dos níveis de corticosterona plasmática no teste do labirinto em cruz 

elevado (Rodgers et ai, 1999), dado interessante pois relaciona este comportamento de 

avaliação de risco com a exposição a uma situação aversiva. Todos estes parâmetros foram 

registrados durante um período de 5 min após os diferentes tratamentos, como especificado 

adiante.

Os experimentos foram realizados entre 13:00 e 18:00 horas e, antecedendo os 

experimentos, os animais foram ambientalizados às condições experimentais em uma ante- 

sala do laboratório por um período de, no mínimo, 1 h. Os equipamentos utilizados para a 

avaliação experimental estavam localizados em uma sala com luz vermelha (15 W), com 

temperatura mantida em 23 ± 2o C e, após o teste com cada animal, foram limpos com 

solução de etanol a 10 %.

As sessões experimentais foram gravadas por um VCR Philco PVC-4H10 conectado 

a uma câmera de vídeo localizada a 2 m do chão e, posteriormente, analisados. É importante 

ressaltar que o experimentador permanecia na sala durante a realização dos testes 

experimentais.
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Rota-rod

A coordenação 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 diâmetro, colocado a 45 cm de altura e girando, com auxílio de um motor elétrico, a 

2  r.p.m. Os animais foram colocados no cilindro por 1 min e registrou-se o tempo de 

permanência no cilindro giratório (em segundos) e o número de quedas do aparelho.

Protocolo experimental

O trabalho consistiu em duas etapas distintas, na etapa A foram verificados os 

efeitos da microinjeção de substância P em diferentes áreas do sistema límbico. Na etapa B, 

foram avaliados os efeitos da administração intracerebroventricular de substância P após à 

injeção de antagonistas neurocinérgicos na área septal lateral (FK 888 e SR 48968).

Na etapa A, no dia do teste, o animal era microinjetado ou com solução tamponada 

fisiológica (PBS) ou substância P nas doses de 1,4, 10, 40 e 100 pmol no ventrículo lateral, 

afim de caracterizar o efeito da SP em ratos e caracterizar a dose capaz de produzir a melhor 

ação ansiogênica e, então, seguir com a análise das estruturas cerebrais envolvidas neste efeito 

induzido pela SP.

Os animais foram injetados com PBS ou SP 10 pmol na substância cinzenta 

periaquedutal dorsal e núcleo basolateral da amígdala. Na área 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 cabeça voltada para um dos braços fechados, e o comportamento 

era registrado por um período 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 período de 15 minutos.
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Na etapa B, cada animal estava canulado no septo lateral e no ventrículo lateral. 

Desta forma, recebia uma microinjeção de PBS ou antagonista neurocinérgico, FK 888 ou SR 

48968, ambos na dose de 100 pmol, no septo lateral e, após 5 min, era microinjetado PBS ou 

substância P 10 pmol no ventrículo lateral. Após 5 min, o animal era colocado no LCE e 

procedia-se como descrito anteriormente.

É 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 então perfiindidos intracardiacamente com solução salina (NaCl 0,9 %), seguido por 

solução de formaldeído (10 %). Posteriormente, os animais foram decapitados e receberam 

um microinjeção de solução de Azul de Evans (2 p.1). Os cérebros foram removidos 

imediatamente e fixados em uma solução de formalina 10 % - sacarose 2 0  %, sendo então 

congelados e cortados em fatias de 30 p,m no plano frontal. As fatias foram preparadas em 

lâminas e coradas com tionina. Os locais das injeções foram identificados em microscópio 

óptico, sem prévio conhecimento dos dados comportamentais. Todos os animais que não 

apresentaram a localização correta das cânulas foram descartados do estudo.

Análise estatística

Os dados foram analisados pelo software Graphpad INSTAT® versão 2.05 e foram 

inicialmente submetidos ao teste uni-variado de Bartlett, para a verificação da homogeneidade 

das variâncias. Na ocorrência de valores não homogêneos, os dados foram transformados pelo 

logaritmo ou foi utilizado um teste não-paramétrico, com o objetivo de homogeneizar a 

amostra.

O tratamento e a posição da cânula foram considerados como variáveis 

independentes. No caso de 3 ou mais amostras, os dados foram submetidos ao teste de análise 

de variância (uma via) e, em seguida, ao teste de Bonferroni, porém no caso de apenas 2 

amostras era utilizado o teste t de Student não-pareado bicaudal, conforme indicado na 

legenda das figuras. Os dados foram expressos como média ± erro padrão da média (e.p.m.) e 

o nível de significância estatística considerado foi P < 0,05.
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RESULTADOS

1. Caracterização do efeito ansiogênico da substância P administrada 

intracerebroventricular em ratos

Os efeitos da administração i.c.v. de substância P, um agonista fisiológico do 

receptor NKi, na arena, no labirinto em cruz elevado e rota-rod estão representados nas 

Figuras 7 e 8 e nas Tabelas 1 e 2.

O tratamento central com substância P na dose de 10 pmol reduziu o tempo de 

permanência nos braços abertos (Figura 7A; F(5>45) = 2,57; P < 0,05), o número de entradas 

nos braços fechados (Figura 8A; F(5 45)= 2,43; P < 0,05) e o número total de entradas (Tabela 

1; F(5,45) = 2,83; P < 0,05) no LCE, perfil semelhante às drogas com efeito ansiogênico. A 

porcentagem de entradas nos braços abertos no LCE (Figura 7B; F(5 45) = 1,35; P > 0,05) e a 

atividade locomotora avaliada na arena (Figura 8B; F(54s) = 1,15; P > 0,05), assim como os 

demais parâmetros registrados no teste do labirinto em cruz elevado, arena e rota-rod (Tabela 

2) não foram modificados pela administração i.c.v. de SP.
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Figura 7 -  Efeito da injeção i.c.v. de concentrações crescentes de substância P no tempo de 

permanência (A) e na porcentagem de entradas nos braços abertos (B) no LCE em 

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

e as barras verticais indicam os EPM. O número 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 injeção i.c.v. de concentrações crescentes de substância P no número de 

entradas nos braços fechados no LCE (A) e na atividade locomotora avaliada na arena 

(B) em ratos, em um período de 5 min. Cada coluna representa a média dos resultados 

obtidos e as barras verticais indicam os EPM. O número 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 parâmetros registrados 

no teste do labirinto em cruz elevado.

Tratam ento Estiramento Levantar Auto-limpeza Im ersão de 

cabeça

Total de 

entradas

Controle 3,5 ± 0,8 11,5 ± 1,8 1,4 ± 0,5 9,2 ± 1,5 12,5 ± 1 ,4

SP 1 pmol 3,0 ± 0,7 10 ,0  ± 2,0 0,7 ± 0,3 6,4 ± 2,7 9,7 ± 2,8

SP 4 pmol 6,0 ± 2,3 7,2 ± 1,2 0,8 ± 0,4 4,2 ± 1,0 6,4 ± 1,4

SP 10 pmol 5,0 ± 1,8 6,2 ± 1,5 2,9 ± 1,1 4,6 ± 1,6 5,8 ± 1,2*

SP 40 pmol 6 ,2  ± 1,1 11,8 ± 1,3 1,7 ± 0 ,6 5,3 ± 1,3 9,8 ± 1,8

SP 100 pmol 4,4 ± 1,0 10 ,1  ± 1,8 0,4 ± 0,3 10,1 ±2,3 1 1 , 0  ± 2 ,0

Os dados estão expressos como média ± e.p.m. de 8 animais (ANOVA univariada seguida do teste de
Bonferroni).

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

registrados na arena e no teste do rota-rod.

ARENA ROTA-ROD

Tratam ento Auto-limpeza L evantar Núm ero de quedas Tem po de 
perm anência

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 2 ,2  ± 0 ,6 18,6 ± 5 ,8 2,6 ± 0,9 48,3 ± 2,0

SP 10 pmol 3,5 ± 0 ,6 18,8 ± 1 ,8 1,3 ±0,3 53,3 ±  1,7

SP 40 pmol 5,0 ± 1,0 25,0 ± 2,9 2,3 ± 0 ,8 52,0 ± 2 ,8

SP 100 pmol 3,1 ± 1,0 22,1 ± 3 ,5 1,5 ± 0 ,4 56,2 ±  2,0

Os dados estão expressos como média ± e.p.m. de 8 animais (ANOVA univariada seguida do teste de
Bonferroni).
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2. Efeito comportamental da substância P após a administração no núcleo basolateral da 

amígdala e na substância cinzenta periaquedutal dorsal em ratos

Os efeitos da administração de substância P no núcleo basolateral da amígdala e na 

substância cinzenta periaquedutal dorsal avaliados na arena e no labirinto em cruz elevado 

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

O tratamento com SP 10 pmol no núcleo basolateral da amígdala reduziu o tempo de 

permanência nos braços abertos (Figura 9A; í ]4 = 1,89; P < 0,05) no LCE, indicando um perfil 

ansiogênico para a SP na amígdala. A porcentagem de entradas nos braços abertos (Figura 

9B; U(6,io)= 18,5; P > 0,05), o número de entradas nos braços fechados no LCE (Figura 10A; 

íi4 = 1,07; P > 0,05) e a atividade locomotora avaliada na arena (Figura 10B; U(8,io)= 39,0; P

> 0,05) não foram modificados pela administração de SP no núcleo basolateral da amígdala.

Nas Tabelas 3 e 4 estão representados os parâmetros etológicos avaliados no LCE e 

na arena. A microinjeção de SP no núcleo basolateral da amígdala aumentou o número de 

comportamentos de auto-Iimpeza (Tabela 3; í]4 = 3,33; P < 0,05), reduziu o número de 

imersões de cabeça (Tabela 3; ín  = 2,11; P < 0,05) no LCE, quando comparados aos dados 

obtidos no grupo controle. Na arena, o tratamento com SP na amígdala produziu um aumento 

no comportamento de auto-limpeza (Tabela 4; t\& = 1,83; P < 0,05), enquanto que os outros 

parâmetros comportamentais não foram alterados.

Por outro lado, a administração de SP na SCPd não modificou os parâmetros 

avaliados no LCE e na arena (Figuras 11 e 12 e Tabelas 3 e 4).
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Figura 9 -  Efeito da injeção de substância P na dose de 10 pmol no núcleo basolateral da 

amígdala no tempo de permanência (A) e na porcentagem de entradas nos braços 

abertos (B) no LCE em ratos, em um período de 5 min. Cada coluna representa a 

média dos resultados obtidos e as barras verticais indicam os EPM. O número de 

animais usados em cada tratamento foi de 8 . (A) teste t de Student não-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 injeção de substância P na dose de 10 pmol no núcleo basolateral da 

amígdala no número de entradas nos braços fechados no LCE (A) e na atividade 

locomotora avaliada na arena (B) em ratos, em um período de 5 min. Cada coluna 

representa a média dos resultados obtidos e as barras verticais indicam os EPM. O 

número de animais usados em cada tratamento foi de 8 . (A) teste t de Student não- 

pareado bicaudal e (B) teste U de Mann Whitney bicaudal.
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Figura 11 -  Efeito da injeção de substância P na dose de 10 pmol na substância cinzenta 

periaquedutal dorsal no tempo de permanência (A) e na porcentagem de entradas nos 

braços abertos (B) no LCE em ratos, em um período de 5 min. Cada coluna representa 

a média dos resultados obtidos e as barras verticais indicam os EPM. O número de 

animais usados em cada tratamento foi de 8 (teste t de Student não-pareado bicaudal).
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Figura 12 -  Efeito da injeção de substância P na dose de 10 pmol na substância cinzenta 

periaquedutal dorsal no número de entradas nos braços fechados no LCE (A) e na 

atividade locomotora avaliada na arena (B) em ratos, em um período de 5 min. Cada 

coluna representa a média dos resultados obtidos e as barras verticais indicam os EPM. 

O número de animais usados em cada tratamento foi de 8 (teste t de Student não- 

pareado bicaudal)
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Tabela 3 - Efeito do tratamento com SP 10 pmol no núcleo basolateral da amígdala (BLA) e 

na substância cinzenta periaquedutal dorsal (SCPd) nos parâmetros etológicos registrados no 

teste do labirinto em cruz elevado.

Local Tratamento Estiramento Levantar Auto-limpeza Imersão de cabeça

BLA Controle 2,3 ±0,7 12 ,0  ± 2,6 1,0  ± 0,2 8,3 ±2,0

BLA SP 10 pmol 3,4 ± 0,7 7,9 ± 1,5 1,8 ± 0,5* 3,8 ±1,1*

SCPd Controle 3,7 ±0,7 6,7 ± 1,8 0,6 ± 0,3 5,7 ± 1,0

SCPd SP 10 pmol 2,7 ± 0,7 6,7 ± 1,0 1,2 ±0,3 5,5 ± 1,0

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

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

na substância cinzenta periaquedutal dorsal (SCPd) nos parâmetros etológicos registrados na 

arena.

Local Tratamento Levantar Auto-limpeza Bolo fecal

BLA Controle 19,5 ±3,8 1,9 ±0,7 2,0 ± 1,0

BLA SP 10 pmol 23,0 ±2,5 3,3 ± 0,4* 1,6 ±0,5

SCPd Controle 17,3 ±4,5 1,4 ±0,4 2,1 ± 1 ,1

SCPd SP 10 pmol 18,4 ±2,1 2,7 ±0,5 1,1 ±0,3

Os dados estão expressos como média ± e.p.m. de 8 animais (teste t de Student não-pareado bicaudal, 
* P < 0,05).
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3. Efeito comportamental da substância P após a administração na área septal lateral 

em ratos

Os efeitos da administração de substância P na área septal lateral nos 

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

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

O tratamento com SP 10 pmol no septo lateral não produziu alterações significantes 

nos parâmetros avaliados no teste do LCE (Figura 13) e arena (dados não 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 interrupção do comportamento exploratório, no qual o animal permaneceu 

tenso, imóvel, com piloereção e em estado de alerta, além de apresentar valores inferiores a 2 

% do tempo de permanência nos braços abertos do LCE. Por outro lado, a resposta de 

“darting” foi caracterizada por uma reação motora explosiva, associada ao comportamento de 

levantar, onde o animal pulava junto às paredes dos braços fechados em direção ao topo.

Foi encontrado que 50 % dos ratos apresentaram o comportamento de “freezing” 

após a administração de SP intra-septal, o que acarretou em uma redução significativa no 

tempo de permanência (Figura 13A; F(2,i2)= 30,96; P < 0,05), na porcentagem de entradas nos 

braços abertos (Figura 13B; F(2,i2) = 8,34; P < 0,05) e no número de entradas nos braços 

fechados (Figura 14A; F(2j 2)= 6,77; P < 0,05) no LCE, no entanto, sem prejuízo da atividade 

locomotora avaliada na arena (Figura 14B; F(2ji2) = 1,29; P > 0,05). Estes resultados mostram 

um perfil ansiogênico clássico para os animais que exibiram comportamento de “freezing” no 

LCE após a injeção 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” não diferiram do grupo 

controle nos vários parâmetros comportamentais registrados no LCE.
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Nas Tabelas 5 e 6 estão representados os parâmetros etológicos avaliados no LCE e 

na arena. A microinjeção de SP no septo lateral reduziu o número de imersões de cabeça nos 

animais que apresentaram comportamento de “freezing” no LCE (Tabela 5; F(2,i2) = 9,68; P < 

0,05). Os outros parâmetros etológicos avaliados na arena e no LCE não sofreram alteração 

após a injeção 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 área septal não alterou os 

parâmetros avaliados na arena e no LCE.
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Figura 13 -  Efeito da injeção de substância P na dose de 10 pmol na área septal lateral no 

tempo de permanência (A) e na porcentagem de entradas nos braços abertos (B) no 

LCE em ratos, em um período de 5 min. Cada coluna representa a média dos 

resultados obtidos e as barras verticais indicam os EPM. O número de animais usados 

em cada tratamento foi de 12 (teste t de Student não-pareado bicaudal).
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Figura 14 -  Análise comportamental de animais tratados com SP 10 pmol na área septal 

lateral no tempo de permanência (A) e na porcentagem de entradas nos braços abertos 

(B) no LCE em ratos, em um período de 5 min. Com este tratamento é possível 

observar respostas comportamentais distintas (comportamentos de freezing e darting). 

Cada coluna representa a média dos resultados obtidos e as barras verticais indicam os 

EPM. O número 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 - Análise comportamental de animais tratados com SP 10 pmol na área septal 

lateral no número de entradas nos braços fechados no LCE (A) e na atividade 

locomotora avaliada na arena (B) em ratos, em um período de 5 min. Cada coluna 

representa a média dos resultados obtidos e as barras verticais indicam os EPM. O 

número 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 injeção de substância P na dose de 40 pmol na área septal lateral no 

tempo de permanência (A) e na porcentagem de entradas nos braços abertos (B) no 

LCE em ratos, em um período de 5 min. Cada coluna representa a média dos 

resultados obtidos e as barras verticais indicam os EPM. O número de animais 

usados em cada tratamento foi de 8 (teste t de Student não-pareado bicaudal).
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Tabela 5 - Efeito do tratamento com SP 10 e 40 pmol na área septal lateral nos parâmetros 

etológicos registrados no teste do labirinto em cruz elevado. Os dados estão expressos como 

média ± e.p.m. de 6 animais (ANOVA univariada seguida do teste de Bonferroni ou teste t de 

Student não-pareado bicaudal, * P < 0,05).

Tratamento Estiramento Levantar Auto-limpeza Imersão de cabeça

Controle 4,0 ± 0,9 12,3 + 2,0 1,3 + 0,7 12 ,6  + 2 ,1

SP 10 pmol3 4,2 ± 0,9 7,0+ 1,9 1,4 ±0,9 1,6+ 0,9*

SP 10 pmol b 2,2 ± 0,5 8,8 + 2,3 0,6 + 0,2 7,4 + 2,0

SP 40 pmol 2,3 ± 0,4 6,5 ± 0,7 1,0 + 0,2 7,3 + 1,2

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 área septal lateral em alguns 

parâmetros registrados na arena e no teste do rota-rod. Os dados estão expressos como média 

± e.p.m. de 6 animais (ANOVA univariada seguida do teste de Bonferroni ou teste t de 

Student não-pareado bicaudal, * P < 0,05).

ARENA ROTA-ROD

Tratamento Auto-limpeza Levantar Número de quedas Tempo de 
permanência

Controle 3,3+ 0,8 20,5 + 3,3 1,1 ±0,5 54,1 ±2,8

SP 10 pm ola 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 2,2 + 0,4 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. Avaliação da movimentação espontânea no tempo de 15 min na arena em ratos 

tratados com substância P IO  pmol na área septal lateral

Os efeitos da administração de substância P na área septal lateral avaliados na arena 

durante 15 min estão 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 período de 15 min, que incluiu: 

movimentação espontânea, por 15 min, dividido em 3 tempos de 5 min, e tempo de 

movimentação, o tempo, em segundos, gasto para desempenhar a atividade locomotora, 

durante o período de registro (O’Neill & Liebman, 1987). Seguindo este protocolo, os animais 

que exibiram respostas de “darting” apresentaram um tempo de movimentação maior do que a 

média do grupo controle aos 5 min.

Quando se avaliou o tempo de movimentação e também a movimentação espontânea 

num período de 15 min, pode-se perceber que após a administração de SP 10 pmol intra- 

septal, 50 % dos animais apresentaram uma elevação significativa no tempo de movimentação 

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 tendência a aumentar a 

movimentação espontânea 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 não diferiram 

do grupo controle nos vários parâmetros 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 injeção de substância P na dose de 10 pmol na área septal lateral no 

tempo de movimentação (A) e na movimentação espontânea (B) na arena em ratos, em 

um período de 15 min. Cada ponto representa a média dos resultados obtidos e as 

barras verticais indicam os EPM. O número de animais usados em cada grupo foi de S 

(ANOVA univariada seguida do teste de Bonferroni, *  P <  0,05).
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4. Influência do tratamento intra-septal com antagonista NKj no efeito 

ansiogênico da substância P

Os efeitos da administração no ventrículo lateral (i.c.v.) de substância P 10 pmol, 5 

min após o tratamento com FK 888 100 pmol no septo lateral em ratos avaliados no labirinto 

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

A administração na área septal lateral do antagonista NKi (FK 888 100 pmol) inibiu 

o efeito do tipo ansiogênico produzido pelo tratamento i.c.v. com SP 10 pmol no LCE, como 

pode ser observado nos parâmetros tempo de permanência (Figura 17A; F^o) = 14,35; P < 

0,05), porcentagem de entradas nos braços abertos (Figura 17B; Fp^o) = 6,61; P < 0,05) e 

tempo despendido no braço 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 parâmetros 

etológicos avaliados no LCE não foram alterados (Tabela 7).

O tratamento intra-septal de FK 888 , antagonista NKi, não 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.).

59



Elaine C. Gavioli Resultados

80-

w o o  ra '

<n tfl
g 2  40 k.
o

EQ)
H

SL PBS 

VL PBS

X

FK 888 

PBS

PBS

SP

FK 888 

SP

B

LU

80

OO
ro ^
■Q S5
w ^O 0)c o
re 0)

0

SL PBS 

VL PBS

PBS

SP

FK888

SP

0

Figura 18 -  Efeito da administração i.c.v. (VL) de SP (10 pmol), 5 min após o tratamento 

com FK 888 (100 pmol), antagonista NKj, no septo lateral (SL) no tempo de 

permanência (A) e na porcentagem de entradas nos braços abertos (B) no LCE em 

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

obtidos e as barras verticais indicam os EPM. O número 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 administração i.c.v. (VL) de SP (10 pmol), 5 min após o tratamento 

com FK 888 (100 pmol), antagonista NKi, no septo lateral (SL), no número de 

entradas nos braços fechados (A) e no número de imersões de cabeça (B) no LCE em 

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

e as barras verticais indicam os EPM. O número 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 administração i.c.v. de SP 10 pmol, 5 min após o tratamento com FK 888 

100 pmol no septo lateral, nos parâmetros etológicos registrados no teste do labirinto em cruz 

elevado.

Ventrículo

lateral

Septo lateral Estiramento Levantar Auto-limpeza Tempo nos 

braços fechados

PBS PBS 3,0 ± 1,4 11,6 ± 1,7 2,4 ± 0,7 142,4 ±6,3

PBS FK 888 100 pmol 1,8 ±0,5 6,5 ± 1,3 1,8 ±0,5 155,5 ±23,4

SP 10 pmol PBS 3,1 ±0,6 9,6 ± 2,0 3,1 ±0,6 245,3 ± 9,7 *

SP 10 pmol FK 888 100 pmol 1,8 ±0,5 8,5 ± 1,8 1,8 ±0,5 155,8 ± 25,2#

Os dados estão expressos como média ± e.p.m. de 8 animais (ANOVA univariada seguida do teste de 
Bonferroni, * P < 0,05 quando comparado com a injeção de PBS i.c.v. + PBS intra-septal; # P < 0,05 
quando comparado com a injeção de SP i.c.v. + PBS intra-septal).
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5. Influência do tratamento intra-septal com antagonista NK2 no efeito

ansiogênico da substância P

Os efeitos da administração no ventrículo lateral (i.c.v.) de SP 10 pmol, 5 min após o 

tratamento com SR 48968 100 pmol no septo lateral em ratos avaliados no labirinto em cruz 

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

A injeção intra-septal do SR 48968 100 pmol, não promoveu qualquer efeito “per 

se”, mas inibiu a ação do tipo ansiogênica induzida pela SP 10 pmol i.c.v., como pode ser 

observado no tempo de permanência no braço aberto (Figura 20A; Fpjs) = 8,41; P < 0,05) e 

no tempo despendido no braço 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 após a administração i.c.v. de 

SP, inibiu a redução do número de entradas nos braços fechados do LCE (Figura 21B; F^jg) = 

3,58; P < 0,05), por outro lado, a porcentagem de entradas nos braços abertos (Figura 20B; 

F(318) = 3,41; P > 0,05), assim como os demais parâmetros etológicos avaliados no LCE, não 

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 administração i.c.v. (VL) de SP (10 pmol), 5 min após o tratamento 

com SR 48968 (100 pmol), antagonista NK.2, no septo lateral (SL), no tempo de 

permanência (A) e na porcentagem de entradas dos braços abertos (B) no LCE em 

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

e as barras verticais indicam os EPM. O número 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 administração i.c.v. (VL) de SP (10 pmol), 5 min após o tratamento 

com SR 48968 (100 pmol), antagonista NK2, no septo lateral (SL), no número de 

entradas nos braços fechados (A) e no número de imersões de cabeça (B) no LCE em 

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

e as barras verticais indicam os EPM. O número 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 administração i.c.v. de SP 10 pmol, 5 min após o tratamento com SR 

48968 100 pmol no septo lateral, nos parâmetros etológicos registrados no teste do labirinto 

em cruz elevado.

Ventrículo

lateral

Septo lateral Estiramento Levantar Auto-limpeza Tempo nos 

braços fechados

PBS PBS 3,0 ± 1,4 11,6 ± 1,7 2,4 ± 0,7 142,4 ±6,3

PBS SR 48968 100 pmol 4,0 ± 1,5 10,8 ±2,3 3,1 ±0,6 135,0 ±31,9

SP 10 pmol PBS 4,5 ± 1,5 9,6 ±2,1 3,2 ± 0,9 245,3 ±9,7 *

SP 10 pmol SR 48968 100 pmol 2,3 ±01,1 12,8 ± 1,7 1,5 ±0,3 158,5 ±31,3 #

Os dados estão expressos como média ± e.p.m. de 8 animais (ANOVA univariada seguida do teste de 
Bonferroni, * P < 0,05 quando comparado com a injeção de PBS i.c.v. + PBS intra-septal; # P < 0,05 
quando comparado com a injeção de SP i.c.v. + PBS intra-septal).
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DISCUSSÃO

Na primeira parte dos experimentos desenvolvidos no presente trabalho, 

demonstramos que a substância P induz um efeito aversivo em várias regiões do sistema 

límbico em ratos avaliados no teste do LCE.

A administração de substância P no ventrículo lateral produziu uma curva dose- 

resposta em forma de U, na qual a dose intermediária (10 pmol) foi efetiva, enquanto que 

doses altas (40 e 100 pmol) foram inefetivas na produção de efeitos pró-aversivos. Desta 

análise determinamos a dose de 10 pmol de substância P como a mais apropriada para reduzir 

o tempo de permanência nos braços abertos do LCE, alteração condizente com uma ação do 

tipo ansiogênica. Esta ação aversiva da SP para ratos está 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 ansiogênicos (Teixeira et al., 1996).

No entanto, apesar da substância P possuir um perfil ansiogênico, nossos resultados 

mostram que a injeção de SP diminuiu o número de entradas nos braços fechados e no total de 

entradas no LCE. Esses parâmetros têm sido correlacionados a modificações da atividade 

locomotora do animal (Rodgers et al., 1997; Rodgers & Cole, 1994). A este respeito, 

Montgomery propôs que o nível de exploração exibido pelo animal é resultado de competição 

entre dois sistemas motivacionais, um deles é o “instinto exploratório” que induz as respostas 

de exploração do ambiente e o outro é o medo/ansiedade que inibem este comportamento 

exploratório. E conhecido que os braços abertos do labirinto podem ser mais aversivos do que 

os braços fechados, porém todos os braços do labirinto provavelmente induzem medo, visto 

que são ambientes desconhecidos. O efeito aversivo ou estressante da exposição ao labirinto 

em cruz elevado é evidenciado através da elevação do limiar da dor (Rodgers & Cole, 1994), 

elevação dos níveis de condutância da pele (Suer et al., 1998) e pelo aumento dos níveis de
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corticosterona plasmática, principalmente em animais confinados nos braços abertos (Calvo et 

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

Somado à isto, em algumas circunstâncias de medo ocorre uma inibição comportamental, que 

inclui uma redução do comportamento exploratório (Gray, 1982). Esta inibição 

comportamental está relacionada com o estado de congelamento (freezing), no qual o animal 

permanece imóvel. Deste modo, drogas que induzem medo/ansiedade podem produzir 

supressão comportamental no LCE, não reduzindo apenas a preferência pelos braços abertos, 

mas também pelos braços fechados do labirinto. Alguns estudos têm demonstrado que drogas 

com perfil ansiogênico como o pentilenotetrazol, o m-clorofenilpiperazina e o FG-7142 

reduzem as entradas nos braços abertos e fechados do LCE e, consequentemente, reduzem o 

total de entradas neste braços (Cruz et al., 1995; Dawson et al., 1995; Gibson et al., 1994; 

Pellow et al., 1986). Assim, nossos resultados com a injeção i.c.v. de SP 10 pmol mostram 

que este peptídeo induz um estado aversivo capaz de produzir uma supressão comportamental 

no LCE, reduzindo a preferência pelos braços abertos e fechados do labirinto, semelhante à 

outras drogas com perfil ansiogênico. No entanto, isso ocorre sem que haja alteração da 

atividade locomotora avaliada na arena, apesar da arena ser um modelo experimental diferente 

e, por esse motivo, não se pode comparar o grau de aversão induzido pela arena e pelo LCE. É 

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 ansiogênico não apenas levam o animal a evitar os braços 

abertos do LCE, mas também promovem alterações nas medidas etológicas. Situações 

potencialmente perigosas, como é o caso de um ambiente desconhecido ou a presença de um 

predador, favorecem a exibição do comportamento de avaliação de risco (Blanchard & 

Blanchard, 1988; Blanchard et al., 1989). O número de imersões de cabeça e de estiramentos 

corporais, que são elementos posturais considerados indicativos do comportamento de
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avaliação de risco, têm mostrado serem indicadores sensíveis de drogas efetivas no LCE 

(Rodgers & Cole, 1994). Nossos resultados mostram que a administração i.c.v. de SP 10 pmol 

não alterou significantemente os parâmetros etológicos avaliados no LCE.

Deste modo, as evidências sugerem que este peptídeo poderia agir diretamente nas 

vias neuronais do sistema límbico envolvidas com a expressão das emoções, visto que corpos 

celulares contendo SP e receptores taquicinérgicos são expressos amplamente nessas áreas do 

sistema límbico. Após determinarmos a dose de 10 pmol de substância P como a dose i.c.v. 

adequada para produzir um efeito do tipo ansiogênico, demos continuidade ao nosso trabalho, * 

injetando esta dose de SP diretamente no núcleo basolateral da amígdala, na substância 

cinzenta periaquedutal dorsal e no septo lateral.

A amígdala é uma estrutura anatômica importante na expressão dos sintomas do 

medo e da ansiedade (LeDoux, 1986; Davis, 1990). Apesar do tamanho reduzido, a amígdala 

possui um complexo circuito neuroquímico, que envolve a participação da acetilcolina, 

dopamina, serotonina, noradrenalina, GABA (Alheid et al., 1995) e neuropeptídeos, tais como 

a substância P que possui um papel modulatório neste sistema (Roberts et al., 1982). Este 

peptídeo está presente, principalmente, na porção central e medial da amígdala (Harlan et a l, 

1989; 0 ’Donohue et a l, 1990; Cuello & Kanazawa, 1978). No entanto, apenas os receptores 

taquicinérgicos NKi e NK3 possuem significante expressão no complexo amigdalóide (Yip & 

Chahl, 1999; Ding et a l, 1996).

Em estudos preliminares, a injeção de SP no núcleo basolateral da amígdala produz 

um efeito do tipo ansiogênico em ratos avaliados no LCE (De Lima e Ribeiro, 1996). Nossos 

resultados confirmam esse efeito, pois o tratamento com SP 10 pmol no núcleo basolateral da 

amígdala reduz o tempo de permanência dos animais nos braços abertos do LCE. Além disso, 

esse tratamento diminui o número de imersões de cabeça que é um parâmetro etológico 

relacionado com estados de ansiedade. Estes dados reforçam o envolvimento da amígdala na
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mediação da resposta de defesa induzida pela administração central de substância P. Contudo, 

é importante ressaltar que o efeito aversivo produzido pela microinjeção de SP na amígdala 

não difere da resposta observada após a injeção deste peptídeo nos ventrículos laterais.

A substância cinzenta periaquedutal (SCP) é considerada um complexo 

neuroanatômico, pois é composta por várias sub-regiões capazes de controlar diferentes 

aspectos da resposta defensiva. Em ratos, a estimulação da porção dorsal da SCP produz 

comportamentos de luta, taquicardia e hipertensão. Por outro lado, a estimulação da parte 

ventral da SCP produz comportamentos de congelamento, bradicardia e hipotensão (Bandler 

& Depaulis, 1991).

Alguns estudos mostram que ratos expostos a eventos aversivos tais como 

imobilização, injeção subcutânea, isolamento ou choque nas patas exibem um aumento nos 

níveis de substância P em várias áreas do sistema límbico, incluindo a SCPd e que o 

tratamento com drogas ansiolíticas, como o diazepam, reduz os níveis de substância P na 

substância cinzenta periaquedutal dorsal (Brodin et al., 1994; Rosen et al., 1992; Siegel et al., 

1984).

Concentrações significantes de SP têm sido encontradas nas porções 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 região dorsal da SCP possui a 

maior densidade de corpos celulares e dendritos imunorreativos à SP (Barbaresi, 1998). 

Outros estudos vêm demonstrando que os receptores taquicinégicos NK| e NK3 são expressos 

na SCP (Yip & Chahl, 1999; Ding et al., 1996; Shughrue et al., 1996). Estes dados 

corroboram a idéia de que este área possui um sistema taquicinérgico desenvolvido para 

efetuar ou organizar reações de defesa (De Araújo et al., 1999).

A este respeito, estudos têm mostrado que a microinjeção de SP na SCPd produz 

aversão condicionada (Aguiar & Brandão, 1994; Elliot, 1988) e um efeito do tipo ansiogênico
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no LCE tão efetivo quanto a injeção intrecerebroventricular de SP (Aguiar & Brandão, 1996). 

Nossos resultados, no entanto, mostram que a SP 10 pmol injetada na SCPd não produz 

alterações comportamentais no teste do labirinto em cruz elevado e na arena. Essa 

discrepância pode ser atribuída a vários fatores referentes às condições experimentais, como a 

diferente dose usada nos estudos citados acima (aproximadamente o dobro), o fato do 

labirinto em cruz elevado ser construído de madeira e do animal não ter sido exposto 

previamente a arena, ou a um outro fator que no momento não podemos determinar e que 

deve ser melhor investigado com a repetição desses experimentos para a confirmação ou não 

dessa ausência de efeito.

A área septal, por outro lado, é conhecida por estar relacionada à modulação do 

comportamento defensivo de raiva e lesões nesta área têm sido classicamente associadas com 

um estado de hiperdefesa chamado de “raiva septal”. Alberts e Chew (1980) descreveram este 

comportamento, principalmente depois de estudarem lesões envolvendo a porção rostrolateral 

da área septal, que envia fibras para o circuito hipotalâmico medial envolvido com a iniciação 

das respostas de defesa em um ambiente de perigo (Canteras et al., 1997; Risold e Swanson, 

1997a /b).

A área septal é vista como uma interface entre regiões límbicas telencefálicas 

associadas com cognição e motivação, e regiões hipotalâmicas e áreas do tronco cerebral 

relacionadas com funções autonômicas e endócrinas (para revisão ver Paxinos, 1995). Estas 

conexões sugerem que a área septal possui um envolvimento direto na expressão da ansiedade 

(Thomas, 1988).

Na área septal foram detectados numerosos corpos celulares GABAérgicos e 

colinérgicos (Costa et al., 1983), aminoácidos excitatórios e mais de dez peptídeos, entre eles 

a substância P (Palkovits, 1984). Dentre as regiões cerebrais que geram reações aversivas, o 

septo lateral contém uma das maiores densidades de inervações de SP (Otsuka e Yoshioka,
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1993). Além disso, a área septal possui expressão significante dos receptores taquicinérgicos 

NK], NK2 e NK3 (Yip&Chahl, 1999; Otsuka & Yoshioka, 1993; Ding et al., 1996; Shughrue 

et al., 1996).

Nossos dados mostram que, comparados ao grupo controle, os animais que 

receberam SP 10 pmol no septo lateral expressaram reações de defesa exacerbadas no teste do 

LCE, denominadas como respostas de “freezing” e “darting”. O comportamento de “freezing” 

foi caracterizado pela interrupção do comportamento exploratório, no qual o animal 

permaneceu tenso, imóvel e em estado de alerta, por outro lado, a resposta de “darting” foi 

caracterizada por uma reação motora explosiva, associada ao comportamento de levantar, 

onde o animal pulava junto às paredes dos braços fechados em direção ao topo.

Quando observamos o tempo de movimentação avaliado na arena após a 

microinjeção de SP 10 pmol no septo lateral, percebemos que havia uma tendência dos 

animais se dividirem em grupos de baixo e alto nível de movimentação, condizentes com as 

respostas de “freezing” e “darting”, respectivamente, observadas no LCE.

Essas respostas lembram reações instintivas apresentadas durante a exposição a um 

predador ou em um ambiente desconhecido e são caracterizadas por reações de defesa, que 

incluem respostas de “freezing” e “circa-strike” (resposta de defesa caracterizada por 

tentativas de escape associadas ao ataque defensivo), analgesia e manifestações autonômicas, 

nas quais, provavelmente, são coordenadas por um sistema comportamental de defesa 

(Blanchard et al., 1989). Krieger e Graeff, em 1985, observaram respostas defensivas 

similares às apresentadas neste trabalho, onde 50 % dos animais expressaram reações de 

“freezing” e os outros 50 %, respostas de “darting” na arena, após a microinjeção de 

glutamato 5 nmol na SCPd, paralelo a um aumento da pressão arterial, porém, neste trabalho 

não foi levantada qualquer hipótese para explicar esses achados. No nosso caso, a dose de SP 

usada não alterou os níveis pressóricos de ratos anestesiados (Bareta, 1998).
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Claramente, apenas os animais que apresentaram “freezing” mostraram um claro 

perfil ansiogênico nos parâmetros testados no LCE, enquanto que aqueles que apresentaram 

respostas de “darting” não diferiram do grupo controle. Uma possível explicação para esse 

fato, pode ser que as respostas de “darting” refletem uma condição muito mais aversiva na 

qual os efeitos ansiogênicos podem ser encobertos quando avaliados no teste do LCE. mas 

que pode estar associada a uma maior movimentação expressa no modelo da arena. Uma 

situação similar na análise do perfil ansiogênico avaliada no teste do LCE ocorreu com 

animais que apresentaram respostas de defesa explosivas após as microinjeções de 

bloqueadores de receptores GABA na substância cinzenta periaquedutal dorsal (Schimitt et 

al., 1985).

Um efeito ansiogênico (ou a falta dele) parece depender de, no mínimo, quatro 

variáveis: o local da injeção, 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 substância P presente no septo lateral não é a responsável pelas respostas 

aversivas, mas apenas as modula, pois os animais ao receberem a mesma droga, na mesma 

dose e pela mesma via, exibem respostas aversivas diferentes de acordo com o grau de 

aversão individual induzido pelo modelo. Outro fato importante foi a dose de SP utilizada, 

visto que a injeção de SP 40 pmol no SL não denota nenhum efeito ansiogênico, sugerindo 

que uma maior disponibilidade de SP pode levar a ações em vários receptores/áreas, cuja 

somatória de efeitos não difere comportamentalmente do grupo controle.

A exposição ao LCE de animais tratados no septo lateral com SP 10 pmol promoveu 

a redução do número de imersões de cabeça nos animais que apresentaram as reações de 

“freezing”. Esse parâmetro etológico avaliado no LCE está relacionado com a capacidade 

exploratória perante um ambiente desconhecido e drogas com perfil ansiogênico reduzem este
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valor, reforçando que o tratamento com SP 10 pmol no septo lateral produz reações de 

medo/ansiedade no LCE.

Deste modo, comparando com os dados obtidos no teste de LCE após a injeção no 

núcleo basolateral da amígdala, na substância cinzenta periaquedutal dorsal ou no ventrículo 

lateral, um efeito ansiogênico mais evidente foi observado quando a SP foi injetada no septo 

lateral. Como mencionado acima, lesões no septo lateral produzem uma síndrome 

hiperdefensiva conhecida como “raiva septal” (Albert & Chew, 1980). De fato, a área septal 

lateral contém uma grande população de neurônios GABAérgicos (Risold & Swanson, 1997 

a/b) e, por sua vez, é provável que forneça fibras aferentes inibitórias para o circuito 

hipotalâmico, mediando o comportamento defensivo de raiva (Canteras et ah, 1997; Risold & 

Swanson, 1997 a/b). Portanto, o efeito ansiogênico observado após a injeção de SP pode ser 

devido a uma modulação inibitória sobre os neurônios GABAérgicos no SL e algumas 

evidências sugerem haver uma inter-relação entre o sistema GABAérgico e o neurocinérgico 

na modulação da ansiedade experimental (Ribeiro, 1999).

Um planejamento experimental importante para avaliar a especificidade de uma 

droga é a demonstração da reversibilidade dos efeitos através da co-administração, periférica 

ou central, de um antagonista apropriado do seu receptor, pois, deste modo é possível avaliar 

se a estrutura é crítica ou não para a ação da droga (Menard & Treit, 1999). Uma vez que o 

efeito ansiogênico da SP no septo lateral é mais evidente do que quando esse peptídeo é 

injetado no núcleo basolateral da amígdala, na substância cinzenta periaquedutal dorsal ou no 

ventrículo lateral, na segunda etapa do nosso trabalho, avaliamos se a área septal lateral é 

crítica para a expressão do efeito ansiogênico da SP usando antagonistas neurocinérgicos 

seletivos.

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

além disso, muitos estudos denotam a presença de receptores taquicinérgicos NK] e NK2
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nesta região. A administração de um agonista seletivo do receptor NKi no cérebro de cobaia, 

revelou que um grande número de células expressam a proteína Fos em várias regiões do 

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

Nossos resultados mostram que a injeção de substância P 10 pmol 

intracerebroventricular produz um efeito do tipo ansiogênico no LCE, verificado pela redução 

da freqüência de entradas e pelo tempo de permanência nos braços 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 0 efeito ansiogênico 

da SP. Assim, estes resultados confirmam a relevância do septo lateral como substrato 

neuroanatômico responsável pela mediação do efeito ansiogênico da substância P, além de 

sugerirem que os receptores taquicinérgicos NKi e NK2 da área septal lateral estão envolvidos 

na expressão da resposta aversiva observada.

A inclusão de um grupo controle tratado com a droga, cuja cânula esteja próxima, 

mas fora da área pré-determinada é importante para a avaliação do efetivo envolvimento da 

área escolhida no efeito observado (Menard & Treit, 1999). Assim, observamos que as 

injeções de FK 888 e SR 48968 (100 pmol) fora do septo lateral, em estruturas como o núcleo 

do leito da estria terminal e 0 caudatum putamen, não são capazes de reverter o efeito 

ansiogênico produzido pela injeção i.c.v. de SP 10 pmol em ratos submetidos ao modelo do 

LCE (dados não apresentados).

Nossos dados mostram que a injeção de FK 888 e SR 48968 no septo lateral não 

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 

administração i.c.v. de FK 888, produziu uma ação do tipo ansiolítica no teste do LCE, em 

camundongos. No mesmo sentido, a administração central do antagonista (SR 48968) seletivo 

para 0 receptor NK2 resultou em um efeito do tipo ansiolítico em camundongos avaliados no
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LCE (Teixeira et a l, 1996). Outros estudos têm mostrado que o tratamento sistêmico ou 

central de antagonistas do receptor NK2 (GR 100679, SR 48969, GR 159897) reduz os 

comportamentos relacionados à ansiedade em diferentes modelos animais (teste de interação 

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 expressão do efeito ansiogênico da SP, pode não ser o único 

responsável pela expressão das reações aversivas observadas no LCE, fator que deve ser 

melhor investigado.
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CONCLUSÕES

Nosso estudo do substrato neuroanatômico envolvido na modulação da ansiedade 

experimental pela substância P sugere que a área septal lateral parece ser de grande 

importância na expressão do efeito ansiogênico da SP e que os receptores NK] e NK2 desta 

região parecem estar envolvidos nessa modulação avaliada no LCE.

Os resultados do presente trabalho indicam que a injeção de SP em doses crescentes 

no ventrículo lateral produz efeito do tipo ansiogênico no LCE, especialmente na dose de 10 

pmol, escolhida por produzir maior aversão no LCE. A injeção de SP 10 pmol em outras áreas 

do sistema límbico, como 0 núcleo basolateral da amígdala, a substância cinzenta 

periaquedutal dorsal e 0 septo lateral serviram para determinar a área envolvida na expressão 

do efeito aversivo induzido pela SP. A microinjeção de SP 10 pmol no núcleo basolateral da 

amígdala induziu um efeito aversivo em ratos avaliados no LCE, que não diferiu da ação 

observada após a injeção de SP no ventrículo lateral. O tratamento com SP 10 pmol na 

substância cinzenta periaquedutal dorsal não produziu efeito aversivo signifícante.

Os nossos dados mostraram também que, comparado ao grupo controle, os animais 

que receberam SP 10 pmol no septo lateral expressaram reações de defesa exacerbadas no 

teste do LCE, denominadas como respostas de “freezing” e “darting”. Além disso, no teste da 

arena (15 min) após a microinjeção de SP 10 pmol no septo lateral, os animais se dividiram 

em grupos de baixo e alto nível de movimentação, 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 ansiogênico induzido pela SP 10 pmol, administrada no ventrículo lateral. Estes 

resultados confirmam a relevância do septo lateral como substrato neuroanatômico
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responsável pela mediação do efeito ansiogênico da substância P, além de mostrarem que os 

receptores taquicinérgicos NKi e NK2 da área septal lateral estão envolvidos na expressão da 

resposta aversiva.
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