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O que é essencial

1. Conhecimento cerlo, para lhe dar os instrumentos
certos para sua “viagem’;

2. Sabedoria, para lhe garantir que esta usando o
conhecimento acumulado no passado, do melhor
modo a servir ao descobrimento de sua presenga, do
seu ‘agora’;

3. Compaix3o, para ajudd-lo a aceitar os oulros, cujos
caminhos possam ser diferenfes dos seus, com
delicadeza e compreensdo, quando vocé se mover
com eles ou por meio deles ou em volta deles, no seu
proprio caminho; '

4. Harmonia, para poder aceitar o fluxo natural da
vida;

5. Crialividade, para ajudd-io a perceber e reconhecer
as novas alternativas e caminhos ndo lragados, na
*viagem’;

6. Forga, para se dispor contra 0 medo e avangar, a
despeifo da inseguranga, sem garanfia nem
pagamento;

7. Paz, para conserva-lo centralizado,

8. Alegria, para conservad-lo canlando, rindo e
dangando pelo caminho;

9. Amor, para ser seu guia continuo em diregdo ao
nivel mais afto do consciente de que o homem seja
capaz;

10. Unidade, que nos traz de volta ao ponto de onde
partimos; o ponto em que estamos unidos como nos
mesmos e fodas as coisas.

(Leo Buscaglia)
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RESUMO

O presente estudo avalia os efeitos da administragdo central de agonistas e
antagonistas seletivos dos receptores das neurocininas, NK;, NK; e NK; num modelo

experimental de ansiedade, o labirinto em cruz elevado, em camundongos.

Os animais foram injetados ic.v. com 5 pul de 1, 10, 100 e 500 pmol de substancia
P (SP) ou dos agonistas seletivos dos receptores NK;, NK; e NKs, respectivamente,
SP-metil éster (SPME), [B-Ala®|neurocinina A4+ (B-Ala) e senktide (SENK) . Outros
camundongos receberam tratamento semelhante com os compostos FK 888 (FK) ou
SR 48968 (SR), antagonistas seletivos dos receptores NK; e NK;, respectivamente, ou

veiculo (PBS).

Imediatamente apés a inje¢do das drogas, os animais foram colocados no rota-
rod, na caixa de movimentagdo espontanea ou no labirinto em cruz elevado. De
maneira geral, todas as drogas n&o alteraram a performance motora avaliada no rota-

rod, nem a ambulagdo observada na caixa de movimentagéo espontanea.

No labirinto em cruz elevado, os agonistas dos receptores NK;, SP ou SPME,
nas doses de 1 e 10 pmol reduziram significativamente a percentagem de entradas nos
bragos abertos (p < 0,05), ao contrario do antagonista desses receptores, FK, que

aumentou a percentagem de tempo dispendido nos bragos abertos (p < 0,05).

O agonista dos receptores NK;, BAla, por sua vez, promoveu um aumento na

frequéncia de entradas nos bragos fechados (p < 0,05), e o respectivo antagonista, SR,



em contraste, aumentou de maneira dose-dependente ndo sé a percentagem de

entradas como também o tempo de permanéncia nos bragos abertos do LCE (p < 0,05).

Por outro lado, o SENK, agonista seletivo dos receptores NK; também aumentou
de maneira dose-dependente o numero de entradas e o tempo de permanéncia nos

bragos abertos.

Todos os tratamentos, com exce¢do da BAla, ndo foram capazes de alterar os
parametros numero de entradas nos bragos fechados e numero total de entradas em

ambos os bracos (abertos mais fechados).

A co-injecdo de SP e FK mostrou um provavel antagonismo do efeito do agonista
pelo antagonista nos parametros frequéncia de entradas e tempo dispendido nos
bracos abertos. Os antagonistas de receptores NK; e NK;, FK e SR, no entanto, nio
foram capazes de reverter as agdes dos respectivos agonistas seletivos, SPME e BAla,

em nenhum dos parametros estudados no LCE, quando administrados conjuntamente.

Os resultados obtidos sugerem que a administragdo central dos agonistas e
antagonistas dos receptores das neurocininas podem modular a ansiedade, avaliada
no teste do labirinto em cruz elevado em camundongos. A ativagéo dos receptores NKj,
e , provavelmente, dos NK; também, leva a uma agido ansiogénica, enquanto o
blogueio desses receptores, NK; ou NK;, bem como a estimulagdo dos receptores NK;

parecem promover uma agao ansiolitica.
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ABSTRACT

The neurokinins substance P (SP), neurokinin A and neurokinin B are involved in
the regulation of several physiological and pathological functions. Such peptides, acting
via NK;, NK; and NK; receptors, seem to play a role in central functions such as
analgesia, cardiovascular control and defence behavior (Maggi et al., 1993; Otsuka e
Yoshioka, 1993; Regoli et al., 1994). Recently, it was showed that NK, antagonists
have an anxiolytic activity in some experimental models of anxiety (Stratton et al., 1993,

1994).

The present study assesses the central effects of selective agonists and
antagonists of neurokinin NK;, NK; and NK; receptors in an ethological model of
anxiety, the elevated plus-maze. Mice were injected i.c.v. with 5 ul of 1, 10, 100 or 500
pmol of SP or the selective NK;, NK; and NK; receptor agonists SP-methylester
(SPME), [B-Ala®Jneurokinin A4 (B-Ala) or senktide (SENK), respectively. Other mice
received similar doses of FK 888 (FK) or SR 48968 (SR), selective NK; and NK;
receptor antagonists or vehicle (PBS). Immediately after drug injection the animals were
placed in a rota-rod apparatus, an automated activity cage or an elevated plus-maze.
All drugs did not alter motor performance either in the rota-rod or the activity cage. In
the elevated plus-mzze test, the NK; agonists, SP or SPME, significantly reduced the
frequency of open arm entries (p < 0.05). In sharp contrast, the NK; antagonist, FK,

enhanced the percentage of time spent in the open arms (p < 0.05). On the other hand,



viii
the NK; agonist, B-Ala, just augmented the frequency of entries in the closed arms (p <
0.05), whereas the NK; antagonist SR dose-dependently increased the frequency of
entries and percentage of time spent in the open arms (p < 0.05). SENK, a NK; agonist,
also enhanced in a dose-dependent manner the number of entries and time spent in
open arms. All treatments, except B-Ala, failed to affect the number of entries in the
closed arms and the total number of entries (open plus closed arms). The co-injection
i.c.v. of agonists and antagonists of NK; and NK; receptors, i.e., SP plus FK, SPME plus

FK and B-Ala plus SR, respectively failed to show an antagonism of the agonists’effects.

In conclusion, the results obtained suggest that the centrally administered
neurokinin receptor agonists and antagonists can modulate anxiety, as evaluated in the
elevated plu;maze test in mice. NK; activation promotes an anxiogenic effect, while
blockade of NK; or NK; receptors, as well as NK; stimulation seem each to promote an
anxiolytic action. Further experiments are underway to re-evaluate the effects of
combined treatment of NK-receptor agonists and antagonists, injected in different
routes, in this model. The cellular mechanisms and sites of action underlying the

influences of NK receptor systems in anxiety remain to be elucidated.



1. INTRODUCAO

Nos ultimos 20 anos vém se acumulando evidéncias de que um grande numero
de peptideos esta presente nos neurdnios do sistema nervoso central (SNC). Desde
entao, seu provavel papel como neurotransmissores tem sido extensamente discutido.
Snyder, j@ em 1980, antecipou que o nuimero de neuropeptideos ativos no SNC
excederia a 200. Os inumeros trabalhos subsequentes parecem confirmar ndo s6 essa
previsdo, mas também a importancia desses peptideos em diversas funcgbes

fisiolégicas e patologicas (Hokfeit et al., 1984; Myers, 1994).

A substancia P (SP) foi o primeiro neuropeptideo a ser descoberto, tendo sido
identificado por von Euler e Gaddum (1931) no cérebro e no intestino de cavalos. A
origem dessa denominagéo, substancia P, vem das palavras “preparagdo” ou “p6”, pois
von Euler dizia ter usado uma preparagdo padrdo na forma de pdé seco,
convenientemente abreviada por “P” (Otsuka e Yoshioka, 1993). Vérias tentativas
foram feitas no sentido de estuda-la nas décadas de 50 e 60, embora a purificagdo e a
determinag&o de sua estrutura primaria sé tenha ocorrido no inicio dos anos 70 (Chang
e Leeman, 1970; Chang et al., 1971), sendo que em 1971 Tregear et al. a
sintetizaram. A caracterizagdo da SP, a partir do hipotalamo de bovinos, evidenciou
que esse peptideo pertence a familia das taquicininas, que possui a mesma sequéncia
de aminoacidos no carbono (C) terminal: Phe-X-Gly-Leu-Met-NH,, onde “X” &, ou um
residuo aromatico (Phe, Tyr) ou um residuo alifatico hidrofébico (Val, lle; Erspamer,

1981). Sob a denominagdo comum de taquicininas (TKs) esta agrupada uma série de



peptideos com provaveis fungdes de neurotransmissao/ neuromodulagio central. Esta
denominag&o decorre do fato desses peptideos induzirem uma despolarizacdo réapida
do musculo liso em contraste com a bradicinina, peptideo j& conhecido na época, que

realiza a mesma agéo lentamente (Bertaccini, 1976).

Desde a descri¢do e isolamento da SP, outros membros da familia das TKs
foram também isolados de outras espécies que ndo-mamiferos, como a fisalaemina e
kassinina (pele de sapo) e a eledoisina (glandulas salivares da Eledone moschata;
Erspamer, 1981). Ha cerca de 10 anos atrds, o unico membro da familia das TKs
reconhecidamente presente no SNC de mamiferos era a SP. Entretanto, em 1983,
quatro grupos de pesquisadores independentes (Kangawa et al., 1983; Kimura et al.,
1983; Maggio et al., 1983; Schimada et al., 1987) relataram a existéncia de duas outras
TKs no SNC de mamiferos: a neurocinina A (NKA, substancia K, neuromedina o ou
neurocinina alfa) e a neurocinina B (NKB, neuromedina K). Além disso, Tatemoto et al.
(1985) isolaram outra TK, a neurocinina K (neuropeptideo K) e, mais recentemeénte,
uma quinta TK, a neurocinina y (neuropeptideo y), foi identificada por Kage et al.(1988;
ver tabela 1). Na verdade, a denominagdo TKs refere-se aos peptideos de nado-
mamiferos, identificados por Erspamer e colaboradores. Os peptideos de mamiferos,
por sua vez, s&o mais apropriadamente designados como neurocininas (NKs), de
acordo com a sugestéio obtida no encontro de Maidstone e confirmada no Simpésio de
Montreal (Regoli et al., 1994). Na presente dissertacdo empregaremos esta ultima

terminologia, Nks, sempre que nos referiimos a esses peptideos.



Tabela 1 - Seqiiéncia de aminoacidos das neurocininas e taquicininas naturais. A seqiiéncia do

carbono (C) terminal comum aos peptideos da familia das taquicininas encontra-se em negrito

ORIGEM = NEUROCININA / SEQUENCIA DE AMINOACIDOS ’ REFERENCIA
_ TAQUICININA :
Mamiferos SP H-Arg-Pro-Lys-Pro-Gin-Phe-Phe-Gly-Leu-Met-NH, : Von Euler e Gaddum, 1931
NKA H-His-Lys-Thr-Asp-Ser-Phe-Val-Gly-Leu-Met-NH2 Kimura et al., 1883; Nawa et al,,
NKB H-Asp-Met-His-Asp-Phe-Phe-Val-GIy-Leu-Met-NH2 Kimura et al.,, 1983; Kangawa et
al, 1983
Neuropeptideo K H-Asp-Ala-Asp-Ser-Ser-ile-Glu-Kys-Gln-Val-Ala-Leu-Leu- Tatemoto et al., 1985
(NPK) Lys-Ala-Leu-Tyr-Gly-His-Gly-lle-Ser-His-Arg-His-Lys- :

Thr-Asp-Ser-Phe-Val-Gly-Leu-Met-NH2 5
Neuropeptideoy H-Asp-Ala-Gly-His-Gly-Gln-lle-Ser-His-Lys-Arg-His-Lys- Kage et al., 1988

(NPy) Thr-Asp-Ser-Phe-Val-Gly-Leu-Met-NH2 i
Néo Eledoisina pGlu-Pro-Ser-Lys-Ala-Phe-le-Gly-Leu-Met-NH2 Erspamer e Anastasi, 1962
mamiferos (Ele) (Elfedone moschata)
Fisalaemina pGlu-Ala-Asp-Pro-Asn-Lys-Phe-Tyr-Gly-Leu-Met-NH2 Erspamer et al., 1964
(PHy) (Physalaemus fuscumaculatus)
Kassinina H-Asp-Val-Pro-Lys-Ser-Asp-Gly-Phe-Val-Gly-Leu-Met- Anastasi et al., 1977
(Kas) NH2 (Kassina senegalensis) :

Adaptado de Regoli et al. (1994).

1.1 - Sintese e distribuigdo das neurocininas

Trabalhos recentes, empregando técnicas de biologia molecular e analise
sequencial de DNAc, revelaram que as NKs s&o sintetizadas a partir de dois genes
distintos: o gene da PPT-1 ou PPT-A (pré-prétaquicinina A) e o gene da PPT-ll ou PPT-
B (pré-prétaquicinina B), no corpo celular. A transcrigdo do gene da PPT-A origina a
producdo de trés RNAm de NKs distintas (aifa, beta e gama-pré-prétaquicininas). A
PPT-l-a origina a SP, enquanto a PPT-I-B origina tanto a SP quanto a NKA, e ainda um

analogo da NKA expandido na por¢do NH,, o NPK A PPT-l-y origina tanto a SP



quanto a NKA, e aincla o analogo da NKA expandido na por¢ao NH,, o NPy (Nawa et
al., 1983, 1984; Kotani et al., 1986; Bonner et al., 1987; Krause et al., 1987; Maggio et
al., 1983; Guard e Watson, 1991). A PPT-Il, por sua vez, codifica a informacéo para a
sintese de uma proteina precursora da NKB (Dornan et al., 1993), como

esquematizado na figura 1.

Figura 1 - Esquema da origem dos peptideos neurocinérgicos e seus precursores em mamiferos.
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Adaptado de Regoli et al. (1994).




As NKs sdo armazenadas em grandes vesiculas sinapticas com um tamanho
aproximado de 100 nm (para efeito de comparagdo, a vesicula que armazena
noradrenalina, por exemplo, é de 50 nm) e que ficam Ipcalizadas na regido terminal do
axonio (Maggi et al., 1993). A liberagéo do conteudo dessas vesiculas para a fenda
sinaptica ocorre por: 1) estimulos externos como capsaicina, potassio ou outros
agentes capazes de induzir despolarizagdo neuronal, ou 2) condi¢oes
fisiopatologicas, podendo bcorrer durante o peristaitismo intestinal, apds estimulos
térmicos na pele, por aplicagdo de estimulos dolorosos e ndo dolorosos na medula, ou
ainda podem ser liberadas durante o processo inflamatério. Tanto em um como no

outro processo, a liberagéo das NKs é caicio-dependente (Otsuka e Yoshioka, 1993).

A SP é sintetizada como um grande precursor, como acontece com 0s outros
peptideos neurotransmissores. As aminas do carbono terminal sdo derivadas de alfa-
aminogrupos de residuos de Gly adjacentes. As formas precursoras extensas de SP
estdo presentes somente nos axonios e corpos celulares de elementos nervosos que
sintetizam essa substancia (Kream et al., 1985). A enzima responsavel pela maturagéo
e amidacdo da SP € uma monooxigenase, a peptidilgiicina alfa-amidase, dependente

de cobre (Marchand et al., 1990).

As NKs estdo amplamente distribuidas tanto no SNC quanto na periferia (Helke
et al., 1990; Otsuka e Yoshioka, 1993). Na periferia,' as NKs sdo encontradas numa
variedade de o6rgdos principalmente nos neurdnios aferentes primarios da raiz do
ganglio dorsal sensiveis a capsaicina, que, na verdade, sdao a fonte neuronal mais
comum de NKs . Os principais neurnios que possuem NKs , além dos neurbnios

aferentes, séo: 1) os neurdnios intrinsecos do intestino, segunda maior fonte de NKs ,



especialmente os neurdnios dos plexos mioentérico e submucoso (Emson, 1979, para
revisdo ver Jessel, 1983 e Bartho e Holzer, 1985); 2) os neurdnios simpaticos (Kessler
et al., 1981; Kessler et al., 1983; Roach et al., 1987) e 3) os neurdnios parassimpaticos
que inervam as glandulas salivares e a bexiga de cobaia (Sharkey e Templeton, 1984;
Al-Hadithi, Stauber e Mitchell, 1988) , além dos neurdnios do SNC, como descrito

adiante.

A distribuicdo da SP no SNC tem sido extensivamente investigada por técnicas
imunocitoquimicas (Nilsson et al., 1974; Hofkelt et al., 1975; Chan e Palay, 1977; Pickel
et al.,, 1977; Cuello e Kanazawa, 1978; Ljungdahl et al., 1978; Barber et al., 1979;
Sakanaka et al., 1981; Artynyshyan et al., 1985; Uda, 1985; Standaert et al., 1986;
Takatsuji et al., 1990) e através de técnicas de histoquimica de hibridizagdo in situ
(Warden e Young, 1988; Harlan et al., 1989). A SP estd presente em altas
concentragdes em terminais de nervos aferentes sensoriais do corno dorsal da medula
espinhal e também em nucleos de nervos cranianos. Dentro do cérebro, a SP esta
mais concentrada nos neurdnios nigroestriatais, encontrando-se também em altas
concentracdes no hipotalamo, septo, amigdala e na regido do nucleo basal
magnocelular - globo palido ventral / complexo da substancia inominata (Brownstein et

al., 1976; 1977; Cuello e Kanazawa, 1978; Cuello et al., 1985).

A distribuicdo da neurocinina A (NKA) é similar a distribuicdo da SP. As vias
neuronais contendo NKB, por outro lado, ndo estdo ainda bem documentadas (Otsuka

e Yoshioka, 1993).



A SP frequentemente coexiste com outras neurocininas no mesmo neurdnio,
mas também comumente coexiste ou interage intimamente com neurotransmissores
classicos, tais como a dopamina (DA), acetilcolina, opidceos, serotonina e GABA, a
semelhanca do que ocorre com outros neuropeptideos (Pernow, 1983; Hokfelt et al.,

1987; Chang, 1988).

1.2 - Neurocininas e SNC

As NKs estdo ubiquamente distribuidas no SNC, como pode ser constatado na
figura 2. A SP esta presente no neocértex em baixas concentragées (Brownstein et al.,
1976; Kanazawa e Jessell, 1976; Ljungdahl, Hokfeit e Nilsson, 1978; Hayashi e
Oshima, 1986; Taquet et al., 1988). O nucleo caudado e o putamen contém
relativamente altos niveis de SP (Beach e McGeer, 1984), sendo que cerca de 70% do
total desses neurdnios estriatais, no rato, sdo neurdnios espinhais de tamanho médio
que se projetam para a substancia negra, area tegmental-ventral e o globo palido
(Bolam et al., 1981; Loopuijt e Van der Kooy, 1985). Acredita-se que a principal fonte
de terminais imunorreativos & SP no»globo palido sejam os neurdnios de projegbes
estriatais (Nauta e Mehier, 1966; Haber e Nauta, 1983). Em primatas, o segmento
interno do globo palido dorsal e palido ventral é preenchido totalmente por uma firme
rede de fibras imunorreativas a SP, enquanto que o segmento externo do globo pa’lid.o
apresenta baixa imunorreatividade & SP (Beach e McGeer, 1987; Haber e Watson,

1985).



FC

Figura 2 - Distribuigdo esquematica dos grupos de células e fibras que possuem substancia P
(SP) no SNC, num corte sagital do cérebro de rato. A maioria dos dados apresentados s&o
derivados do rato, porém alguns provém de outros mamiferos. Legenda: CPu = caudado putamen;
EP = niicleo entopenducular; VMH = niicleo hipotaldmico ventromedial; MPO = area pré-6ptica
medial; AH = nucleo hipotalamico anterior; LH = nucleo hipotalamico lateral; LS = nicleo septal
lateral; Amg = complexo amigdaldide; BST = estria terminal; NX = nervo vago; Sol = nicleo
solitario; MHb = habénula mediana; IP = nicleo interpeduncular; VTA = area tegmental ventral;
LHb = habénula lateral; DR = nicleo dorsal da rafe; DTg = nicleo tegmental dorsal; LDTg =
nucleo tegmental laterodorsal; EW = niicleo Edinger-Westphal; FN = nicleo facial; PAG = matéria
cinzenta periaquedutal central; RMg = nucleo magno da rafe; RPa = nicleo palido da rafe; ROb =
nicleo obscuro da rafe; Cnf = nicleo cuneiforme; SC = coliculo superior; MnR = nicleo mediano
da rafe; PGi = nicleo reticular paragigantocelular; V = nervo trigeminal; SpV = nicleo espinhal
trigémeo; VII = fibras aferentes na face; IX = glossofaringeo; X = nervo vago; GP = globo palido ;
LC = loco certleo; VP = nicleo palido ventral ( Adaptado de Otsuka e Yoshioka, 1993). -



Na verdade, entre as vérias regides do cérebro,a substancia negra é a que
contém niveis mais elevados de SP (Brownstein et al., 1976; Kanazawa e Jessel, 1976;
Gale et al.,, 1978; Emson et al., 1980; Cooper et al., 1981; Douglas e Brownstein,
1982). As fibras nervosas contendo SP fazem contato sindptico com os neurdnios
dopaminérgicos da area tegmental ventral (Tamiya et al., 1990) que, por sua vez,
enviam axdnios para o nucleo accumbens, cértex pré-frontal e outras regies do
prosencéfalo. Os neurdnios dopaminérgicos na area tegmental ventral inervam
particularmente o nucleo accumbens. A ativagdo dessa via mesolimbica leva
provavelmente ao aumento da atividade locomotora observado quando da
administragéo local de SP (Randrup e Munkvad, 1966; Kelly, Sevouir e Iversen, 1975).
Estudos imuno-histoquimicos tém mostrado que os terminais que contém SP também
fazem contato com neurbnios colinérgicos no nucleo prosencefélico basal de ratos

(Bolam et al., 1986) e humanos (Beach et al., 1987).

Por outro lado, embora as concentracdes de SP no hipocampo de mamiferos
sejam baixas, elas sdo duas a dez vezes mais elevadas que em outras regies
corticais, tanto em macacos quanto em humanos (Kanazawa e Jessel, 1976; Cooper et
al., 1981; Hayashi e Oshima, 1986; Beal e Mazurek, 1987). Dentro do hipocampo, os
terminais nervosos contendo SP estdo distribuidos predominantemente na camada
piramidal e granular, enquanto que o0s corpos celulares ricos em SP sao
particularmente abunclantes na camada polimérfica (Vicent e McGeer, 1981; Sakamoto
et al., 1987; Del Fiacco et al., 1987). Comparativamente, as concentragdes de SP na
amigdala sdo consideravelmente altas em ratos e baixas em humanos (Kanazawa e

Jessell, 1976; Cooper et al., 1981). Em estudos de radioimunoensaio com SP em
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cérebro de ratos, o nucleo interpeduncular € o segundo em concentragcoes de SP,

perdendo somente para a pars reticulata da substancia negra (Brownstein et al., 1976).

O hipotalamo de mamiferos, por sua vez, contém umé alta concentracéo de SP
(Brownstein et al, 1976; Kanazawa e Jessel, 1976; Cuello e Kanazawa, 1978;
Ljungdahl et al., 1978; Tsuruo et al.,, 1983; Panula et al., 1984), enquanto foram
observadas concentragbes apenas moderadas de fibras imunorreativas a NKs
distribuidas em todos os nucleos do talamo de macaco e humanos, excegéo feita aos
nucleos ventrais postero-lateral e intermédio, que sdo completamente desprovidos de
fibras imunorreativas a esse neuropeptideo (Cooper et al., 1981; Molinari et al., 1987;
Hirai e Jones, 1989). Uma distribuicdo similar de fibras imunorreativas & SP foi
_encontrada na substancia gelatinosa do ntcleo espinhal do trigémeo e na medula
espinhal de rato (Cuello et al., 1978; Del Fiacco et al., 1980; Priestley et al., 1982),

principalmente nas laminas | e Il externas (Priestley et al., 1982).

O nucleo do trato solitario (NTS) também possui concentragbes elevadas de
SP, enquanto que as concentragdes de NKA e NKB ai encontradas sé@o mais baixas
(Nagashima et al., 1989). Os nucleos da rafe apresentam densidades médias de
imunorreatividade a $P (Ljungdahl et al., 1978), enquanto os nervos terminais que
formam sinapses axodendriticas com os neurdnios noradrenérgicos do loco ceruleo
também apresentam imunorreatividade a SP (Pickel et al., 1979). No nucleo
intermediolateral (IML) os receptores de NKs estdo localizados nos neurdnios pre-
ganglionares simpaticos (Maurin et al.,, 1984). No entanto, uma maior densidade de
fibras imunorreativas & SP, além dos receptores para esse néuropeptideo, tem sido

observada no nucleo parassimpatico sacral (NPS; Hancock, 1979). Ja o corno ventral
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da medula espinhal contém uma quantidade significante de SP, sendo sua maior fonte

a via descendente do nucleo da rafe medular (Jessel et al., 1979).

1.3 - Receptores das neurocininas

As respostas biologicas das principais NKs em mamiferos sdo mediadas por
alguns tipos de receptores farmacologicamente definidos, trés dos quais foram
recentemente clonados: NK;, NK: e NK; (Regoli et al., 1989; Nakanishi, 1991;

Seabrook, 1995).

As NKs endbdgenas, SP, NKA e NKB, ligam-se preferencialmente, mas néo
exclusivamente, aos receptores NK;, NK; e NK;, respectivamente (Regoli et al., 1988,
Helke et al., 1990, Iversen et al., 1990). A SP é o agonista preferencial para o receptor
do tipo NK;, enquanto que a NKA, o NPy e a NKA(3-10) demonstram alta afinidade
para o NK; e a NKB para o receptor NK; (Regoli et al., 1988; Helke et al., 1990). A
distribuicdo dos trés diferentes tipos de receptores tem sido investigada empregando-
se técnicas farmacolégicas autorradiograficas, de radioligantes e, mais recentemente,

também de biologia molecular (Regoli et al., 1989; Nakanishi, 1991; Seabrook, 1995).

Os trés tipos de receptores sdo constituidos de pequenas broteinas com 350 a
500 residuos de aminoacidos e pertencem a superfamilia de receptores semelhantes
aos da rodopsina, com sete dominios hidrofébicos transmembrana, conectados pelas

alcas intra e extracelulares. Esses receptores mostram forte semelhanga com os
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receptores adrenérgicos e muscarinicos, além de numerosos outros receptores

acoplados as proteinas G (Regoli et al., 1994).

Os receptores NK; sdo codificados pelo gene spr e apresentam a seguinte
ordem de afinidade pelas NKs naturais: SP > NKA > NKB. Esses receptores foram
isolados no cérebro e glandulas salivares de rato (Yokota et al., 1989; Hershey e
Krause, 1990), em linfoblastos IM-9 (Gerard et al., 1991; Takeda et al., 1991), pulmao
humano (Gerard et al., 1991; Hopkins et al., 1991) e no genoma de camundongo
(Sundelin et al., 1992). Os receptores NK; estdo localizados principalmente no bulbo
olfatério, corpo estriado, hipocampo e loco certieo no SNC. Pertencem a superfamilia
de receptores acoplados a proteina G, cuja ativagdo leva a estimulagdo da via dos
fosfoinositideos e elevagdo do calcio intracelular (Nakanishi, 1991; Guard e Watson,
.1991). Lew et al. (1990) sugeriram uma heterogeneidade de receptores NK;, propondo
a existéncia de subtipos NKi;A e NK;B. A esse respeito, Sakurada et al. (1991)
confirmaram, através de estudos funcionais, a existéncia desses subtipos na medula de
camundongos, enquanto Petitet et al. (1992) propuseram também a existéncia desses

subtipos no ileo de cobaia.

Os receptores NK;, por sua vez, sdo codificados pelo gene skr, e apresentam a
seguinte ordem de afinidade: NKA > NKB >> SP. Esses receptores foram isolados de
estdmago de bovinos (384 aminoacidos; Masu et al., 1987), estomago de ratos (390
aminoacidos; Sasai e Nakanishi, 1989), traquéia humana (398 aminoacidos; Gerard et
al., 1990; Graham et al., 1991), jejuno humano (398 aminoacidos; Kris et al., 1991) e
genoma de camundongos (384 aminoacidos; Sundelin et al., 1992). Apesar de

inimeras controvérsias sobre a existéncia dos receptores NK, para NKs no SNC,



13

varios estudos comportamentais sugerem sua presenga em inumeras regides do
cérebro, incluindo a substancia negra (Hagan et al., 1993), o corpo estriado (Poncelet
et al., 1993), o nucleo mediano da rafe (Mason e Elliot, 1992) e o hipocampo (Hagan et
al., 1993). Outras regibes que apresentam receptores do tipo NK; sdo o cértex pré-
frontal, o septo e a area tegmental ventral (Otsuka e Yoshioka, 1993). Esse subtipo de
receptor neurocinérgico também pertence a superfamilia de receptores acoplados a
proteina G e com produgdo de fosfoinositideos. Alguns estudos funcionais classificam
esses receptores em subtipos NK:A e NK,B (Dion et al., 1990; Brunelleschi, 1992;

Maggi et al., 1992).

Ja os receptores NKs, codificados pelo gene nkr, tém afinidade por NKB > NKA
> SP. Os receptores NK; foram isolados do cérebro de rato e possuem 452
aminoacidos (Shigemoto et al., 1990). Sua localizagdo no SNC é a seguinte: cortex,
hipocampo, nucleo interpenducular, além das Iaminas | e Il da medula espinhal (Otsuka
e Yoshioka, 1993). Esses receptores sdo também ligados a produgdo de
fosfoinositideos, via estimulagdo da fosfolipase C (PLC), por uma proteina G acoplada
ao receptor. No entanto, esses sd&o os receptores menos estudados e, até
recentemente, ndo se dispunha de agonistas ou antagonistas com alta seletividade
para os receptores NKs. Para um resumo dessas informagdes sobre os receptores de

neurocininas ver a tabela 2.

Outros estudos recentes demonstram a existéncia de receptores para as NKs
também em linhagens de células gliais de ratos, em culturas de astrécitos de
camundongos e ratos, em linhagens de células de astrocitoma de humanos e em

cicatrizes gliais do nervo optico transectado do coelho (Perrone et al., 1986).
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Tabela 2 - Caracteristicas farmacolégicas principais dos receptores de neurocininas.

RECEPTORES NK; NK; NKs

Ordem de poténcia dos|SP > NKA > NKB NKA >NKB >> SP NKB >NKA >SP
agonistas
Agonistas seletivos SP metil-éster [BAIa"INKA(4-10) Senktide

[Sar®]SP sulfona [Nie'’INKA 4-10) [MePhe]NKB

[Pro’|SP GR 64349 [Pro’INKB
Antagonistas seletivos FK 888 SR 48968 SR 142801

SR 140333 L659877ciclo [GIn-Trp- | [Trp’.[pAla®]NKA(4-10)

Phe-Gly-Leu-Met]

RP 67580
Segundos mensageiros IP4/DG IPy/DG IP/DG
AMP, AMP, AMP,
Gene spr skr nkr

Adaptado de Regoli et al. (1994).

1.4 -Acgdes biol6gicas das neurocininas

As NKs exercem uma variedade de ag¢des biologicas, muitas das quais

determinadas pela sua sequéncia comum do C terminal (Munekata et al., 1987;
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Quartara et al., 1992) e mediadas por um ou mais dos trés receptores conhecidos: NKj,
NK:, NK; (Regoli et al., 1989; Nakanishi, 1991). Todas as trés NKs, SP, NKA e NKB,
estdo amplamente distribuidas no SNC e varias agdes farmacologicas foram descritas
para esses peptideos (ltoi et al., 1988, 1992; Unger et al., 1988). Ja Ha algum tempo
tem sido proposto um papel neurotransmissor e/ou neuromodulador da SP no SNC,
especialmente em centros de controle autondmico, endéchno ou comportamehtal
(Glowinski et al., 1980). No entanto, apesar de sua participagdo inequivoca como
neurotransmissor nos ganglios periféricos autondmicos e na medula espinhal (para
revisdo ver Otsuka e Konishi, 1983), nenhum papel fisioldgico foi demonstrado com

clareza para a SP no cérebro (ltoi et al., 1994).

A administragédo i.c.v. de SP ou NKA, agonistas de receptores do subtipo NK;, em
ratos conscientes promoveu aumento da pressdo arterial, frequéncia e débito
cardiacos, além de exacerbagdo na atividade locomotora, atencéo e comportamentos
de auto-limpeza (Unger et al., 1988; Itoi et al., 1992; Tschope et al., 1992). Os
agonistas seletivos de receptores NK; produzem também uma gama de respostas
comporfamentais nociceptivas, que incluem comportamentos compulsivos de cogar,
morder e lamber os membros posteriores (Papir-Kricheli et al., 1987; Laneuville et al.,
1988), ou 0 abddmen e o térax em ratos e camundongos. Além disso, a administragédo
central de agonistas NK; produz batidas vigorosas e repetitivas das patas p}osteriores,
acompanhadas de cromadocriorréia, em gerbils (Rupniak e Williams, 1994). Zernig et
al. (1992) observaram também que a administragcdo periférica de CP-96345, um

antagonista seletivo cle receptores NK4, reduz a atividade locomotora, por sedagéo e
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alteragdo na performance motora, de camundongos testados em uma caixa claro-

eSsCuro.

Os receptores neurocinérgicos do tipo NK,, por sua vez, estdo amplamente
distribuidos na periferia onde medeiam varias agoes fisiologicas, como a contragdo da
musculatura lisa nos sistemas gastrintestinal, respiratério, geniturinario e vascular
(para reviséo ver Maggi et al., 1993). Embora sua distribuicdo no SNC seja limitada, e
sua presenga controversa, esses receptores parecem estar envolvidos também na
modulagéo central da nocicepcdo, homeostase hidrica e atividade locomotora (Hagan
et al., 1993). Recentemente foi descrita ainda uma provavel agdo ansiolitica -dos
antagonistas de receptores NK, em modelos experimentais de ansiedade (Hagan e

McLean, 1993; Stratton et al., 1993).

Ja os receptores do tipo NKs, que ocorrem predominantemente na substancia
negra (Stoessl, 1994), ndo tém suas fungdes fisiologicas completamente delineadas
até o momento, além daquelas relacionadas a nocicepgéo (para reviséo ver Otsuka e
Yoshioka, 1993). Isso se deve, em grande parte, a auséncia de antagonistas seletivos
adequados para esses receptores. Sabe-se, entretanto, que a administragdo central
de NKB ou senktide produz aumentos na pressao arterial e na freqiiéncia cardiaca,
acompanhados do comportamento peculiar de “wet dog shakes” (ltoi et al., 1992).
Muito recentemente, Emonds-Alt et al. (1995) descreveram que a administrag&o i.p. ou
v.0. de um novo antagonista NK;, o0 SR 142801, inibiu de modo dose-dependente o
comportamento de girar induzido pela administragdo intra-estriatal de senktide, um

agonista seletivo nestgs receptores.
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Assim, de uma maneira geral, esses neuropeptideos tém sido implicados em
uma variedade de fungdes como o controle da atividade motora, fungbes enddcrina e
autondmica (para revisdo ver Maggi et al., 1993), além de exercer importantes fungdes
na transmissao sensorial. Seu papel como neurotransmissor da nocicep¢éo é dos mais
estudados, sendo que seu envolvimento se da tanto a nivel da percepgdo quanto da
transmissao do estimulo nociceptivo envolvendo os trés tipos de receptores, NK;, NK; e
NKs (Henry, 1977, Pernow, 1983; Lembeck, 1988). Varios neuropeptideos, em
particular a substancia P (SP) e outras neurocininas, tém sido propostos como
neurotransmissores efou neuromoduladores da transmissdo dolorosa (Otsuka e
Yoshioka, 1 993). A neurocinina A e a SP coexistem em populagbes de neurdnios
_sensoriais primarios de rato (Dalsgaard et al., 1985), e estimulos nocivos aplicados em
sitios periféricos resultam na sua liberagdo no ganglio medular dorsal (Yaksh et al.,
1980; Duggan et al.,, 1992), bem como na excitacdo de neurdnios dorsais medulares
(Henry, 1976). A aplicag@o iontoforética de agonistas e antagonistas dos receptores
neurocinérgicos na substancia gelatinosa de gato podem facilitar ou atenuar a
resposta nociceptiva para a estimulacdo térmica, mas n&o para mecanica,
respectivamente (Fleetwood-Walker & Mitchell, 1989). Além disso, a lesdo ou
inflamacao de tecidos periféricos em animais induz hiperalgesia na resposta reflexa da
medula espinhal (Woolf, 1983: Ferrell et al., 1988), resposta esta que pode ser
aumentada com a aplicagdo de estimulos elétricos de alta intensidade ou por
administragéo intratecal de neurocininas (Woolf & Wiesenfeld-Hallin, 1986). Duggan et

al. (1988), demonstraram que a estimulagéo nociva prolongada ou intensa da medula
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espinhal de rato induz o aumento da liberagdo da SP. Adicionaimente, Henry (1976)
demonstrou que a SP excita neurdnios do corno dorsal medular de gato em resposta a
estimulos nocivos cutaneos. Esse efeito foi confirmado por estudos historadiograficos
mostrando que ekiste uma guantidade abundante de SP nesta preparagéo (de Koninck
et al., 1992), e que a estimulagdo nociva cutanea ¢ inibida por antagonistas de SP (de
Koninck & Henry, 1991). Hylden & Wilcox (1981) demonstraram ainda que a aplicagéo
intratecal de SP em camundongos induz comportamentos de mordidas, lambidas e
batidas na pata posterior, sindrome tipica que reflete sensacéo dolorosa, sendo esses
comportamentos bloqueados por antagonistas de SP (Lembeck et al., 1981; para
revisdo ver Otsuka & Yanagisawa, 1990). A aplicagdo intratecal de SP em ratos
também facilita o reflexo nociceptivo espinhal (Yashpal & Henry, 1983), efeito esse |
confirmado por varios outros autores (Laneuville et al., 1988; Otsuka & Yanagisawa,
1988; Picard et al., 1993). Tem sido também demonstrado que a estimulagdo das fibras
aferentes nociceptivas do tipo “C” promove efeito similar a injegao intratecal de SP
(Woolf e Wiesenfeld-Hailin, 1986). Leah et al. (1985), demonstraram que muitas fibras
aferentes tipo “C” tém receptores silenciosos para as neurocininas, que podem ser
sensibilizados por processos inflamatérios (Habler et al., 1990). Essa observagéo foi
confirmada por Hope et al. (1990), que mostrou que os niveis de SP e NKA estdo
aumentados no ganglio medular dorsal de gato apds aplicacéo de estimulos mecanicos
em modelos de dor irflamatéria (Schaible et al., 1990). Assim, o envolvimento da SP e

outras neurocininas na transmissao dolorosa & suportado por grande numero de
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experimentos, sendo que esse envolvimento parece ser espécie-dependente e estar

acentuado em condi¢Oes patoldgicas, especialmente nos processos inflamatérios.

Existem ainda evidéncias de um possivel papel das NKs em processos
neurotréficos, tais como em fungbes regulatérias do desenvolvimento e maturagédo do
sistema nervoso e na regeneracao de lesées do tecido nervoso (Manthy et al., 1989;
Thoenen, 1991). Outras evidéncias mostram que a SP pode excitar certos neuronios
corticais e varios nucleos envolvidos no controle respiratério e cardiovascular (Picard
et al., 1994), além de estimular a liberagdo do horménio do crescimento e da prolactina
(Permow, 1983). S6 mais recentemente, porém, € que outros efeitos, principalmente os
comportamentais, tém sido demonstrados pela administrag@o intracraneal ou periférica
de neurocininas em roedores (Huston et al., 1993). A esse respeito, certos
componentes do comportamento motor (Kelly et al., 1985; Greidanus e Maigret, 1988),
assim como a agressa@o induzida pelo isolamento (Stern e Hadzovic, 1973; Hall e
Stewart, 1984) e o comportamento consumatério (Cador et al., 1986; De Caro et al.,
1988) parecem evidenciar uma importante participagdo neurocinérgica, além de
também ter sido observada uma influéncia modulatéria desses peptideos na resposta

fisiologica ao estresse (Oehme et al., 1980; Hall e Stewart, 1983).

Vérios estudos tém sugerido também que a SP esta envolvida em processos
de aprendizado e de memobria, promovendo e reforgcando esses processos (Huston e
Staubli, 1981; Huston e Oitzl, 1989, Huston e Hasenhérl, 1995). Esses efeitos parecem
ser codificados por diferentes sequéncias de SP, ja que a por¢do aminoterminal (1-7)
melhora a rﬁeméria, enquanto as terminagdes carboxilicas de sequéncias hepta e

hexapeptidicas tém papel reforgcador. Esses efeitos comportamentais diferenciais
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parecem, na verdade, ser decorrentes de diferentes alteragbes neuroquimicas do
sistema dopaminérgico produzidas pelas diversas sequiéncias de SP em varias regiées

cerebrais (Huston e Hasendhrl, 1995).

1.5 - Ansiedade e seus modelos experimentais

A palavra ansiedade provém do latim anxietas; anxietatem = ansia, angustia,
aflicdo, incerteza afetiva, atribulagdo causada pelo receio de que sobrevenha alguma
desgraca, desejo ardente ou veemente, sofreguidao e impaciéncia (Laudelino Freire,

1940).

Para o psicofarmacologista clinico britanico Malcoim Lader (apud Graeff, 1993)
a ansiedade caracteriza-se por uma sensagido de perigo iminente, sem que se possa
identificar uma ameacga real ou sem que essa parega aos demais proporcional a
intensidade da emog¢io. Portanto, a ansiedade poderia ser definida como um estado
patolégico de medo exagerado ou de causa indefinida. Alguns autores admitem a
existéncia de um estado de ansiedade normal ou basal necessario ao desempenho de
tarefas do dia a dia. Esse estado sé seria qualificado como patolégico quando
prejudicasse o desempenho diario e, s6 nesse caso, seria passivel de tratamento com

terapias e/ou com drogas ansioliticas, de acordo com cada caso.

A maioria das pesquisas na drea da ansiedade esta relacionada a busca de

uma droga ansiolitica mais eficaz e sem efeitos colaterais indesejaveis. Para tal
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utilizam-se inimeros testes comportamentais em animais baseados em situagdes
experimentais que incluem estimulos que induzam medo ou aversédo (Sanger, 1991;

Handiey e McBlane, 1993).

Dentre os modelos experimentais de ansiedade, o labirinto em cruz elevado
(LCE) é um teste de investigagdo da agdo de drogas ansioliticas ou ansiogénicas que
tem sido bastante utilizado, por diversas razdes (ver Hagan e McCiean, 1993).
Montgomery (1955) foi o pioneiro desse modelo, desenvolvendo um labirinto elevado
no qual a intensidade do medo natural induzido poderia ser medida pela variagdo da
proporgdo de exploragdo (comportamento exploratério) entre os bragos abertos e
fechados. Como consequéncia, os ratos controles tendem a evitar os bragos abertos e
permanecem por mais tempo nos bracos fechados do LCE (Cruz et al.,, 1994). Esse
modelo foi validado farmacologicamente por Handiey e Mithani (1984) para ratos,
sendo confirmados posteriormente por Pellow et al. (1985). Lister (1987) demonstrou
que o LCE poderia também detectar a atividade de agentes ansiogénicos e ansioliticos
em camundongos. De uma forma geral, drogas ansioliticas aumentam, enquanto
agentes ansiogénicos diminuem a frequéncia de entradas e o tempo de peﬁnanéncié
nos bragos abertos do LCE. Quando confinados nos bragos abertos, os ratos mostram
manifestagbes comportamentais e fisolégicas de medo, tais como congelamento,
defecagdo e aumento de corticosteroides plasmaticos (Pellow et al., 1985). Trabalhos
recentes indicam que espacos abertos ou, mais especificamente, a impossibilidade de
roedores executarem a tigmotaxia nos bragos abertos, ao invés da altura, é a principal

causa do medo nesta situagdo experimental (Treit et al., 1993).
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As vantagens do LCE sdo muitas: como modelo etolégico podemos destacar
que ele é rapido e facil de usar, ndo € um equipamento caro, ndo requer treinamento
dos animais nem privacdo de comida ou agua, além de utilizar estimulos aversivos
naturais. Podemos destacar ainda que suas medidas basais s&o consistentes e
reprodutiveis dentro e entre os laboratérios, especialmente no que diz respeito aos
estudos envolvendo drogas que atuam sobre o sistema GABAérgico. Teoricamente 6s
animais podem ser reutilizados e € um teste que prediz bem o potencial das drogas
ansioliticas, especialmente os benzodiazepinicos, em humanos (Pellow et al.,1985). No
entanto, como qualquer outro modelo, o LCE possui também desvantagens. Ao ser
usado como modelo etologico, os efeitos ansioliticos e/ou ansiogénicos podem ser
mascarados por alteragbes induzidas pelas drogas na atividade locomotora dos
animais; as medidas basais sdo sujeitas as variagdes do dia a dia; em alguns estudos,
particularmente aqueles envolvendo a administracao crénica de benzodiazepinicos, os
animais ndo podem ser reutilizados pois ha habituagdo ao equipamento e, por fim,
dependendo da classe de drogas em estudo, os efeitos frequentemente ndo podem ser
reproduzidos dentro e entre laboratorios ((Dawson e Tricklebank, 1995), como no caso
de estudos envolvendo drogas que atuam sobre o sistema serotonérgico. As
discrepancias observadas nestes estudos sdo provavelmente decorrentes do fato que
a serotonina & responsavel por uma modulacao fasica do comportamento, e portanto o
efeito de drogas que alteram este sistema depende do nivel basal em que o0 animal se
encontra, em contrasie com a modulacao GABAérgica, que é tdnica, assim, os efeitos

de drogas que atuam nesta transmissdo  seriam mais previsiveis. Por outro lado,
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quando sdo empregados modelos de condicionamento para avaliagdo da atividade
ansiolitica/ansiogénica de drogas, também ha vérias outras desvantagens como o fato
dos animais terem que ser submetidos a um longo treinamento, a necessidade da
privagdo de agua ou comida, o fato de somente os benzodiazepinicos apresentarem
efeitos consistentes, além dos efeitos sedativos e relaxantes musculares poderem
afetar a capacidade do animal executar o comportamento (Dawson e Tricklebank,
1995).. Assim, o LCE, qUando empregado em conjunto com outros testes que o
completem, é um teste absolutamente adequado para a avaliagdo de novas drogas
ansioliticas ou ansiogénicas

Nos ultimos 30 anos, um grande nimero de drogas benzodiazepinicas tém sido
empregadas no tratamento da ansiedade (Hamon, 1994). Os benzodiazepinicos
exercem nao s6 agao ansiolitica, como também agbes anticonvulsivantes e hipnéticas,
além de promoverem amnésia, sedag&o e potencializagéo dos efeitos depressores do
alcool em humanos (Lader, 1990). Na tentativa de evitar esses efeitos colaterais
indesejaveis, novas classes de ligantes dos receptores benzodiazepinicos, como as j-
carbolinas, as pirazoloquinolinas e as pirazolopiridinas, tém sido identificadas e
estudadas (Petersen et al.,1984; Williams et al., 1989, 1990). Os estudos tém também
demonstrado a participagdo de receptores serotonérgicos na ansiedade, pois
compostos como a buspirona (um agonista parcial 5-HTa), a ritanserina (um
antagonista 5-HT,) @ o0 ondansetron (um antagonista 5-HT;) apresentam efeitos
ansioliticos (Jones et al.,1988; New, 1990). Além disso, muitos esforcos tém sido
empreendidos no sentido de encontrar agentes ansioliticos mais seguros e, se

possivel, mais potentes. Entre os ultimos estudos nesta direcdo estdo aqueles
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envolvendo os receptores de colecistocinina (CCK), pois foi observado que os
antagonistas CCKg, como o L365260, o CI988 e o PD135158, mostraram propriedades
anticonflito (Hughes et al., 1990) e ansioliticas (Harro et al.,1993) em roedores.
Fortalecendo essas observacdes experimentais, foram descritas agdes ansiogénicas
apds administracdo central ou periférica de peptideos relacionados ao CCK, tanto em
roedores como em humanos (Harro et al., 1993).

A busca pelo desenvolvimento de novas drogas ansioliticas néao-
benzodiazepinicas €, pelos diversos motivos acima expostos, muito importante, ndo s6
para a obtencdo de novas armas terapéuticas, mas também para a ampliagdo do
conhecimento das bases neuroquimicas da ansiedade. Na verdade, muitos
neurotransmissores parecem estar envolvidos na génese e modulagdo da ansiedade,
entre eles a noradrenalina, a serotonina, a dopamina, o GABA, a glicina, os
aminoacidos excitatorios, o fator de liberagdo da corticotropina (CRF), a corticosterona
e a prépria colecistocinina (CCK), como acabamos de mencionar (Graeff et al., 1993).
Sabendo-se que a SP pode existir como um co-transmissor de alguns desses
neurotransmissores citados (Otsuka e Yoshioka, 1993) e que as NKs, como j& descrito,
estao distribuidas por inimeras regiées do SNC, como amigdala, hipocampo, ntcleos
da rafe, substancia cinzenta periaquedutal, areas cerebrais inequivocadamente
envolvidas no estado de ansiedade (Graeff, 1994), existe a possibilidade de que as
NKs, a exemplo de outros neuropeptideos, desempenhem um papel na modulagdo do
estado de ansiedade.

Assim, no presente estudo, procurou-se avaliar a participagdao das

neurocininas na modulagéo da ansiedade experimental. Para tal, foram avaliados os
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efeitos de drogas agonistas e antagonistas seletivas dos receptores de NKs utilizando
o LCE, um modelo experimental de ansiedade simples e confiavel, na tentativa de
verificar possiveis efeitos ansioliticos efou ansiogénicos desses compostos e de

demonstrar a participagdo do sistema de NKs na modulagdo da ansiedade

experimental em camundongos.
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2. OBJETIVOS

No presente trabalho investigou-se a possivel participagdo do sistema de
neurocininas (NKs) na modulagdo da ansiedade avaliada pelo teste do labirinto em
cruz elevado em camundongos. .Esta avaliacao foi realizada observando-se os efeitos
de drogas agonistas e antagonistas seletivos dos receptores para NKs, injetadas
centraimente. Com o intuito de minimizar possiveis interpretacdes erroneas por agio
dos compostos em estudo sobre a performance motora e a atividade locomotora dos
animais, o efeito dos agonistas e antagonistas de receptores para NKs foi também

avaliado no rota-rod e na caixa de movimentag¢do espontanea.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 - Animais

Foram utilizados 680 camundongos machos adultos (3 meses de idade)
pesando de 25 a 30 g, criados no Biotério Central da Universidade Fedefal de Santa
Catarina. Esses animais receberam agua e ragdo ad libitum, exceto durante a vigéncia
das observacdes comportamentais. A temperatura ambiente, 23 + 2 °C, e o ciclo de luz
claro/lescuro de 12 horas (luz das 6h as 18h) do biotério foram controlados
automaticamente. Os animais permaneceram por, pelo menos, uma semana em
habituagdo no Biotério da Coordenadoria Especial de Farmacologia antes de serem

utilizados. Cada animal foi empregado apenas uma vez.
3.2 -Drogas

Foram empregadas as seguintes drogas:
- AGONISTAS, provenientes da Peninsula Labs., San Carlos, EUA:
e Substancia P = H-Arg-Pro-Lys-Pro-Gin-Gin-Phe-Phe-Gly-Leu-Met-NH. (von

Euler e Gaddum, 1931);
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o Substancia P metil éster = Arg-Pro-Lys-Pro-GIn-GIn-Phe-Phe-Gly-Leu-

Met-OMe (Watson et al., 1983);

e [B Ala’] NKA (4.10) = H-Asp-Ser-Phe-Val-B-Ala-Leu-Met- NH, (Rovero et al.,
1989);

¢ Senktide = Succinil [Asp® MePhe®] substancia Pe11) (WOrmser et al., 1986).

- ANTAGONISTAS:

o FK 888 ({(4R) - 4 - hidroxi- 1 {1-metil-1H-indol-3-iy] carbonil-propil]-L-N-
benzil-N-methil-3-2- (2-naftil)-L-alaninamida} (NK;) (Fujisawa Pharmaceutical Co.,
Osaka, Japéo; Fujii et al., 1991)

o SR 48968 { (S) - N - metil - N - 4 [4 - acetilamino -4-fenilpiperidina-2- ( 3,4-
diclorofenil)butil] benzamida) (Sanofi Recherche, Montpellier, Franga; Emonds-Alt et
al., 1992).

Como solugdo controle empregou-se o veiculo PBS (‘phosphate buffer
solution”), solugédo de tampéao fosfato: NaCl 137 mM, KCI 1,7 mM e tampé&o fosfato 10

mM (Sigma Chemical, St. Louis, EUA).

Todos os agonistas foram dissolvidos em solugéo fisiologica isotonica, e os
antagonistas em etanol, na concentragdo de 10° M, e armazenados em tubos
Eppendorf a -20 °C até o momento do uso. Imediatamente antes dos experimentos, as

aliquotas das drogas foram diluidas em PBS pH 7,4 para as doses estabelecidas.
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Foram também empregados os seguintes compostos como drogas de referéncia
para as atividades ansiolitica e ansiogénica, com os respectivos veiculos como solugao
controle:

o Diazepam (Cristalia, Brasil) diluido em PBS, pH 7,4, com 10% de propilenoglicol;

¢ Pentilenotetrazoi (Sigma, St. Louis, EUA) dissolvido em PBS, pH 7.,4;

e DMCM = metil- 6,7 -dimetoxi- 4 - etil - B -carbolina-3-carboxilato (Schering
Aktiengeselischaft, Berlim; Alemanha) dissolvido em PBS acrescido de 2 gotas de

Tween 80.

3.3 -Administragdo das drogas

Todas as drogas foram administradas por via intracerebroventricularv(i.c.v.)
com auxilio de uma micro-seringa Hamilton 701 N (10 ul). Um tubo de polietileno (PE
10) de + 12 mm de comprimento foi acoplado & agultha da micro-seringa tendo na sua
parte terminal uma agulha odontologica de 3,7 mm de comprimento. Cada animal foi
levemente anestesiado com éter e a seringa foi posicionada em plano inclinado (45°)
ao cranio, com o bisel da agulha voltado para a cauda do animal. Uma linha imaginaria
foi tracada rostralmente as orelhas do animal e a agulha foi introduzida (3,5 mm) cerca
de 2 mm lateralmente a linha mediana. O volume injetado da solugéo foi de 5 pl por
animal. Esse volume de solugéo foi injetado durante um periodo de 2 a 3 segundos, de
acordo com 0 método de Emonds-Alt et al. (1995). Apds cada experimento os animais

foram sacrificados e observou-se a posigdo da agulha, sendo descartados os animais
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nos quais a agulha n&o estava na regido dos ventriculos, ou em caso de hemorragia
(Haley e McCornick, 1957, modificado por Laursen e Belknap, 1986).

Para uma confirmag¢do mais acurada da localizagdo das canulas, um grupo de
animais, que nao participou dos testes comportamentais, foi previamente injetado com
5 pl de solugdo de azul de Evans 0,5%, pela mesma via (i.c.v.) com igual
procedimento, e cinco minutos depois anestesiado com Equitesin intraperitoneal e
perfundido intracardiacamente com solugdo salina seguida de formaldeido 10%. Os
cérebros desses animais foram ent&o retirados e fixados em solugdo de formaldeido
10%/sacarose 30%. O corte sagital desses cérebros mostrou a localizagéo correta das
canulas em 100% dos animais desse grupo, assim como a difus&o da solugdo de azul
de Evans, pelo sistema ventricular, para todo o cérebro até a altura do tronco cerebral

(dados nao apresentados).

3.4 - Procedimentos gerais e equipamentos

Todos os experimentos foram realizados entre 8 h e 13 h. No dia dos
experimentos os animais ficaram numa ante-sala no laboratério por um periodo de,

pelo menos, 30 minutos antes da injecdo das drogas ou veiculo.
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3.4.1- Labirinto em cruz elevado

O labirinto em cruz elevado (LCE) foi baseado no modelo validado por Lister
(1987) e consiste de dois bragos abertos opostos (30 x 5 x 0,25 cm) e dois fechados
(30 x 5 x 15 cm), também opostos. Os bracos abertos e fechados estdo conectados por
uma plataforma central (5 x 5 cm). A plataforma e o piso sdo de acrilico preto, enquanto

que as paredes laterais dos bragos fechados séo de acrilico transparente.

O aparelho foi elevado a uma altura de 45 cm do nivel do piso. Para evitar a
queda dos animais dos bragos abertos, esses foram circundados por 0,25 cm de
acrilico transparente. Foi também utilizado um campo aberto (35 x 35 x 15 cm),
confeccionado em acrilico transparente com piso em acrilico preto para habituagéo dos

animais por 5 min, imediatamente antes do teste no LCE.

Os aparelhos usados nos experimentos estavam localizados numa sala com luz
vermelha (15 W). Os aparelhos foram limpos com solu¢do de etanol a 10% Apés cada
animal ter sido testado. Imediatamente apés as inje¢gbes das diversas drogas (N= 10
para cada dose de cada trataménto), os animais foram colocados individualmente no
campo aberto, por § minutos e, apds esse periodo de habitua¢do, foram transferidos
para o LCE. Os animais foram colocados no centro do aparelho com a cabeg¢a voltada
para um dos bragos fechados e observou-se 0 seu comportamento por 5 minutos

(Peliow et al., 1985).
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As medidas comportamentais registradas no LCE foram: frequéncia de
entradas e o tempo dispendido nos bragos abertos e nos fechados. A frequéncia total
de entradas foi obtida pela soma simples das frequéncias de entradas nos bracos
abertos e nos fechados. Para analise estatistica dos dados e confec¢@o dos graficos a
percentagem de entradas no braco aberto foi calculada dividindo-se a frequéncia de
entradas nos bragos abertos pela frequéncia total de entradas, e esse indice foi
multiplicado por 100. De maneira semelhante foi calculada a percentagem do tempo em
- que Os animais permaneceram nos bragos abertos em relagdo ao somatério do tempo
de permanéncia nos bragos abertos e fechados. Durante o tempo em que os animais
permaneceram no campo aberto, foram também observadas, mas né&o
_sistematicamente registradas, as presencas dos seguintes comportamentos: cogar,

lamber, morder, bater cauda/pata posterior.

3.4.2 - Rota-rod

O aparelho & constituido de uma barra de 2,5 cm de diametro subdividida em
seis compartimentos, colocado a 25 cm de altura e girando a 12 rpm. O teste do rota-

rod foi empregado para avaliar a performance motora dos animais.

Os animais foram selecionados em sessfées de 1 minuto de duragdo, 24 h
antes da injecdo das drogas, sendo escolhidos aqueles que permaneciam na barra
giratéria por, pelo menos, 1 minuto. Os animais selecionados foram, no dia do teste,
injetados i.c.v. com as drogas (N = 10 para cada tratamento) e, 5 minutos apoés,

passaram pelo teste do rota-rod por 1 minuto. Foram registrados o tempo de
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permanéncia na barra giratéria (em segundos) e o numero de quedas durante a

duragéo do teste (Duham e Myia, 1957).

3.4.3 - Caixa de movimentagado espontanea

O aparelho consiste de uma caixa retangular (40 x 12 x 20 cm) com trés
fotocélulas orientadas ao longo de seu eixo horizontal para registro dos efeitos dos
agentes farmacologicos na atividade motora de camundongos (Siegel, 1946; Dews,
1953). Os camundongos foram injetados com as respectivas drogas, agonistas ou
antagonistas neurocinérgicos seletivos, e/ou solu¢do controle i.c.v. (N = 8 para cada
tratamento) e, apds 5 minutos, os animais foram colocados individuaimente nas caixas
de movimentagdo espontanea. O numero de vezes que 0s animais interromperam os
feixes de luz foram registrados como indice da movimentagdo dos mesmos. Este

registro foi procedido a cada 5 minutos até o maximo de 15 minutos.

3.5 - Andlise estatistica

Os dados foram expressos como média + EPM. As comparagbes estatisticas
foram realizadas pela analise de variancia univariada (ANOVA), tendo como variavel
independente o fator tratamento. As comparagées muiltiplas foram realizadas pelo
testes de Dunnett ou “t" de Student ndo pareado, conforme adequado e indicado na

legenda das figuras. O nivel de significancia estatistica considerado foi p < 0.05.
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4 - RESULTADOS

Os efeitos das drogas de referéncia, diazepam (DZP) pentilenotetrazol (PTZ) e
DMCM, no comportamento de camundongos no LCE sd@o mostrados na figura 3. O DZP
foi usado como controle positivo para agdes ansioliticas, apresentando diferencas
estatisticamente significantes na dose de 7 nmol/5 ul. Nesta dose o DZP, como
esperado, aumentou a percentagem de freqiéncia de entradas e tempo de
permanéncia nos bragos abertos, Fi345= 3,564 (p < 0,01) e Fs4s = 3.164 (p < 0.05),
respectivamente.

O PTZ e o DMCM foram usados como drogas de referéncia para efeitos
ansiogénicos. O PTZ diminuiu a percentagem de tempo de permanéncia nos bragos
abertos nas doses de 200 e 300 nmol/5 ul, Fpay = 5466 (p < 0,01 e 0,05,
respectivamente). O DMCM (130 nmol/5 ul) reduziu os parametros de frequéncia de
entrada e tempo de permanéncia nos bragos abertos, t = 2,'795 (p<0,01)et=3302(p
< 0,01), respectivamente. Os outros parametros registrados no LCE, isto €, o nimero de
entradas nos bragos fechados e o nuamero total de entradas, ndo foram aiterados
significativamente pela 'administragéo central destas drogas de referéncia.

Na figura 4 estao representados os efeitos de diferentes doses de substancia P
(SP), um agonista que atua preferencialmente em receptores NK; = nos diversos
parametros de exploragdo registrados no LCE. A SP promoveu diminuigéo da freqéncia
de entradas nos bragos abertos nas doses de 1 e 10 pmol, Fsq = 2,844 (p < 0,01 €

0,05, respectivamente), ndo alterando significativamente as outras medidas em estudo.
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Figura 3 - Efeito da inje¢do i.c.v. de diazepam (DZP), pentilenotetrazol (PTZ) ou DMCM nas
medidas de exploragdo do LCE em camundongo, por um periodo de 5 min. Cada coluna
representa a média dos resultados obtidos e as barras verticais indicam os EPM. Asteriscos
denotam diferengas significantes (* p < 0,05, ** p < 0,01) em relagdo ao valor obtido no grupo
controle (C) empregando-se a andlise de varidncia ANOVA univariada seguida do teste de
Dunnett, exceto para o DMCM no qual foi empregado o teste “t” de Student ndo pareado. Nomero
de animais empregados por tratamento: C = 22; DZP 3 nmol = 10; DZP 5 nmol = 9; DZP 7 nmol =
8; PTZ 150 nmol = 10; PTZ 200 nmol = 10; PTZ 300 nmol = 8; DMCM 130 nmol = 8.
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Figura 4 - Efeito da inje¢d0 i.c.v. de concentragbes crescentes de SP sobre as medidas de
exploragdo do LCE: em camundongos, por um periodo de 5 min. Cada coluna representa a média
dos resultados obtidos e as barras verticais indicam os EPM. Asteriscos denotam diferencgas
significantes (* p < 0,05, ** p < 0,01) em relagdo ao valor obtido no grupo controle (C)
empregando-se a analise de variancia ANOVA univariada seguida do teste de Dunnett). Ndmero
de animais empregados em cada tratamento = 10.
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Os efeitos da administragdo i.c.v de substancia P metil éster (SPME), um
agonista seletivo dos receptores do tipo NK;, no LCE, sdo mostrados na figura 5. A
SPME diminuiu o parametro de percentagem de freqiéncia de entrada nos bragos
abertos nas doses de 1 e 10 pmol, Fu 45 = 2,822 (p < 0,05) e aumentou a freqiéncia de
entradas nos bragos fechados na dose de 100 pmol, F.45 = 2,622 (p < 0,05). O tempo
de permanéncia nos bragos abertds, assim como o numero de entradas total (bracos
abertos mais bragos fechados) nao foi modificado significativamente pela injegéo i.c.v.
de SPME em nenhuma das doses empregadas.

A figura 6 ilustra os efeitos da inje¢do i.c.v. da B-Ala® neurocinina Aui0) (B-Ala),
um agonista seletivo de receptores NK;, nas medidas de explora¢do no LCE. Pode ser
observado que a p-Ala aumentou tanto os parametros de freqiiéncia de entradas nos

'bragos fechados, Fissq = 4,244 (p < 0,01), como de entradas em ambos os bragos,
Fsse = 4,151 (p < 0,05), na dose de 500 pmol. Os parametros percentagem de
entradas e tempo de permanéncia nos bragos abertos, no entanto, ndo foram aiterados

de modo significante por este agonista.

O senktide (SENK), um agonista seletivo de receptores NK; aumentou os
parametros de percentagem de frequéncia de entradas nos bragos abertos, nas doses
de 100 e 500 pmol, Fu4s = 4,790 (p < 0,05) e de tempo de permanéncia nos bragos
abertos nas doses de 10, 100 e 500 pmol, Fu4s = 9,074 (p < 0,05, 0,01 e 0,01,
respectivamente), como representado na figura 7. Além disso, este agonista nao
promoveu nenhuma mudanga significativa nos dois outros parametros registrados no
LCE, ou seja, no numero de entradas nos bragos fechados e no de entradas totais nos

bragos abertos e fechados.
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Figura 5 - Efeito da injecdo i.c.v. de concentragbes crescentes de SPME sobre as medidas de
exploragao do LCIE em camundongos, por um periodo de 5 min. Cada coluna representa a média
dos resultados ottidos e as barras verticais indicam os EPM. Asteriscos denotam diferengas
significantes (* p < 0,05) em relagéo ao valor obtido no grupo controle (C) empregando-se a
andlise de varidncia ANOVA univariada seguida do teste de Dunnett). Nimero de animais

empregados em cada tratamento = 10.
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sobre as medidas de exploragdo do LCE em camundongos, por um periodo de 5 min. Cada coluna
representa a média dos resultados obtidos e as barras verticais indicam os EPM. Asteriscos
denotam diferengas significantes (* p < 0,05; ** p < 0,01) em relagéo ao valor obtido no grupo
controle (C) empregando-se a analise de varidancia ANOVA univariada seguida do teste de

Dunnett). Numero de animais empregados em cada tratamento = 10.
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Figura 7 - Efeito da injegdo i.c.v. de concentragdes crescentes de senktide sobre as medidas de
exploragdo do LCE: em camundongos, por um periodo de 5 min. Cada coluna representa a média
dos resultados obtidos e as barras verticais indicam os EPM. Asteriscos denotam diferencas
significantes (* p < 0,05, * p < 0,01) em relagdo ao valor obtido no grupo controle (C)
empregando-se a analise de varidncia ANOVA univariada seguida do teste de Dunnett). Namero

de animais empregados em cada tratamento = 10.
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analise de varidncia ANOVA univariada seguida do teste de Dunnett). Nimero de animais
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Figura 9 - Efeito da injegao i.c.v. de concentragdes crescentes de SR 48968 sobre as medidas de
exploragdo do LCE em camundongos por um periodo de 5 min. Cada coluna representa a média

dos resultados obtidos e as barras verticais

indicam os EPM. Asteriscos denotam diferengas

significantes (* p < 0,05, ** p < 0,001) em relagdo ao valor obtido no grupo controle (C)
empregando-se a analise de varidncia ANOVA univariada seguida do teste de Dunnett). Numero
de animais empregados em cada tratamento = 10.
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Conforme demonstra a figura 8, o FK 888 (FK), um antagonista seletivo de
receptores NK;, promoveu apenas aumento no parametro percentagem de
permanéncia nos bracos abertos, nas doses de 1 e 100 pmol, Fy4.4s5 = 2,674 (p < 0,05).
O FK néo alterou de maneira significante nenhuma das outras medidas obtidas no
LCE.

Os efeitos das varias doses de SR 48968 (SR), um antagonista seletivo de
receptores NK;, sdo apresentados na figura 9. E possivel observar que o SR
aumentou a percentagem de frequéncia de entradas nos bragos abertos na dose de
100 pmol, Fu4s = 3,141 (p < 0,05) e, também, a do tempo de permanéncia nesses
bragcos nas doses de 1, 10 e 100 pmol, Fu4 = 6,060 (p < 0,05 0,01 e 0,01,
respectivamente). Além disso, este antagonista NK; aumentou a freqiiéncia de entradas
nos bragos fechados, Fu4s5 = 6,905 (p < 0,01) e a de entradas totais em ambos os
bragos, F4.4s = 5,898(p < 0,01) na maior dose injetada (500 pmol).

As figuras 10, 11 e 12 apresentam os efeitos da co-inje¢ao de agonistas e
antagonistas seletivos de receptores NK; e NK; nos parametros comportamentais
observados no LCE, juntamente com os dados obtidos quando da administragdo
individual de cada um dos compostos (transpostos das figuras 4 e 8, 5 e 8, 6 e 4,
respectivamente) para facilitar a analise dos resultados. E possivel notar que houve um
antagonismo das agbes da SP pelo FK 888 (figura 10). A co-injegdo de FK com SP
promoveu aumento no parametro de percentagem de frequéncia de entradas nos
bracos abertos (t = 2,194; p < 0,05), efeito este inverso & redugdo observada neste
parametro, quando da administragdo central do agonista sozinho e similar ao

observado para a agéo do antagonista per se. Da mesma forma que as drogas
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Figura 10 - Efeito da co-injegédo i.c.v. de SP 10 pmol e FK 888 100 pmol sobre as medidas de
exploragdo do LCE em camundongos por um periodo de 5 min. Cada coluna representa a média
dos resultados obtidos e as barras verticais indicam os EPM. Asteriscos e cruzes denotam
diferengas significantes (* p < 0,05; + p < 0,05) em relagdo ao valor obtido no respectivo grupo
controle (C) empregando-se o teste “t” de Student ndo pareado e a andlise de varidncia ANOVA
univariada seguida do teste de Dunnett, respectivamente. Namero de animais empregados em
cada tratamento = 10.
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Figura 11 - Efeito da co-inje¢do i.c.v. de SPME 10 pmol e FK 888 100 pmol sobre as medidas de
exploragao do LCiz em camundongos por um periodo de 5 min. Cada coluna representa a média
dos resultados obtidos e as barras verticais indicam os EPM. Cruzes denotam diferencas
significantes (+ p < 0,05) em relagéo ao valor obtido no respectivo grupo controle (C) empregando-
se o teste “t" de Student ndo pareado e a analise de varidancia ANOVA univariada seguida do teste
de Dunnett, respectivamente. Namero de animais empregados em cada tratamento = 10.
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Figura 12 - Efeito da co-inje¢do de pB-Ala 10 pmol e SR 48968 100 pmol sobre as medidas de
exploracdo do LCE em camundongos por um periodo de 5 min. Cada coluna representa a
meédia dos resultados obtidos e as barras verticais indicam os EPM. Asteriscos e cruzes
denotam diferengas significantes (*p < 0,05; + p < 0,05, ++ p < 0,01) em relagdo ao valor
obtido no respectivo grupo controle (C) empregando-se o teste “t’de Student ndo pareado e a
andlise de varidncia ANOVA univariada seguida do teste de Dunnett, respectivamente.

Numero de animais empregados em cada tratamento = 10.
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agonista e antagonista injetadas individualmente ndo mudaram as outras medidas
registradas no LCE (numero de entradas totais e nos bracos fechados), a sua co-
administragao também né&o alterou estes parametros (figura 10).

Por outro lado, a co-inje¢do de SPME e FK, agonista e antagonista seletivos de
receptores do tipo NK,, respectivamente, ndo alterou significantemente o padraoc de
resposta previamente obtido com a administragdo central do agonista SPME per ée
(figura 11). A combinagao desses dois compostos (SPME e FK) apenas manteve os
parametros de percentagem de entradas e de tempo dispendido nos bragos abertos em
niveis semelhantes aos obtidos nos animais do grupo controle e tratados com o
agonista sozinho, e oposto aqueles encontrados quando da administracao individual do
antagonista.

A figura 12 mostra que a co-administracéo i.c.v. de B-Ala e SR, agonista e
antagonista seletivos NK,, respectivamente, reduziu significantemente a frequéncia de
entradas nos bragos abertos (t = 2.745; p < 0,05). Desta maneira, os animais que
receberam a combinagao do agonista e do antagonista NK; continuaram apresentando
basicamente 0 mesmo tipo de comportamento ja obtido com a droga agonista sozinha,
no caso, B-Ala. Esses efeitos, na verdade, se contrapdem frontalmente aos observados
para o antagonista sozinho (SR). Sendo assim, a co-injecéo de agonista e antagonista
de receptores NK; resultou no desaparecimento dos efeitos significantes do SR sobre
os parametros de frequéncia e de tempo de permanéncia nos bragos abertos do LCE.
Na Tabela 3 podemos visualizar os efeitos mais proeminentes dos diversos

tratamentos descritos até este ponto.
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TABELA 3 - Quadro esquematico resumindo os efeitos mais caracteristicos das
diferentes drogas injetadas i.c.v. nos parametros do labirinto em cruz elevado em

camundongos.

Entradas
TRATAMENTO % AIT (Freq) % AJF (Tempo) fechados Total

DZP Y T - N
PTZ - U - -
DMCM U | U ] _
SP y - - -
SPME U

BAla - - fi* i
SENK f ft

FK 888 - f

SR 48968 f f f* B
SP + FK 888 - ]

SPME + FK 888 - - - -
BAla + SR y - - -

AJA + F = numero de entradas nos bragos abertos/numero de entradas nos bragos
TA/TA + TF = tempo de permanéncia nos bracos abertosftempo de permanéncia nos
bracos

I = aumento

U = reducao

- = sem alteragao

* Na dose de 100 pmol

** Na dose de 500 pmoi.
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A avaliacéo da coordenacéo motora dos animais no rota-rod, 5 minutos apés a
injecdo i.c.v. das diversas drogas mostrou que os diferentes tratamentos ndo alteraram
substancialmente o numero de quedas neste teste e, tampouco modificaram o tempo
de permanéncia dos animais na barra giratéria, em relagdo aos volumes do grupo

controle.

TABELA 4 - Efeitc da injecdo i.c.v. dos diferentes agonistas e antagonistas de

receptores neurocinérgicos e de drogas de referéncia na performance motora de

camundongos avaliada no rota-rod { X + EPM)

TEMPO DE
DROGAS DOSE N° DE QUEDAS PERMANENCIA

(segundos)
Controle - 0,17+0,1 542 + 58
DzpP 7 nmol 02+0,13 53,0 + 52
PTZ , 300 nmol 0,1+0,1 56,0 + 3,5
DMCM 130 nmol 0,5+0,31 480 + 6,7
SP 100 pmol 05+04 52,56 + 56
SMPE 100 pmol 0,1+0,1 57,0 £+ 30
BAla 100 pmol 0,2+0,1 496 + 6,9
SENK 100 pmol 0+0 60,0+ 0
FK 100 pmol 08+04 424 + 8,0
SR 100 pmol 0+0 60,0+ 0

P > 0,05, ANOVA univariada seguida do teste de Dunnett.

O efeito dos diferentes tratamentos no padrao de ambulagcdo dos animais nas

caixas de movimentag3o espontanea esta apresentado na tabela 5. E possivel verificar
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que o tratamentc dos camundongos via i.c.v. com uma dose alta dos varios compostos
n&o levou a qualquer modificacdo significante na atividade exploratoria normal dos
animais (p > 0,05). Igualmente, nao se observou nenhum comportamento relacionado

com a nocicepgéo (lamber, morder, cogar os membros posteriores, etc.).

TABELA 5 - Efeito da injecdo i.cv. dos diferentes agonistas e antagonistas de

receptores neurocinérgicos e de drogas de referéncia na movimentagao espontanea de

camundongos avaliada cumulativamente (7( + EPM), em diferentes tempos apds a

injecao das drogas.

TRATAMENTO DOSE 5 min 10 min 15 min
Controle - 2575+ 6.8 52,1+12,6 76,5 + 24
DZP 7 nmol 183 +5.4 32196 48 + 14,4
PTZ 300 nmol 17,953 30,4 + 8,1 50 + 12,4
SP 100 pmol 3125+6,5  464%1154 65,9 + 14
SPME 100 pmol 3425+7,5 59,4 + 13,0 86,8 + 23,3
BAla 100 pmol 31,6+9,6 58,8+ 17,2 94,5 + 25,6
SENK 100 pmol 255+9,9 50 + 17,2 592 + 16
FK 100 pmol 239+ 53 46,4 + 15,3 66+ 15,3
SR 100 pmol 26,6 +6,2 40,7 +10,3 49 + 13

P > 0,05, ANOVA univariada seguida do teste de Dunnett.
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5. DISCUSSAO E CONCLUSOES

Este estudo demonstra que drogas agonistas ou antagonistas dos receptores
de neurocininas dos tipos NK;, NK> e NK3, exibem efeitos ansiogénicos ou ansioliticos
no labirinto em cruz elevado em camundongos, apds administragéo
intracerebroventricular. Estes efeitos parecem ser especificos, devido provavelmente a
uma acao direta ou indireta dos agonistas ou antagonistas neurocinérgicos nas areas
elou vias neuronais envolvidas no controle dos comportamentos relacionados a
ansiedade, uma vez que as doses empregadas das drogas em estudo foram
extremamente menores que aquelas descritas na literatura, produzindo efeitos
comportamentais e cardiovasculares (Picard et al., 1994), e que, a exceg¢do da
modificagdo dos parametros no LCE, esses compostos ndo promoveram alteragdes da
atividade locomotora dos animais nem na sua performance motora, como investigado
pelos outros testes aqui descritos. Essas drogas nao produziram também padrdes
comportamentais nociceptivos especificos da estimulagdo de receptores do tipo NKj,
NK; e NKs;, como comportamentos de morder, cogar os membros posteriores, de auto-
limpeza, aumento da atividade locomotora efou ‘wet dog shakes’ (Unger et al., 1988;

Itoi et al., 1992; Smith et al., 1994; Culman et al., 1995).

Inimeras pesquisas no campo da ansiedade tém demonstrado que as raizes
biologicas da ansiedade encontram-se nas reacdes de defesa que os animais exibem
em resposta a diferentes estimulos em situacdes de perigo (Graeff et al., 1993). Esta

bem estabelecido que existem estruturas no SNC fortemente implicadas nos
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comportamentos defensivos. Entre estas estruturas, as principais sdo: o septo, o
hipocampo e a amigdala, que servem de interface entre o neocortex e o sistema
limbico subcortical, o nucleo mediano da rafe, o hipotalamo medial e a substancia
cinzenta periaquedutal dorsal. A drea septo-hipocampal parece desempenhar um papel
controlador que, detectando uma discrepancia entre o esperado e o acontecido,
aumenta o nivel de vigilancia e dirige a atencdo do animal para as possiveis fontes de
perigo. Esse estado € denominado por Gray (1982) como a propria ansiedade. Os
estimulos discretos, por sua vez, parecem ser processados diretamente pela amigdala,
que se comunica com o hipocampo por meio de vias polissinapticas. Parece ser
também na amigdala que os sinais de perigo ganham uma conotagéo afetiva e onde o
grau de ameaga que esses sinais representam para o organismo € avaliado. Da
amigdala partem vias nervosas que se projetam sobre estruturas limbicas profundas,
como o hipotdlamo e a matéria cinzenta periaquedutal (MCP) do mesencéfalo.
IniUmeras evidéncias indicam que a MCP dorsal € a via final comum da reagdo de
defesa afetiva, tanto comportamental como neurovegetativa (Handley, 1994). J& o
hipotalamo parece mobilizar as alteragdes enddcrinas que acompanham as reagdes de
defesa, como liberacdo de ACTH, prolactina, endorfinas, entre outros hormoénios e
peptideos. Essa funcdo do hipotalamo é realizada através de suas ligages com a
hipofise anterior, via sistema porta-hipofisario e, mais diretamente, com a hipdfise

posterior pelas vias neuro-secretdrias (Graeff et al., 1993).

As NKs e seus receptores tém tido sua localizagdo e a de seus receptores
extensivamente estudada, como descrito na Introdugao da presente dissertagdao

(Seabrook et al., 1995). No SNC, as NKs estdo amplamente distribuidas, inclusive nas



53

regides implicadas no comportamento defensivo. Neurdnios com imunorreatividade &
SP est@o presentes na MCP e enviam ax0nios para o nucleo accumbens (Li et al,,
1990). No hipocampo, a SP também esta presente, embora em concentragGes menores
(Kanazawa e Jessel, 1976). Na amigdala, as concentragées de SP sdo elevadas em
ratos, embora baixas em humanos (Kanazawa e Jessel, 1976). No hipotalamo de
mamiferos existem concentragbes variaveis de SP (Kanazawa e Jessel, 1976),
dependendo da espeécie estudada. Quando Saija et al. (1989) injetaram NKs marcadas
dentro do ventriculo lateral (VL) de ratos, observaram uma ampla distribuigdo desses
peptideos no cérebro, que se estendia para as regiGes mais distantes do tronco
cerebral, porém desigual nas diversas regides do cérebro. A distribuicdo de [ H’]-SP e
[1"®}-NKA no hipotalamo foi superior a de outras regides, enquanto o hipocampo e o
.corpo estriado mostraram uma distribuicdo intermediaria. Uma distribui¢do consistente
foi também observada na amigdala. Esses achados em geral concordam com a
distribuicdo dos receptores de NKs relatados em estudos autorradiograficos, como
citado no item 1.2 - Neurocininas e SNC . Além disso, a distribuicdo das NKs pelas
estruturas do SNC foi rapida, alcangcando seu pico dentro de 2 minutos apds as
injecdes intraventriculares. Esse mesmo estudo mostrou que em algumas regibes, tais
como o cortex, ocorreu uma diminuicdo imediata dos niveis exdgenos de NKs,
enquanto em outras regides, as NKs marcadas persistiram por até 15 minutos apds as
injegcbes. Nossas observagbes com a inje¢do intraventnicular de azul de Evans
mostraram a difusdo deste composto pelas estruturas periventriculares, alcangando até

o tronco cerebral cinco minutos apés, sugerindo que, provavelmente, a injecdo dos

compostos em estucdo também tenha tido igual difusdo. Assim sendo, a injegdo
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intraventricular de agonistas e antagonistas de NKs poderia ativar areas
periventriculares envolvidas na modulagdo dos comportamentos defensivos e, em

uitima analise, na regulagao da ansiedade.

A este respeito, existem alguns estudos que mostram o envolvimento das NKs

nas reagdes classicas de defesa em roedores. A estimulacao de receptores NK;,
hipotalamicos induz uma resposta cardiovascular integrada, caracterizada por aumento
na pressdo sanguinea e batimentos cardiacos associada com vasoconstricao renal e
mesentérica e das patas traseiras, semelhantes, portanto, a classica reagao de defesa,
acompanhadas de um aumento na locomogido e de comportamentos de auto-limpeza,
além de um aumento na liberagdo de ocitocina. Essas respostas padrdes integradas
.séo compativeis com as reagdes dos roedores ao estresse (Unger e Culman, 1994).
Resultados obtidos num estudo em gatos sugerem que a amigdala mediana facilita a
raiva defensiva a nivel do hipotalamo mediano através de um mecanismo que envolve
a substancia P (Shaikh et al., 1993). H& ainda na literatura alguns estudos tentando
correlacionar as NKs e os estados de ansiedade clinicos ou experimentais.
Clinicamente, Almay et al. (1988) descreveram uma relacdo inversa entre os niveis de
SP no fluido céfalo-raquidiano e a intensidade de “tenséo intema” e “ansiedade
psiquica” relatada por 37 voluntarios normais e 60 pacientes com dor crdnica.
Experimentalmente, os unicos relatos a este respeito sdo os de Zernig et al. (1892),
Hagan e McLean (1993) e Stratton et al. (1993; 1994). Os primeiros autores relataram
que a administragao intraperitoneal do antagonista ndo-peptidico para receptores NK;,
o CP-96345, promoveu sedacdo em camundongos, reduzindo de modo dose-

dependente a locomog&o dos animais na caixa claro-escuro, sem no entanto promover



55

qualquer efeito ansiogénico. Os antagonistas de receptores do tipo NK;, GR 159897,
GR 100679 e SR 48968, por sua vez, apresentam atividade ansiolitica em modelos
experimentais de ansiedade em roedores (interacdo social, LCE, éaixa claro-escuro),
sendo os compostos GR 159897 e SR 48968 também efetivos em modelos
experimentais de ansiedade em primatas ndo humanos (Beresford et al., apud Hagan e
McLean, 1993). Apenas Stratton et al. (1993) mostraram explicitamente uma agéo
desinibitoria de antagonistas NK, (GR 100679 e SR 48968), injetados por via
subcutanea em camundongos, sobre comportamentos suprimidos em uma caixa claro-
escuro, sugerindo um envolvimento dos receptores NK; nos comportamentos
relacionados a ansiedade. Esses mesmos autores (1994) mostraram a atividade
ansiolitica de outro antagonista NK,, 0 GR 159897, em varios modelos experimentais
de ansiedade em ratos e saguis, apés administracdo periférica e central do mesmo
composto. De resto, ndo ha maiores informagdes sobre ¢ possivel envolvimento de
receptores das NKs na modulagao da ansiedade. |

Os testes experimentais de ansiedade mais frequentemente empregados
envolvem o0 uso de estimulos dolorosos como o choque nas patas para promover
conflito nos animais, além de envolverem também privagdo de agua ou comida, como
descrito anteriormente no item Introdugdo (Sanger, 1991). Tem sido proposto ha algum
tempo uma nova geracdo de testes que se baseiam em situagdes etolégicas, como o
medo a novidade, a esquiva a areas iluminadas ou a interacdo social (Crawley e
Goodwin, 1980; Lister, 1987 ). O teste aqui empregado, LCE, baseia-se no fato de
que a exposicdo de um animal a um brago elevado e aberto leva a uma resposta de

fuga, ou esquiva, consideravelmente mais forte que a evocada pela exposicdo a um
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bracgo fechado, sem ter que submeter os animais a privagdes ou a punigdes (Dawson e
Tricklebank, 1995). As drogas ansioliticas como o diazepam, clonazepam e o etanol,
aumentam o tempo que 0s animais permanecem nos bragos abertos efou a
percentagem de frequéncia de entradas nestes bracos. Em contraste, as drogas
ansiogénicas, como a picrotoxina, aumentam o medo da area aberta e reduzem a
exploracdo nos bragos abertos, um efeito que, as vezes, € acompanhado por uma
reducéo na atividade geral no labirinto (resposta de ‘congelamento’; Sanger, 1991 ).
Consistente com esses dados, nossos experimentos com DZP injetado i.cv. (3,5 e 7
nmol/5 ul) mostraram que a dose de 7 nmol/5 ul foi efetiva em aumentar os parametros
de exploracdo dos bragcos abertos (percentagem de entradas e de tempo de
permanéncia nesses bragos), ndo alterando os outros parametros, como o esperado
bara drogas ansioliticas. Esta dose foi, portanto, escolhida para efeito de comparacgao
com os compostos com possivel atividade ansiolitica. Os estudos realizados com
injecdes i.c.v. de duas drogas ansiogénicas, o PTZ (150, 200 e 300 nmol/5 ul) e o
DMCM (130 nmol/5 pl), mostraram que o PTZ, nas maiores doses empregadas, reduziu
significativamente apenas o tempo de permanéncia nos bragos abertos, enquanto o
DMCM reduziu ambos os parametros de exploragdo dos bracos abertos, isto €, a
percentagem de entradas e o tempo de permanéncia nesses bragos, como esperado
para drogas com perfil ansiogénico. A dose de 300 nmol de PTZ e a de 130 nmol de
DMCM foram entdo escolhidas para fins de comparagdo com drogas que
apresentassem perfil cle acéo ansiogénico. Na verdade, os dados obtidos com todas as
drogas de referéncia sdo compativeis com os dados prévios da literatura, empregando

outras vias de administragao (Lister, 1987), e permitem-nos validar o LCE do ponto de
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vista farmacoldgico, ja que ha uma clara correlagcdo entre os efeitos experimentais e
clinicos conhecidos dessas drogas de referéncia.

Ao usarmos a SP, observamos uma redugédo no parametro de percentagem de
entradas nos bragos abertos do LCE nas doses de 1 pmol e 10 pmol, sem que
houvesse modificacdo dos outros parametros, dados estes condizentes com uma
atividade ansiogénica. Este resultado contrasta com aqueles obtidos na clinica por
Almay et al. (1988), propondo um efeito ansiolitico quando da estimulagdo dos
receptores NKj, baseado na observacdo de que existe uma relagdo inversa entre os

niveis de SP e a sensagéo de ansiedade em humanos.

Sabe-se que a maioria dos agonistas de receptores das NKs pode interagir
com mais de um subtipo de receptor em concentracdes micromolares (Seabrook et al.,
1995), lembrando que a poténcia dos agonistas € dependente n&o s6 da sua afinidade
pelos receptores, mas também da sua atividade intrinseca e dos receptores de reserva
(Kenakin, 1993). A SP, particularmente, pode atuar em mais de um dos subtipos de
receptores neurocinérgicos, porém esse composto interage preferencialmente com o
receptor do tipo NK,; e o perfil de atividade (ansiogénico) apresentado pela SP é
bastante semelhante ao observado quando empregamos a SPME, que é um peptideo
sintético com grande seletividade para 0 mesmo receptor, NK;. A SPMEapresentpu um
perfil de acdo no LCE similar a SP, reduzindo significativamente o parametro de
frequéncia de entradas nos bragos abertos nas doses de 1 e 10 pmol, além de
promover um aumento na freqli€ncia de entradas nos bracos fechados na dose de 100
pmol, alteragbes essas que estdo de acordo com uma agao ansiogénica como aquela

apresentada pelo PTZ e DMCM.
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O agonista seletivo de receptor NK; (B-Ala), por sua vez, ndo levou a mudangas
significativas nos parametros percentagem de frequéncia de entradas e de
permanéncia nos bragos abertos, aumentando apenas a freqiiéncia de entradas nos
bragos fechados, e, em consequéncia, o numero total de entradas em ambos os
bracos, sugerindo assim um possivel efeito ansiogénico. A esse respeito, indmeros
experimentos mostraram que os receptores NK; das NKs (para reviséo ver Maggi et al.,
1993) expressos em espécies diferentes sdo heterogéneos, particularmente na sua
habilidade em reconhecer os antagonistas. A organizacdo dos receptores NK, em
varias espécies leva, ela propria, a geragdo de multiplas isoformas, como NK>A e NK;B,
embora essa possibilidade deva ser melhor investigada, tendo em vista os varios
estudos conflitantes quanto ao que se refere aos efeitos dos agonistas dos receptores
NK; no SNC, alguns dos quais relatam simplesmente que os efeitos de ligantes
seletivos s&o n&o especificos, devendo-se, portanto, a ages sobre outros subtipos de
receptores da NKs que ndo os NK..

Por outro lado, o SENK, agonista seletivo de receptor NK;, promoveu um
aumento na percentagem de entradas nos bragos abertos nas doses de 100 e 500
pmol, além de aumentar a percentagem de tempo dispendido nesses bragos, nas
doses de 10 e 500 pmol, acdes estas que indicam uma clara atividade ansiolitica como
aquela apresentada pelo DZP.

Quando os antagonistas dos receptores das NKs foram administrados pela
mesma via, observou-se, de uma maneira geral, efeitos opostos aos apresentados
pelos agonistas dos respectivos receptores. O antagonista de receptores do tipo NK;

empregado, o FK, um dipeptideo sem afinidade para canais de Ca® do tipo “L”, e baixa
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atividade nas respostas mediadas pelos receptores NK; (Fujii et al., 1992), injetado
i.c.v., aumentou a percentagem do tempo de permanéncia do animal nos bragos
abertos nas doses de 1 e 100 pmol, sem promover redugao na atividade locomotora ou
prejuizo motor nos animais. Esses achados sdo, em parte, conflitantes com os de
Zemig et al. (1992) que, usando o antagonista de receptor NK;, o CP-95345,
observaram sedagao e prejuizo motor em camundongos na caixa claro-escuro, teste
originalmente planejado por Crawley e Goodwin (1980) e validado posteriormente por
Costall et al. (1989), como modelo experimental de ansiedade. Por um lado, o
composto CP-96345, ao contrario do FK, possui afinidade para os canais de Ca* do
tipo “L", o que poderia levar ao efeito depressor do SNC observado. Fica dificil, no
entanto, comparar efeitos obtidos com vias de administragdo completamente
.diferentes, com processos de absorgdo e distribuicdo possivelmente diversos, além de
nao podermos comparar em bases equimolares as doses empregadas com Os
diferentes antagonistas. Por outro lado, o fato do CP-86345 ter aumentado o tempo de
permanéncia no lado claro, assim como a laténcia para a primeira entrada no lado
escuro da caixa claro-escuro, parece-nos indicativo de uma agido ansiolitica,
exatamente o que encontramos em nossos estudos com o FK, embora os autores
apenas comentem que o referido antagonista ndo apresentou atividade ansiogénica.

O antagonista nao-peptidico dos receptores NK; (SR) aumentou de modo
significante a percentagem de entradas nos bragos abertos na dose de 100 pmol e
também a percentagem do tempo de permanéncia nos mesmos bragos nas doses de
1, 10 e 100 pmol. Este antagonista aumentou ainda a frequéncia de entradas nos

bracos fechados e a freciiéncia total de entradas nos bragos na dose de 500 pmol.
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Esses efeitos corroboram os achados de Stratton et al. (1993) usando o0 mesmo
antagonista, que relataram uma ac¢io ansiolitica do composto em questdo, s6 que
empregando o modelo experimental da caixa claro-escuro. Nossos dados com este
antagonista também estdo de acordo com aqueles observados por Beresford (apud
Hagan e Mc Clean, 1993), utilizando os antagonistas dos receptores NK. GR 15987,
GR 100679 e SR 48968, e demonstrando uma atividade ansiolitica em modelos de
ansiedade em roedores como a interagdo social, o LCE e a caixa claro-escuro.
Adicionalmente, Stratton et al. (1994) observaram o mesmo tipo de efeito ansiolitico
para outro antagonista NK;, o GR 159897. Estes estudos sugerem, portanto, que os
receptores NK; podem estar envolvidos em importantes funcdes no SNC, apesar de
estarem esparsamente distribuidos no cérebro. O fato de termos obtido um efeito
ansiolitico tdo claro quando empregamos o antagonista NK;(SR), mas ndo uma acédo
ansiogénica evidente quando usamos ¢ agonista deste receptor (3-Ala), provavelmente
deve-se a que os receptores do tipo NK; sdo acoplados a proteina G e podem existir
em dois estados de afinidade. Enquanto os antagonistas normalmente ligam-se aos
dois estados com igual afinidade, os agonistas ligam-se preferencialmente ao estado
de alta afinidade, acoplado a proteina G, apresentando baixa afinidade pelo receptor
desacoplado (Beresford et al,, 1995), o que poderia explicar o efeito muito mais
evidente para o antagonista de receptores NK; que para o agonista.

Para verificar a especificidade dos efeitos observados a administragéo isolada
de cada composto sozinho, escolnemos a dose de 10 pmol para os agonistas para ser
co-injetada com a dose de 100 pmol dos antagonistas, pois nos pareceu pelos estudos

anteriores serem doses efetivas no modelo experimental escothido. Os agonistas e os
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antagonistas dos receptores NKs, dos tipos 1 e 2, foram entdo co-injetados i.c.v. num
volume total de 5 ul com o intuito de observar a especificidade dos efeitos observados
no LCE, isto &, se os antagonistas bloqueariam os efeitos dos respectivos agonistas.
Assim, a SP co-injetada com o FK, que € um antagonista seletivo dos receptores NKj,
teve seu efeito ansiogénico abolido pelo antagonista nas medidas registradas no LCE.
No entanto, a co-inje¢c&o do agonista e antagonista seletivos para os receptores NKj,
SPME e FK, respectivamente, ndo alterou o perfil ansiogénico anteriormente
observado quando da inje¢cao do agonista sozinho. O mesmo ocorreu quando da co-
injecdo do agonista e antagonista dos receptores NK;, B-Ala e SR, respectivamente,
pois nNao se observou qualquer antagonismo no efeito do agonista sozinho. Essas
observagbes podem ser explicadas pela diferente afinidade de agonistas e
antagonistas pelos seus receptores, uma vez que a injegdo concomitante de ambas as
drogas provavelmente ndo permitiu a ligacdo dos antagonistas nos receptores
especificos, 0 que impediria a ligacdo dos agonistas a seus receptores, e, portanto,
antagonizaria seus efeitos. Para investigar melhor esta possibilidade, estamos no
momento injetando os antagonistas dos receptores estudados por via sistémica e,
posteriormente, os agonistas por via i.c.v., incluindo neste estudo em andamento um
antagonista nao-peptidicoc de receptores do tipo NK;, o SR 142801, que soO
recentemente foi descrito (Emonds-Alt et al., 1995).

Esses resultados observados no LCE né&o parecem ser decorrentes de agdes
inespecificas dos compostos em estudo, como alteragbes na performance motora ou
uma inibicdo ou estimulagao inespecifica na atividade locomotora dos animais. Essa

possibilidade pode ser descartada porque numa dose relativamente alta (100 pmol) de
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cada droga, dentre aquelas empregadas no presente estudo, ndo houve modificagdes
importantes na coordenacac motora dos animais avaliada no teste de rota-rod, e nem

na sua atividade locomotora avaliada na caixa de movimentagé&o espontanea.

Em conclus@o, nossos achados sugerem que os trés tipos de receptores de
NKs parecem estar envolvidos na modulagio da ansiedade avaliada
experimentalmente no |L.CE em camundongos. A estimulagéo de receptores do tipo NK;
e NK; promove uma acdo ansiogénica. Assim, os antagonistas destes receptores
apresentam efeitos ansioliticos. A estimulacdo dos receptores do tipo NKs;, por outro
lado, exerce uma atividade ansiolitica, mostrando uma modulagdo dos comportamentos
- observados no LCE, como modelo experimental de ansiedade, pelos diferentes tipos
de receptores neurocinérgicos. Estes resultados indicam que os receptores
neurocinérgicos centrais participam na expressdo de comportamentos emocionais
caracteristicos da ansiedade e sugerem a participacdo de subtipos especificos de
receptores neurocinérgicos centrais nessa modulagdo. Entretanto, outros estudos s&o
necessarios para esclarecer os sitios especificos de agdo nos quais estas drogas
podem estar atuando e a forma como o fazem. E preciso averiguar também se estes
efeitos aqui descritos s8o devidos a um mecanismo de agéo direto e/ou indireto das
NKs no SNC, uma vez que, no SNC, estes neuropeptideos estéo intimamente
relacionados a outros neurotransmissores, principalmente a serotonina e o GABA, que

sabidamente modulam os estados de ansiedade(Seabrook et al., 1995).
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6. PERSPECTIVAS PARA O USO DAS NEUROCININAS/TAQUICININAS

NA CLiNICA MEDICA

As NKs e seus receptores estdo amplamente distribuidos no SNC e tecidos
periféricos, parecendo desempenhar papel relevante em varias fungées fisiologicas. No
SNC elas controlam ©os neurdnios dopaminérgicos da substéncia negra e érea
tegmental ventral, os neurdnios colinérgicos do nucleo prosencefdlico e os
noradrenérgicos do loco ceruleo. As NKs podem assim estar envolvidas em muitas
patologias, tais como doenga de Huntington, doenca de Parkinson, esquizofrenia,
doenca de Alzheimer, sindrome de Hirschsprung, além de alergia do tipo |, constipacéo
e inflamagdo cronica, artrite reumatdide, enxaqueca, Herpes zoster, sindrome

carcinbide, asma, dehtre outras (Otsuka e Yoshioka, 1993).

Face as importantes fungbes fisiopatolégicas das NKs, tém-se esperado o
desenvolvimento de compostos altamente seletivos a elas relacionados, na expectativa
de que alguns venham a ser clinicamente uteis como drogas para modular essas
diversas fungdes. A aplicacio pratica destas substancias que parece mais promissora
atualmente é a do emprego dos antagonistas de receptores especificos das NKs para
producéo de analgesia (para reviséo, ver Otsuka e Yanagisawa, 1990), especialmente
nas enxaquecas (Markowitz, Saito e Moskowitz, 1987, Saito, Markowitz Moskowitz,
1988; Moskowitz e Buzzi, 1991; Buzzi et al., 1991). No sistema nervoso periférico, os
antagonistas das NKs poderiam ser usados no controle das reagées inflamatérias e na

contratilidade do musculo liso, bem como no tratamento inicial do edema provocado por



64

lesdo térmica em humanos (Saria, 1984). Os antagonistas das NKs poderiam ser Uteis
também no tratamento de doencas como artrite reumatdide, artrites, asma,
hiperatividade bronquial (Barnes, 1986; Maggi, 1990; Frossard e Advenier, 1991;
Solway e Leff, 1991), doencas inflamatérias cronicas do intestino (Koch, Carney e Go,
1987, Goldin et al., 1989). Ao lado dos antagonistas das NKs, os agonistas dos
receptores NK; podem ser uteis em doencas ulcerativas da pele (Maggi et al, 1987), e
os agonistas dos receptores NK, poderiam ser usados para promover o aumento da
motilidade intestinal (a¢do pro-cinética) ou para promover esvaziamento da bexiga em

pacientes com retengao urinaria (Maggi et al., 1991).

Por outro lado, a sintese de NKs no SNC mostra-se modificada apés a
administracdo de drogas antipsicoticas, além de terem sido detectadas alteragdes no
metabolismo das monoaminas apds a administracdo central dos agonistas de
receptores das NKs (Hong, 1983; Elliot, Bannon e Iversen, 1986; Shibata, Harvestick e
Bannon, 1990; Humpel et al., 1990; Humpel, Saria e Regoli, 1991). Em conformidade
com essas agdes pode ser proposto um papel importante a ser desempenhado pelas
drogas que atuam nos receptores das NKs no tratamento das desordens afetivas, de
movimento e neurodegenerativas (Pernow, 1987; Iversen, 1989; Barker, 1991). Uma
outra acdo especulativa dos receptores das NKs no SNC envolveria também uma
possivel atividade anticonvulsivante (Garant, ladarola e Gale, 1986). Pelo presente
trabalho, em concordancia a outros achados da literatura (Zemig et al., 1992; Hagan e
McLean, 1993; Stratton et al., 1993), os receptores das NKs parecem estar envolvidos
em mecanismos relacionados a ansiedade, podendo-se num futuro préximo chegar-se

a sintese de compostos seletivos ansioliticos com vantagens sobre os
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benzodiazepinicos. Como o principal problema do uso de benzodiazepinicos como
agentes ansioliticos reside no fato destes compostos produzirem amnésia, sedacéo e
potenciarem os efeitos do alcool, é possivel que as drogas que atuam no sistema
neurocinérgico e possuem uma atividade ansiolitica possam vir a ser de importancia
terapéutica, pois parecem promover ansitlise sem produzir efeitos depressores de
monta sobre o SNC. Por outro lado, os efeitos desses compostos em estudo sobre a
memoria e aprendizagem devem ser melhor investigados, uma vez que ja existem
varios estudos mostrando o envolvimento da SP nesses processos (para revisdo ver
Huston e Hasenthrl, 1995). De qualquer maneira, a perspectiva do uso de drogas
seletivas neurocinérgicas no tratamento da ansiedade parece um campo interessante e

que deve ser melhor explorado.
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