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A participacdo do sistema GABAérgico na modulagdo da ansiedade
experimental em camundongos foi avaliada no labirinto em cruz elevado (LCE).
Nossos dados mostram que o efeito ansiolitico do tratamento agudo com DZP foi
revertido pela administragdo i.c.v. dos compostos ansiogénicos neurocinérgicos
NKA e Trp-7, agonista NK; e antagonista NK3, respectivamente, mas no pela
substancia P, agonista NK;. Por outro lado, a administragdo central dos
antagonistas NK; e NK;, mas n&o do agonista NKas, reverteu a agdo ansiogénica
do tratamento agudo sistémico com PTZ, observada no labirinto em cruz elevado.
A administragcéo central de antagonistas seletivos dos receptores neurocinérgicos
NK; e NK;, FK 888 e SR 48968, respectivamente, produziu efeitos ansioliticos
tanto nos animais controle como naqueles aonde o diazepam, administrado
repetidamente, foi retirado abruptamente. No entanto, o agonista de receptores
NKs ,senktide, s6 apresentou seu efeito ansiolitico nos animais do grupo controle.
Nossos resultados sugerem que existe uma inter-relacdo entre o sistema
GABAérgico e o neurocinérgico na modulacdo da ansiedade experimental,
envolvendo especialmente os receptores dos tipos NK; e NK>, mas o papel dos
receptores NK3 parece n&o ser relevante a néo ser no efeito ansiolitico agudo do
diazepam.
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RESUMO

A participacédo das neurocininas na modulagdo da ansiedade expefimental
e clinica tém sido investigada nos ultimos anos em alguns laboratérios. Em nosso
laboratério, observamos que, no teste do labirinto em cruz elevado, a ativagao de
receptores NK; e NK, promove efeitos do tipo ansiogénicos, enquanto seu
bloqueio produz efeitos do tipo ansioliticos. O receptor NKs mostra um perfil
diametralmente oposto, isto &, sua ativacéo promove agéo do tipo ansiolitica e seu
blogueio efeitos do tipo ansiogénicos no mesmo paradigma experimental. O
- sistema GABAérgico, por outro lado, esta inequivocamente envolvido na
modulacio da ansiedade (Graeff, 1994). _

O presente estudo investigou se ha uma inter-relagcédo entre esses dois
sistemas, ou seja, o neurocinérgico e 0 GABAérgico, na modulagdo da ansiedade
experimental em camundongos, avaliada no labirinto em cruz elevado.

/Camundongos adultos fémeas (30 g) foram divididos em dois grupos: o
primeiro tratado agudamente i.p. com NaCl 0,9% (controle), diazepam 0,5 mg/kg
(DZP) ou pentilenotetrazol 20 mg/kg (PTZ). Quinze minutos apds, o grupo tratado
sistemicamente com DZP, droga ansiolitica padrdo, foi injetado, por via
intracerebroventricular (i.c.v.), com solu¢do controle (PBS), substancia P (SP),
neurocinina A (NKA), agonistas naturais preferenciais dos receptores NK; e NKp,
respectivamente, ou Trp7B-AIa8]neurocinina A10), antagonista peptidico seletivo
para o receptor neurocinérgico NKs (Trp-7). Ao grupo pré-tratado com PTZ, droga
ansiogénica padrédo, administrou-se i.c.v. PBS, FK 888, SR 48968, antagonistas
seletivos dos receptores NK; e NKj, respectivamente, ou senktide, agonista
seletivo dos receptores NKz. O segundo grupo foi tratado com DZP i.p. 0,5 mg/kg
(1 semana), 0,75 mg/kg (3 dias) e 1,0 mg/kg (18 dias), ou NaCl 0,9%, num total de
28 dias de tratamento. Ao final do tratamento repetido (dia teste) os animais
receberam DZP, i.p ou i.c.v, suas respectivas solu¢des controles (NaCl 0,9% ou
PBS), ou as drogas neurocinérgicas com perfil ansiolitico, como o FK 888, o SR
48968 ou o senktide i.c.v., imediatamente antes de serem observados no labirinto

em cruz elevado (LCE). No LCE foram registrados a frequéncia de entradas (A e
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F) e tempo despendido nos bragos abertos e fechados (TA e TF), além dos
parametros etoldgicos “head-dipping” (HD), “stretch attend postures” (SAP), tempo
na plataforma central (TC), entre outras medidas comportamentais, por 5 min.
Logo apds o término do LCE, os animais foram observados num campo aberto (5
min) e no rota-rod (1 min) e tiveram sua temperatura retal registrada.

Nossos dados mostram que o efeito ansiolitico do tratamento agudo com
DZP foi revertido pela administragdo i.c.v. dos compostos ansiogénicos
neurocinérgicos NKA e Trp-7, agonista NK; e antagonista NK3, respectivamente,
mas néo pela substancia P, agonista NK;. Por outro lado, a administracdo central
dos antagonistas NK; e NK;, mas nao do agonista NKj, reverteu a agdo
ansiogénica do tratamento agudo sistémico com PTZ, observada no labirinto em
cruz elevado.

A administracdo central de antagonistas seletivos dos receptores
neurocinérgicos NK; e NK;, FK 888 e SR 48968, respectivamente, produziu efeitos
ansioliticos tanto nos animais controle como naqueles aonde o diazepam,
administrado repetidamente, foi retirado abruptamente. No entanto, o agonista de
receptores NKs, senktide, s6 apresentou seu efeito ansiolitico nos animais do
grupo controle.

Nossos resultados sugerem que existe uma inter-relagéo entre o sistema
GABAérgico e o neurocinérgico na modulacdo da ansiedade experimental,
envolvendo especialmente os receptores dos tipos NK; e NK> , mas o papel dos
receptores NK3 parece néo ter a mesma relevancia, a néo ser, no efeito ansiolitico

agudo do diazepam.
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ABSTRACT

PARTICIPATION OF GABA, RECEPTORS IN THE MODULATION
OF EXPERIMENTAL ANXIETY BY NEUROKININ AGONISTS AND
ANTAGONISTS.

The participation of neurokinin receptors in the modulation of experimental
and clinicai anxiety have been investigated in the last years. We have
demonstrated that activation of NK; and NK; receptors promote anxiogenic-like
effects whereas the inhibition of these receptors promote anxiolytic-like effects in
the elevated plus-maze test. On the other hand, the NKs receptor shows a reverse
profile. Moreover, GABAergic system is undoubtediy involved in the modulation of
anxiety. The aim of this study was to evaluate the interrelationship between
neurokinergic and GABAergic systems in the modulation of experimental anxiety.
Adult female mice were divided in two groups: the first was acutely treated with
NaCl (07.9% i.p.), DZP (0.5 mgl/kg, i.p.) or PTZ (20 mg/kg, i.p.) and, 15 min later,
they received PBS, substance P (SP), neurokinin A (NKA), NK; and NK; natural
preferential agonists, or Trp-7, a NKz antagonist, respectively (DZP group) or PBS,
FK 888, SR 48968, NK; and NK; antagonists or senktide (SENK), NK3 agonist,
respectively (PTZ group), by i.c.v. route. The other group was repeatedly treated
with DZP (0.5, 0.75 and 1.0 mg/kg for 28 days) or NaCl 0.9% i.p. (control group).
At the end of the repeated treatment (test day), the animals received PBS, FK 888,
SR 48968, NK; and NK; antagonists or senktide (SENK), NKs agonist, respectively
(PTZ group), by i.c.v. route, or DZP ip or i.c.v. immediately before they were
submitted to the elevated plus-maze. Our results show that the anxiolytic prbﬁle of
the acute treatment with DZP was reverted by the central administration of the
neurokinergic compounds NKA and Trp-7, NK:; agonist and NKj; antagonist,
respectively, but not by substance P, NK; agonist. On the other hand, the i.c.v.
injection of NK; and NK; antagonists, but not the NKs agonist, reversed the
anxiogenic action of the acute treatment with PTZ, as evaluated in the plus-maze
test.

i
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Central administration of selective antagonists of NK; e NK; neurokinergic
receptors, FK 888 e SR 48968, respectively, produced anxiolytic effects in both
control and DZP-withdrawn animais. However, the NKs receptor antagonist
senktide just promoted its anxiolytic action on the control group.

Our resuits suggest that there is an unequivocal interrelationship between
the GABAergic and the neurokinergic systems in the modulation of the
experimental anxiety in mice involving the NK; and NK: receptors, but the NK3
subtype receptor involvement seems less likely, at least for the acute anxiolytic
action of diazepam. .
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| -INTRODUCAO

SISTEMA GABAERGICO

Historico

No Sistema Nervoso Central (S.N.C.) dos vertebrados existe uma infinidade
de receptores para os mais diferentes tipos de neurotransmissores, sendo que 0s
mais amplamente distribuidos em todas as regiées do S.N.C. sdo os receptores
para o neurotransmissor inibitério GABA (acido gama-aminobutirico; Figura 1) e os
receptores para aminoacios excitatorios.

Figura 1 - \Visualizagdo autoradiografica dos receptores de
benzodiazepinicos, pertencentes ao complexo receptor GABA,, no
prosencéfalo de rato, usando *H-flumazenil. Retirado de Snyder (1986).

Em 1950, o GABA foi identificado como um neurotransmissor central, mas
seu papel fisiopatolégico no SNC nao foi imediatamente estabelecido. E. Roberts
e Frankel (1950) relataram a presenca do GABA nos tecidos cerebrais, tendo feito
esta descoberta quando trabalhavam com a entdo nova técnica de cromatografia
em papel. Em outra linha de investigacao, Florey (1953) descobriu que extratos de
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cérebros de mamiferos tinham uma acgéo inibitéria nos receptores de estiramento
em neurdnios de adaptagdo lenta, em crustaceos. Assim, descobriu-se que o
GABA simulava os efeitos da estimulagdo dos nervos inibitérios e a picrotoxina
antagonizava tanto os efeitos do GABA aplicado, quanto a estimulagdo do nervo
inibitério. Kravitz et al. (1963) demonstraram que o GABA era o Unico aminoacido
inibidor encontrado exclusivamente nos nervos inibitérios dos crustaceos e a
poténcia inibitéria dos extratos desses nervos estava correlacionada ao seu teor
de GABA. A liberacdo de GABA foi entdo relacionada a frequéncia da estimulacéo
nervosa. Registros intracelulares do musculo indicaram que a estimulagédo do
nervo inibitério e a administracdo de GABA produziam aumentos idénticos na
condutancia de ClI ~ no musculo. Assim, essas observacbes satisfizeram
completamente os critérios para identificagio do GABA como um
neurotransmissor (Otsuka, 1973).

Alguns dados suportam a idéia de que o GABA medeia as agdes inibitorias
dos interneurdnios locais no cérebro, e que o GABA também medeia a inibigdo
pré-sindptica na medula espinhal: sinapses inibitérias GABAérgicas tém sido
demonstradas mais nitidamente entre os neurdnios de Purkinje cerebelares e seus
alvos no nucleo de Deiter; entre os pequenos interneurdnios e as células aferentes
principais do cortex cerebelar, do bulbo olfatério, do nucleo cuneiforme, do
hipocampo, do nucleo septal lateral e entre o nucleo vestibular e os motoneurdnios
trocleares. O GABA também medeia a inibi¢do no cértex cerebral e entre o nucleo
caudado e a substancia negra (Bloom, 1996).

O GABA ¢é formado a partir do glutamato (Figura 2) pela acdo da
descarboxilase do acido glutamico (GAD, glutamic acid descarboxilase), uma
enzima que tem sido utilizada como marcador imuno-histoquimico para mapear a
distribuicdo dos neurdnios sintetizadores de GABA no cérebro. O GABA é
destruido por uma reagéo de transaminagéo, na qual o grupo amino € transferido
para o acido a-oxoglutarico produzindo glutamato e semi-aldeido succinico, sendo
que este pode advir também do acido succinico proveniente do GABA recaptado.
Estas reagbes sdo catalisadas pela GABA-transaminase (GABA-T), uma enzima

amplamente distribuida no SNC que parece estar localizada na mitocdndria. Os
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neurdnios GABAérgicos apresentam um sistema de captacéo de GABA ativo, e é
este sistema, e ndo a GABA-T, que remove o GABA da fenda sinaptica apés sua

liberagéo (Rang et al.,1997).

Preqmptic
berminal GABA
% breakdown

' / GABA
transporter

Figura 2 — Estagios da sintese, metabolizagdo e recaptagdo do acido gama-
aminobutirico (GABA) no terminal nervoso. Retirado de Purves et al. (1997).

Receptores GABAérgicos

Em 1981, Hill e Bowery introduziram a no¢&o de dois subtipos de
receptores GABA: GABA, e GABAg. Esses diferem por suas propriedades
fisiolégicas, farmacolégicas, eletrofisiolégicas e bioquimicas (DeLorey e Olsen,
1994).
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Estudos farmacologicos e comportamentais sugeriram também a existéncia
de receptores GABA diferentes dos sitios de ligacdo dos receptores GABAa e
GABAg; . Estes receptores tém sido descritos como receptores GABAc e , apesar
de algumas semelhangas com o receptor GABAs, € considerado um receptor

distinto com caracteristicas préprias, como veremos adiante.

GABAa

O complexo do receptor ionéforo GABAa € uma glicoproteina
heteropentamérica de aproximadamente 275 kDa composto de combinagbes de
subunidades «, B, y, 6 € p, com uma a seis variantes cada (a1-6, f1-3, y1-3, § e
p1-2). Duas subunidades adicionais foram identificadas em cérebro de pintainhos
(B4 e y4) (Bateson et al., 1991; Harvey et al., 1993). Os genes das subunidades
aparecem sob um controle regulatério independente, aumentando as
possibilidades de varias combinag¢des de subunidades em diferentes populagdes
neuronais (Mohler et al., 1992). A combinagéo das subunidades a1, 2 ou 33 e y2,
parece ser a mais comum e pode representar uma unidade a qual varias outras
subunidades podem ser co-reunidas para gerar a variedade dos subtipos de
receptores (Benke ef al.,, 1991). Cada subunidade é composta de um dominio
extracelular N-terminal longo, responsavel pelas interagdes entre os ligantes e o
canal e possivelmente quatro dominios transmembranais (TM) helicoidais, de
carater hidrofébico, que formam no seu interior um canal idnico com especificidade
para ions Cl ~ (Figura 3). Estes dominios transmembranais apresentam uma longa
alca intracelular contendo sitios de regulagéo de fosforilagdo entre o dominio TM3
e 0 dominio TM4 (Smith e Olsen, 1995).

A identidade dos aminoacidos entre as quatro classes de subunidades do
receptor GABAa refletem similaridades funcionais, onde, por exemplo, a2 ou a3
podem ser substituidas por a5 em muitos aspectos. Quando a subunidade y2 é
co-expressa com uma variante oo € uma B, os receptores GABAa consistentemente
tornam-se responsivos aos ligantes BZDs, isto é, tornam-se os receptores
GABAA/BZD (Pritchett et al., 1989).
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O complexo protéico que forma o receptor GABAa possui um sitio de
ligagdo para o GABA que, uma vez ligado, promove a abertura do canal e,
consequentemente, o influxo de ions Cl ~. O canal de Cl ~ é parte integrante do
complexo, sendo a ligagdo do GABA a um sitio especifico no receptor a
responsavel pela abertura desse canal. Quando os receptores GABAa séo
ativados por agonistas, ocorre um aumento da condutancia aos ions Cl “e uma
consequente hiperpolarizacdo da membrana pds-sinaptica. Dessa forma, ha um
favorecimento do influxo de Cl ~ para o interior da célula, tornando a membrana
pos-sinaptica hiperpolarizada, ou seja, mais negativa no seu interior. Isso diminui a
probabilidade de que o limiar para um potencial de acdo seja atingido no neurdnio
pos-sinaptico (DelLorey e Olsen, 1994).

Uma variedade de agonistas pode se ligar aos receptores GABAa,
produzindo respostas semelhantes. Entre esses estdo o muscimol, THIP
(isoguvacina, 4,5,6,7, tetrahidroisoxasol [5,4-c] piridina-3-ol), APS (&cido sulfénico
3-aminopropano), acido imidazoleacético e o acido B-hidroxi-a-amino-n-butirico. O
antagonista classico dos receptores GABAa € o convulsivante bicuculina. Entre os
bloqueadores do canal de Cl °~ do complexo receptor GABAa estdo os
convulsivantes TBPS (butil-bi-ciclo-fosforotionato) e a picrotoxina (Sieghart, 1992).

O receptor GABAA possui também sitios para a ligagdo de moduladores tais
como as benzodiazepinas (BZDs), barbituricos e anestésicos esterdides, que
modulam a resposta para a ligagdo do GABA e influenciam a abertura dos canais
de Cl ". Ha indicios que outras drogas como o etanol e a penicilina também

possuem sitios de ligagdo moduladores nesse receptor (DeLorey e Olsen, 1994).
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Benzodiazepines GABA
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Figura 3 - Representacdo diagramatica do complexo receptor GABA-
benzodiazepina-ion6foro de ClI'. Retirado de Grant (1994).

Os efeitos dos ligantes no receptor benzodiazepinico (R-BZD) sobre o
comportamento animal variam de efeitos agonistas (p.e., ansidlise, sedagéao e
hipnose) até efeitos de agonistas inversos (p.e., ansiedade, alerta e convulsdes).
Esta diversidade dos efeitos refletem a expressdo ampla dos receptores
GABAA/BZD no cérebro. Dados recentes trazem mais informagdes acerca dos
mecanismos de acdo dos ligantes do R-BZD, mas n&o €& possivel fazer
correlagdes de um ligante simples com um efeito comportamental unico. Isto pode
resultar do fato de que as eficacias intrinsecas dos ligantes diferem entre os
subtipos de receptores GABAa e, assim, a diversidade dos receptores é
combinada aos modos de agédo dos ligantes que afetam os diferentes subtipos de
receptores GABAa (LUddens ef al., 1995).
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GABA 4 Receptors

Benzodiazepine Receprors
axfxy2 or oexPxy3
[ son-57 Recepters | / \

dinzepam-gensitive 1
dinzepam-insensitive

b=

zolpidem-sensitive zolpidem-insensitive
C1 218,872 medium Cl 218,872 low C1 218,872 high C1218,372 medivm
alfixy2 a2fily2 oipxy3 asBive
‘ «3B32 wsf3y3

Figura 4 — Familia de receptores GABAA/BZD. Os R-GABA. podem ser
diferenciados de acordo com a especificidade de ligagdo aos BZD. Retirado
de Liiddens et al. (1995).

As BZDs, como o flunitrazepam e o diazepam, sobrepondo-se parcialmente
os limites das doses, produzem efeitos ansioliticos, anticonvulsivantes, sedativos e
mio-relaxantes. Chama atenc&do o fato de que nem todas as substancias que
agem no sitio para BZDs do receptor GABAA/BZD pertencerem a mesma classe
quimica ou produzirem todos os efeitos mencionados. Dois exemplos tipicos de
ligantes agonistas com perfis comportamentais distintos s&o a triazolopiridazina ClI
218,872 e a imidazopiridina zolpidem. O composto Cl 218,872 produz respostas
ansioliticas praticamente dissociadas da sedagdo, enquanto o zolpidem tem uma
acdo sedativa muito evidente, onde baixas doses mostram apenas efeitos
ansioliticos sutis.

Paralelamente a seletividade dos subtipos de receptores GABAa, a
correlagdo comportamental do tratamento com BZDs é determinada pela eficacia

intrinseca do ligante. Teorias iniciais sobre agonismo parcial para varios
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comportamentos foram baseadas nas diferentes reservas de receptores (Haefely,
1988; Haefely et al., 1992). Esta teoria defende que um agonista total produz
todos os seus efeitos, mesmo com uma relativa baixa ocupacéo dos receptores.
Em contraste, um agonista parcial, mesmo com seu perfil de acdo limitado,
necessita uma alta ocupag¢do dos receptores € mesmo assim poderia ainda néo
produzir todos os efeitos comportamentais de um agonista total. Esta teoria
explicaria simplisticamente as diferengas nos perfis comportamentais do
diazepam, zolpidem e Cl| 218,872: o diazepam € um agonista total em muitos
subtipos de receptores, o zolpidem é um agonista total em um numero limitado de
subtipos (Biggio et al., 1989; Luddens et al.,, 1994; Wafford et al., 1993b) e o ClI
218,872 € um agonista parcial em todos os subtipos de receptores estudados
(Luddens et al., 1994; Wafford et al., 1993b; Yakushiji et al, 1993). Esta
explicagdo, entretanto, ndo ¢é suficiente para correlacionar os varios
comportamentos a agédo dos agonistas em subtipos diferentes de receptores, uma
vez que estudos recentes indicam que alguns compostos s&o agonistas parciais
apenas em certos subtipos de receptores, mas podem ser agonistas totais em
outros (Wafford et al., 1993b).

GABAg

Os receptores GABAg, em contraste aos GABA,, estimulam a produgéo de
segundos mensageiros, via ativagdo de proteina G. O sistema de segundos
mensageiros ativado modula canais de Ca** e K*. Os receptores GABAg ativados
podem causar inibicdo pré- ou pés-sinaptica. A inibicdo pré-sinaptica pode ser
devida a uma diminuiggo no influxo de Ca®* e aumento do efluxo de K* no terminal
pré-sinaptico, com consequente redugéo na liberagdo dos neurotransmissores.

Os receptores GABAg sd@o ativados pela ligacdo do baclofen e s&o
insensiveis as drogas que modulam os receptores GABAa. Na verdade,
originalmente os receptores GABAg foram identificados pela sua insensibilidade
aos antagonistas GABAax, como a bicuculina, e agonistas GABAs, como a

isoguvacina. Posteriormente, foram descobertos agonistas e antagonistas
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especificos para esse receptor como o baclofen e o faclofen, respectivamente
(Bowery, 1993). Os estudos recentes em relagdo aos receptores GABAg foram
muito facilitados pela introducdo do CGP35348, um antagonista seletivo mais
potente que o faclofen e também capaz de penetrar na barreira hemato-encefalica
(Bonnano e Raiteri, 1993).

Evidéncias indicam que a maior fungéo dos receptores GABAg € mediar a
inibicdo da liberagcdo de neurotransmissores e que eles podem ainda exibir
distintos perfis farmacolégicos. Estes receptores possuem diferentes localizagdes
neuronais com diferentes fungdes, levando a conclusdo de que também existem
subtipos de receptores GABAg no SNC (Bonnano e Raiteri, 1993).

Bonnano e Raiteri (1993) mostraram que aumentando-se a
neurotransmissdo no receptor GABAg, particularmente no cértex cerebral e no
talamo, pode-se favorecer o inicio da auséncia de crises epilépticas.
Interessantemente, o antagonista de receptores GABAg, 0 CGP35348, tem sido
descrito como reduzindo as crises em modelos genéticos de epilepsia em ratos e

camundongos, assim como em modelos farmacoldgicos de crises de auséncia.

GABAc

Evidéncias farmacoldgicas e fisiolégicas recentes indicam que o acido cis-
4-aminocrotdnico (CACA) pode ativar seletivamente uma terceira classe de
receptores GABA no SNC de mamiferos. Estes receptores, denominados GABAc
por Drew et al. (1984), séo insensiveis tanto & bicuculina quanto ao baclofen.
Apenas muito recentemente os receptores GABAc tém sido estudados ao nivel
molecular e observou-se que estes se distribuem nas subpopulagées de neurdnios
retinais. Esses receptores GABAc, além de ndo serem bloqueados pela bicuculina,
que é o antagonista que define os receptores GABAa, ndo sédo modulados por
BZDs, barbitiricos e neuroesterdides, embora sejam ativados pelo agonista do
receptor GABAa, 0 muscimol. Ao que parece, esses receptores sao
homopentameros formados pelas subunidades p, pois a presenga dessas

subunidades nas células bipolares da retina de ratos coincide com a farmacologia



Rafaela L. Ribeiro Introducéo

dos receptores GABAc nessas células. Ambas as subunidades polipeptidicas p1 e
p2 sdo frequentemente referidas como as subunidades do receptor GABAa, mas
esta designacdo parece ser incorreta. De fato, as subunidades p néo se
polimerizam com as subunidades o ou B dos receptores GABAx , mas formam
canais de cloro homo-oligoméricos. A presenga da subunidade p2 fora da retina,
indica que os efeitos mediados pelo receptor GABAc, observados em varias
estruturas do cérebro como a medula espinhal, teto Optico, cerebelo e o
hipocampo, s&o compativeis com a presenca desses receptores nessas
estruturas. A diversidade dos receptores GABA na retina dos vertebrados, sugere
que a fungéo fisiolégica dos receptores GABAc é diferente da dos receptores
GABAa. Por sua localizagdo em células bipolares e horizontais, espera-se dos
receptores GABAc: uma mediacdo na inibigéo lateral de respostas a luz na retina
dos vertebrados. Além disso, os receptores GABA¢ parecem inibir a transmisséo
realizada nos terminais das células bipolares (Bormann e Feigespan, 1995).

Quadro 1 — Classificagdo dos receptores GABA. Retirado de Rang et al.
(1997).

Tipo de receptor

GABAa GABAg GABAc

Efeitos Inibicéo pds-sinaptica Inibicdo pré-sinaptica Inibic&o pés-sinaptica
1 da condutancia ao CI' | da condutancia ao Ca** 1 da conduténcia ao CI

T da condutancia ao K

Agonistas
GABA + + -
Baclofen _ + -
Muscimol + - +
CACA - - +

Antagonistas
Bicuculina Competitivo - -
Picrotoxina N&o competitivo - -
Faclofen - + -

Potenciadores
Benzodiazepinas + - -
Barbitdricos # - -

10
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ANSIEDADE E BENZODIAZEPINAS

Ansiedade e seu tratamento

A ansiedade ndo € apenas um sintoma importante de muitos disturbios
psiquiatricos, mas também um componente quase inevitavel de muitas condigdes
clinicas e cirurgicas. Na verdade, € uma emogao humana universal, bastante
correlacionada ao medo e, muitas vezes, servindo a propésitos de adaptacao
psicobiolégica. Uma generalizagdo clinica muito importante € que a ansiedade
raramente € uma “doencga” por si mesma. A ansiedade esta tipicamente associada
a disturbios “psiconeuréticos”, ndo podendo ser faciimente explicada em termos
biolégicos ou psicoldgicos. Essa hipdtese sugere uma hiperatividade dos sistemas
adrenérgicos no SNC associada a ansiedade. Além disso, 0s sintomas de
ansiedade estdo geralmente associados a depressdo e, sobretudo, a disturbios
distimicos (depresséo “neurdética”), panico, agorafobia e outras fobias especificas,
disturbio obsessivo-compulsivo e muitos disturbios de personalidade (Harvey,
1987).

Uma grande duvida relaciona-se a diferenciacdo entre dois conceitos
fundamentais: medo e ansiedade. O primeiro refere-se as respostas
comportamentais € neurovegetativas decorrente de uma ameaga a integridade
fisica ou & prépria sobrevivéncia do organismo. Sabemos que, a0 menos no
homem, essas respostas vém acompanhadas de uma experiéncia extremamente
desagradavel. Em relagdo ao segundo conceito, a ansiedade, esse seria um
estado de apreensdo em circunstancias onde o perigo n&o é téo evidente, porém
vago e persistente, ou os sinais de adverténcia que provocam o medo nao sdo
conscientemente percebidos. A ansiedade acompanha também a dor, agravando
o sofrimento psicologico determinado por ela (Graeff,1989).

Denominam-se ansioliticos o grupo de farmacos capazes de aliviar um
estado emocional especifico, a ansiedade. A droga mais popularmente utilizada
como medicamento ansiolitico foi e continua sendo o alcool etilico ou etanol. Essa

droga, porém, ndo é utilizada com fins terapéuticos devido a seus efeitos

11
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colaterais e, principalmente, devido ao seu potencial de produzir dependéncia,
sendo o etanol a principal droga de abuso em nossa sociedade. Os primeiros
compostos empregados na terapéutica meédica como ansioliticos eram
substancias sintéticas. Entre eles, os brometos foram os mais utilizados, embora
fossem pouco eficazes e pudessem provocar intoxicagdo. Ja no século XX, um
ansiolitico eficaz e de baixo custo foi utilizado, o fenobarbital, um derivado do
acido barbiturico. Depois dele foram utilizados por algum tempo os chamados
“tranquilizantes menores”, onde a droga mais empregada denominava-se
meprobamato, derivada do propanodiol. Acreditava-se que esse medicamento
possuisse vantagens em relagdo ao fenobarbital, mas estas vantagens eram
ilusdrias, pois além de ser menos eficaz como ansiolitico, apresentava tanto ou
maior potencial para promover dependéncia ou causar intoxicagdes graves devido
ao seu acumulo nos tecidos. Essas drogas foram substituidas por uma classe de
medicamentos ansioliticos muito eficaz, a das benzodiazepinas (BZDs), que
também foram inicialmente classificadas como “tranquilizantes menores”. As

BZDs sé&o as drogas ansioliticas mais usadas comercialmente desde os anos 60.

Benzodiazepinas

Quando agonistas benzodiazepinicos se ligam aos seus sitios receptores
(R-BZD) no receptor GABA,, eles modificam alostéricamente o sitio de ligagéo do
GABA, facilitando a sua ligacdo ao receptor e, consequentemente, tornando mais
efetiva a abertura dos canais de Cl ~, causando uma hiperpolarizagdo do neurdnio.

As BDZs possuem algumas caracteristicas peculiares que as definem:
possuem grande eficacia, relativa seletividade de efeitos, baixa toxicidade e baixo
risco de produzir dependéncia. A primeira droga conhecida com estas
caracteristicas = denomina-se  clordiazepdxido. Outros  exemplos de
benzodiazepinicos sdo o diazepam, que é considerado mais potente e de ag&o
mais rapida e duradoura que o clordiazep6xido; o bromazepam; o lorazepam; o
flunitrazepam; o clonazepam; o temazepam; o oxazepam; o triazolam; o

-

alprazolam e o midazolam, entre outras. E necessario frisar que todos estes
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compostos possuem as mesmas agdes farmacolégicas ou as mesmas
caracteristicas farmacodinamicas, diferindo apenas na poténcia e em fatores
farmacocinéticos. Os efeitos farmacologicos destas drogas véo desde a agao
ansiolitica até a propriedade hipnética, em caso de doses mais elevadas, para o
tratamento da insdnia, sendo essa uma de suas indicagbes terapéuticas primarias.
Outros efeitos incluem o relaxamento parcial da musculatura esquelética, que
destina-se ao tratamento de espasmos musculares, e a agéo anticonvulsivante. E,
como ndo poderia deixar de ser, existem os efeitos colaterais que incluem
incoordenagé&o motora e perturbagdo da marcha (ataxia). Doses mais elevadas
podem causar amnésia anterégrada, onde o paciente esquece muitos fatos
ocorridos apés tomar a droga. Os benzodiazepinicos também acentuam os efeitos
depressores do alcool e de outros depressores do SNC quando administrados
concomitantemente com estes, facilitando assim acidentes de transito e
aumentando consideravelmente o risco de intoxicagdo letal causada por estes
agentes (Graeff, 1996).

A farmacologia das benzodiazepinas € bem conhecida (Figura 5). As
drogas ansioliticas citadas no paragrafo acima sdo todas agonistas do R-BZD. O
antagonista competitivo do R-BZD mais conhecido é o flumazenil. Uma classe de
drogas conhecidas como beta-carbolinas ansiogénicas, tais como FG 7142,
DMCM (metil-6,7-dimetrixi-4-etil-B-carbolina-3-carboxilato) e BCCM (metil-B-
carbolina-3-carboxilato) sdo agonistas inversos do R-BZD, isto é, elas se ligam ao
sitio das benzodiazepinas, mas produzem efeitos inversos aos causados pelos
agonistas benzodiazepinicos. Ou seja, elas diminuem a afinidade do GABA pelo
sitio de ligagédo, promovendo ansiedade, aumento do alerta e do tdnus muscular, e
convulsdes. Os barbitdricos, anestésicos esterdides (Lan e Gee, 1994) e,
possivelmente o etanol, se ligam a sitios especificos no receptor GABAa
produzindo efeitos finais semelhantes aos ligantes benzodiazepinicos (Bowery,
1993).
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Figura 5 - Ligantes no receptor benzodiazepinico e suas respectivas
eficacias. Retirado de Haefely (1990).

Receptores Benzodiazepinicos

Alguns subtipos de receptores benzodiazepinicos existem em diferentes
areas cerebrais, coordenando diferentes fungdes fisiolégicas. Recentes avangos,
tanto na biologia molecular (clones, hibridizagao “in situ”, re-expresséo, e mutacéo
de receptores benzodiazepinicos) como na quimica farmacéutica (sintese de uma
enorme variedade de novos agentes que interagem com o0s receptores
benzodiazepinicos), permitiram desenvolver drogas seletivas para alterar
comportamentos especificos através da criagdo de moléculas com seletividade por
determinados subtipos de receptores.

Dois tipos de receptores benzodiazepinicos foram originalmente propostos
com base em suas propriedades farmacologicas e distribuicdo (Figura 6). O

subtipo BZ é encontrado em todo o cérebro, sendo predominante no cerebelo, e o
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subtipo BZ; € encontrado principalmente no cértex, hipocampo e medula espinhal.
Algumas evidéncias sugerem que € a isoforma da subunidade o presente no
receptor oligomérico que, em particular, define as caracteristicas de
reconhecimento do sitio de ligagéo benzodiazepinico (Doble e Martin, 1992).

A possibilidade de desenvolvimento de novas drogas especificas permite
esperar-se a obtencdo de novos medicamentos, talvez mais eficazes, isentos de
efeitos colaterais indesejaveis, efeitos esses intimamente relacionados aos

terapéuticos nos compostos benzodiazepinicos classicos (Doble & Martin, 1992).

Benzodiazepinas Endégenas

Como mencionado anteriormente, as BZDs atuam se ligando a sitios
especificos do receptor GABAs. Sabe-se também que existem varios agentes
ansioliticos ou ansiégenos endégenos que se ligam ao R-BZD, podendo ser
agonistas diretos ou inversos nesses receptores, respectivamente. Presume-se
ainda que esses compostos enddégenos desempenhem fung¢des importantes na
regulacdo da ansiedade normal e patoldgica. A atenuagéo da ansiedade poderia
ser decorrente de uma interferéncia no funcionamento de sistemas neurais
responsaveis pela integracdo de comportamentos de defesa provocados por
ameacas ambientais. Estes sistemas podem ser o sistema serotonérgico
mesolimbico, que comanda a inibigdo comportamental, e o sistema cerebral
aversivo, que integra comportamentos do tipo “fuga ou luta”, bem como elabora
estados afetivo-motivacionais aversivos. A atuagdo das BZDs no complexo
receptor GABAs modula essas vias neurais (Graeff, 1989), sendo sua funcéo
principal a de intensificar as agbes do(s) ligante(s) enddgeno(s) no receptor
GABAx.

Assim, para potencializar a fungdo inibitéria do GABA, o cérebro
provavelmente produz BZDs enddgenas ou substancias tipo-BZDs que se ligam,
em condigdes fisiolégicas normais, ao sitio para BZDs no receptor GABAa. Na
verdade, essas substancias com propriedades agonistas nos R-BZDs tém sido

extraidas e purificadas do cérebro de mamiferos, inclusive do ser humano (De
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Blas, 1992). Entre as substancias purificadas estdo as purinas e os nucleosideos
purinérgicos. Mais recentemente, alguns neuroesteréides, foram propostos como
ligantes enddgenos dos receptores benzodiazepinicos. Entretanto, outros
experimentos demonstraram que esses compostos nao se ligam diretamente ao
sitio de ligac&o para BZDs do receptor GABAa.

Para a pesquisa de substancias enddgenas agonistas dos receptores
benzodiazepinicos, tém sido utilizados anticorpos monoclonais para BZDs (De
Blas et al, 1985). O anticorpo reconhece tanto as BZDs livres como as
conjugadas, como o diazepam (DZP) e o flunitrazepam (FNZ). O material
endogeno retido liga-se especificamente ao receptor neuronal GABAx/ BZDs com
alta afinidade. A atividade das substancias tipo-BZDs foi determinada pela medida
da inibicdo das BZDs radiomarcadas em R-BZD em membranas animais e em
anticorpos monoclonais e sua caracterizagéo foi efetuada por espectrofotometria
de ultravioleta, padrées e eluicdo em cromatografia liquida de alta performance e
espectroscopia de massa. Surpreendentemente a substancia purificada foi o
agonista benzodiazepinico N-desmetildiazepam, um metabdlito natural do DZP no
homem (De Blas, 1993). Esse fato, entre outros, sugeriu que, em relagéo a
origem das BZDs enddgenas, uma das possibilidades poderia ser a contaminagéo
dos individuos causada pelas BZDs industrializadas, que penetram na cadeia
alimentar humana, acumulando-se no cérebro e em outros tecidos. Outra
possibilidade seria a de que as BZDs podem ser biossintetizadas por
microorganismos e/ou plantas que sdo componentes normais da dieta. Isso
porque além do N-desmetildiazepam, diazepam e outras BZDs estarem presentes
em cérebros de ratos, elas também sdo encontradas em batatas, cereais e outros
vegetais, sendo detectadas no leite de mulheres que n&o estavam consumindo
BZDs (Unseld ef al,, 1990). Existe também uma terceira hipétese que diz que,
pelo menos parte das BZDs s&o biossintetizadas por células neurais, neste caso
indicando que as BZDs poderiam funcionar como neurotransmissores (De Blas,
1992). Neste contexto, alguns resultados foram demonstrados sugerindo que as

BZDs endbgenas seriam liberadas no hipocampo, septo e amigdala de ratos
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submetidos a testes de aprendizagem e memoria, sobretudo os de natureza
aversiva (lzquierdo e Medina, 1991).

Mapeamentos quantitativos da imunoreatividade das substancias tipo-
BZDs em cérebros de ratos com o anticorpo monoclonal mostram uma
distribuicdo ampla do antigeno, com os mais altos niveis concentrando-se na
camada de células de Purkinje do cerebelo, cortex olfatério primario, extrato
piramidal do hipocampo, e na camada de células mitrais do bulbo olfatério. Outras
evidéncias mostram que as moléculas enddgenas tipo-BZDs estdo presentes
tanto no citoplasma soluvel (hialoplasma) da célula como em associacdo com
ambas as membranas da célula, externa e interna.

Figura 6 — Auto-radiografia dos receptores benzodiazepinicos totais (a) BZ,
(b) e BZ; (c) num corte parasagital de cérebro de rato. Ligacdo nao
especifica (d) . Retirado de Doble e Martin (1992).

A quantidade de BZDs endégenas em determinadas regides do cérebro de
mamiferos pode estar relacionada a varios processos fisiopatolégicos. A maior
concentacdo de BZDs endégenas em dareas como hipocampo e amigdala, no
sistema limbico, aonde também existe uma grande concentracdo de receptores

GABA,, sugere que esses compostos estdo diretamente envolvidos no processo
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de consolidacdo da memodria de eventos aversivos, bem como na fisiopatologia da
ansiedade (lzquierdo ef a/.,1991). A este respeito, parece que a quantidade de
BZDs endbgenas esta relacionada com a vida emocional do individuo, pois
estudos recentes mostraram que em situacdes de estresse ocorre um aumento na
liberacdo de BZDs endégenas. Tal fato ndo ocorre em situagdes normais
(Izquierdo & Medina, 1991; Ribeiro ef al., 1998).

NEUROCININAS E ANSIEDADE

Histodrico

Nos dUltimos anos demonstrou-se a existéncia de uma quantidade
significativa de neuropeptideos nos neurdnios do SNC. Os neuropeptideos séo
encontrados em quantidades significativas nos terminais sinapticos do SNC e
entre eles podemos citar a substancia P (SP), a colicistocinina (CCK), a
neurotensina, o neuropeptideo Y (NPY) e a somatostatina (Stone, 1995). Muitos
destes peptideos coexistem com neurotransmissores classicos como a
acetilcolina, a serotonina, o GABA e a dopamina , em diferentes regides do SNC
(Pernow, 1983; Chang, 1988; Smith et a/., 1994).

A SP (H-Arg-Pro-Lys-Pro-GIn-GIn-Phe-Phe-Gly-Leu-Met-NH,) foi o primeiro
neuropeptideo a ser descoberto, sendo identificado por von Euler e Gaddum
(1931) no cérebro e intestino de cavalos. Nas décadas de 50 e 60 foram feitos
alguns estudos com a SP, mas somente nos anos 70 -71 é que ela foi purificada,
sua estrutura primaria determinada (Chang e Leeman, 1970; Chang et al., 1971),
permitindo sua sintese (Tregear ef al., 1971). A caracterizagdo da SP, a partir de
hipotalamo de bovinos, evidenciou que esse peptideo pertence a familia das
taquicininas, com uma mesma sequéncia de aminoacidos no carbono (C) terminal:
Phe-X-Gly-Leu-Met-NH2, onde X = residuo aromatico (fenilalanina — Phe - e
treonina - Try) ou residuo alifatico hidrofébico (valina — Val - e isoleucina - lle;
Erspamer, 1981). As atividades agonisticas da SP e peptideos relacionados estdo
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associadas ao dominio carboxi terminal, descrito anteriomente, que & comum
entre esses peptideos (Mussap ef al., 1993). O dominio amino terminal, por sua
vez, confere seletividade aos diferentes tipos de receptores (para revisdo ver
Regoli et al., 1994; Otsuka e Yoshioka, 1993).

Devido as similaridades farmacoldgicas entre a SP e a bradicinina, estudos
comparativos destes compostos levaram a descoberta de uma nova familia de
peptideos, as taquicininas (Klavdieva, 1995). Atualmente, varios grupos de
pesquisadores agrupam o0s neuropeptideos presentes em mamiferos sob a
designacao genérica de neurocininas (NKs) (Regoli ef al., 1994). Em 1983, quatro
grupos de pesquisadores independentes (Kanawaga ef al.; Kimura et al.; Maggio
et al. e Schimada et al) relataram a existéncia de outras NKs no SNC: a
neurocinina A (NKA, substancia A, neuromedina o) e a neurocinina B (NKB,
neuromedina K). Tatemoto et al. (1985) isolaram a neurocinina K (neuropeptideo
K) e, em 1988, Kage ef al. identificaram a neurocinina y (neuropeptideo vy).

Estudos de biologia molecular e analise sequencial de DNA, revelaram que
as NKs séo sintetizadas a partir de dois genes distintos: o gene da PPT-l ou PPT-
A (pré-protaquicinina A) e o gene da PPT-Il ou PPT-B (pré-protaquicinina B), no
corpo celular. A transcricdo do gene da PPT-A produz trés RNAm de NKs distintas
(o, B e y-pré-protaquicininas). A PPT-l-a origina a SP, enquanto a PPT-I-8 origina
a SP e a NKA, e ainda um analogo da NKA expandido na porgéo amino terminal,
o NPK. A PPT-l-y origina a SP, NKA, e ainda um anéalogo da NKA expandido na
porcao amino terminal, o NPy (Nawa ef al., 1983, 1984; Kotani et al., 1986; Bonner
et al., 1987, Krause et al., 1987; Maggio ef al., 1988; Guard e Watson, 1991). A
PPT-ll, por sua vez, codifica a informagdo para a sintese de uma proteina
precursora da NKB (Dornan et al., 1993), conforme mostrado na figura a seguir:
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Figura 7 - Esquema de origem das neurocininas e seus precursores e

receptores em mamiferos (adaptado de Guard e Watson, 1991).

Receptores neurocinérgicos

As NKs podem interagir com os trés tipos de receptores (Regoli et al.,
1989), porém sua afinidade por cada um dos tipos difere: a SP é o agonista
natural preferencial do receptor neurocinérgico do tipo NK;, a NKA do receptor
NK2 e a NKB do receptor do tipo NKz (Maggi et al., 1993; Stables et al., 1994,
Culman e Unger, 1995; Patacchini e Maggi, 1995).
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Quadro 2 — Receptores neurocinérgicos e drogas agonistas e antagonistas
seletivas nesses receptores.

Tipo de receptor

NK4 NK; NK;
Agonistas
Natural SP NKA NKB
Sintético  SP-metiléster [B-Ala®]-NKA 410 senktide
Antagonistas
Peptidico FK 888 MEN 10,207 Trp’[B-Ala®}-NKA 4.10)
Nao-peptidico RP 67580 SR 48968 SR14288

Neurocininas no sistema nervoso central

Todas as NKs estdo amplamente distribuidas no SNC (Cuello e Kanazawa,
1978; O’'Donohue et al., 1990; Shaikh et al, 1993) e varias agdes farmacologicas
foram descritas para estes peptideos (ltoi et al., 1988, 1992; Unger et al., 1988).
Em animais, as NKs parecem modular diversas fungdes como os estimulos
sensoriais ao nivel da medula espinhal, além da regulagcéo central do sistema
cardiovascular (Regoli et al., 1994), processos de aprendizagem e memodria
(Huston e Staubli, 1981; Huston et al., 1993; Hasendhrl ef al., 1994, Kovacs e De
Wied, 1994) e secre¢des neuroenddcrinas (Otsuka e Yoshioka, 1993). Em 1980,
Oehme et al. observaram a influéncia modulatéria dos neuropeptideos na resposta
fisiolégica ao estresse. A administragéo central de SP ou de outros agonistas
seletivos do receptor neurocinérgico do tipo NK; promove uma exacerbag&o na
atividade locomotora, na atencdo e nos comportamentos de auto-limpeza
(Sakurada et al., 1989; Brent et al., 1994), além de um aumento na press&o
arterial, na frequéncia e no débito cardiacos, atividades comportamentais e
fisiologicas tipicas da reacéo de defesa, em ratos conscientes (Unger ef al., 1988;
Tschépe et al., 1992; Culman e Unger, 1995). Também em cobaias foi observada

uma hiperatividade locomotora, além de comportamentos do tipo “wet-dog
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shaking” (‘sacudir de cachorro molhado’), apdés a administracéo
intracerebroventricular de agonistas seletivos NK; (Piot ef al., 1995). Zernig et al.
(1992; 1993) observaram ainda que a administracéo periférica de CP-96345 e RP
67580, antagonistas seletivos NKy, reduz a atividade locomotora, provavelmente
devido a sedacao e a alteracéo na performance motora de camundongos, no teste
da caixa claro-escuro.

A SP, agonista natural e preferencial dos receptores NKj, induz reagdes
cardiovasculares de defesa em ratos (Unger ef al., 1988; Tschépe et al., 1992;
Culman e Unger, 1995) e apresenta efeitos pré-aversivos quando microinjetada na
dPAG (Aguiar e Brandao, 1996). Fehder et al. (1997), apds verificarem um
aumento dos niveis sanglineos de SP em resposta a ansiedade psicolégica em
humanos, propuseram que a SP serviria como um mediador nas reacgbes
imunolégicas produzidas pelo estresse. Outros estudos demonstraram que a SP
esta diretamente envolvida na modulacdo das reagdes de estresse e defesa no
sistema limbico, em ratos (Brodin ef al., 1994) e gatos (Shaikh ef al., 1993).

Alguns estudos mostram que a ansiedade experimental pode ser modulada
pela manipulagdo de mecanismos centrais que envolvem receptores
neurocinérgicos NK;, NK> e NKs. A administracdo sistémica do antagonista do
receptor NK;, CP 96345, em camundongos, promove um aumento tanto na
laténcia para a entrada dos animais no compartimento escuro da caixa claro-
escuro, como no tempo despendido no compartimento claro, sugerindo uma agéo
do tipo ansiolitica para esse composto (Zernig et al., 1992; 1993). Teixeira et al.
(1996) demonstraram que a estimulacéo dos receptores NK; e NK2 promove um
efeito do tipo ansiogénico, em camundongos avaliados no teste do labirinto em
cruz elevado (LCE). O bloqueio seletivo dos receptores NK; pelo FK 888, por outro
lado, produz uma agéo do tipo ansiolitica (Teixeira et al., 1996) no LCE. O CGP
49823, outro antagonista de receptores NK;, mostrou um efeito do tipo ansiolitico
no teste de interacdo social em ratos (File, 1997), refor¢gando a hipétese de que a
SP desempenha um papel modulatério nos estados de ansiedade experimental.
Recentemente, foi determinado que a injecdo de um agonista do receptor NK;, GR
73632, em sub-regides da matéria cinzenta periaquedutal (PAG), pode modular
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aspectos incondicionados, mas ndo mnemdonicos, de comportamentos de medo
(Mongeau et al., 1998). Outras evidéncias recentes sugerem que a substancia P
pode desempenhar um importante papel nos disturbios psiquiatricos, pois seu
antagonista MK 869 mostrou efeitos antidepressivos suprimindo vocalizagbes
induzidas por isolamento (Kramer ef al., 1998).

A administragdo sistémica ou central de antagonistas de receptores NK>
(GR 100679, SR 48969, GR 159897) reduz os comportamentos relacionados a
ansiedade em diferentes modelos animais (teste de interagcdo social, caixa claro-
escuro, LCE) e espécies animais (camundongos, ratos e primatas; Stratton ef al.,
1993, 1994; Bernatzky e Saria, 1995). A administracdo central de agonistas (NKA
e B-Ala®-NKA) e do antagonista (SR 48968), seletivos para os receptores NK;
resulta em efeitos do tipo ansiogénico e ansiolitico, respectivamente, no LCE em
camundongos (Teixeira ef al., 1996). Em resumo, a estimulagdo de receptores
NK; e NK> promove efeitos do tipo ansiogénico, enquanto que seu bloqueio
produz efeito contrario, isto &, do tipo ansiolitico.

A participagéo de receptores neurocinérgicos do tipo NKz na modulagcéo da
ansiedade em camundongos avaliados no LCE foi demonstrada para o senktide,
um agonista seletivo NKz (Wérmser et al., 1986), que em estudos preliminares
apresentou uma agdo do tipo ansiolitica (Teixeira, 1995; Teixeira et al., 1995),
posteriormente confirmada por Ribeiro (1998) e Ribeiro et al. (1999), que mostrou
ainda a interagdo entre os sistemas neurocinérgico e opidide nesta modulagéo
(Ribeiro e De Lima, 1998).

Assim, o objetivo principal do presente trabalho foi investigar uma possivel
inter-relagdo entre os sistemas neurocinérgico e GABAérgico na modulagéo da
ansiedade experimental, utilizando o teste do labirinto em cruz elevado em
camundongos.
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Il - OBJETIVOS

GERAL:
Investigar uma possivel inter-relacdo entre os sistemas
neurocinérgico e GABAérgico na modulagéo da ansiedade experimental,

utilizando o teste do labirinto em cruz elevado em camundongos.

ESPECIFICOS:

- Estabelecer o efeito do tipo ansiolitico do diazepam no labirinto
em cruz elevado, em camundongos, para fim de comparagdes
posteriores, utilizando esse benzodiazepinico como droga ansiolitica
padrédo. Confirmar as a¢des dos antagonistas NK; e NK, e do agonista
NK3z no mesmo modelo experimental.

- Estabelecer o efeito do tipo ansiogénico do pentilenotetrazol no
labirinto em cruz elevado, em camundongos, para fim de comparagdes
posteriores, utilizando essa droga como ansiogénico padréo. Confirmar
as agdes dos agonistas NK; e NK; e do antagonista NKs no mesmo
modelo experimental.

- Verificar a influéncia dos compostos neurocinérgicos
ansiogénicos (agonistas NK; e NK, e antagonista NKsz) no efeito
ansiolitico agudo do diazepam.

- Investigar a influéncia dos compostos neurocinérgicos com
atividade ansiolitica (antagonistas NK; e NK; e agonista NK3) no efeito
ansiogénico agudo do pentilenotetrazol.

- Estabelecer o efeito ansiolitico do diazepam administrado
agudamente por 2 vias, uma sistémica e outra central (i.p. e i.c.v,,
respectivamente) apds a retirada abrupta do tratamento repetido por 28
dias com diazepam.

- Verificar o efeito ansiolitico dos compostos neurocinérgicos
(antagonistas NK; e NK; e agonista NKz), administrados agudamente
por via i.c.v., ap6s a retirada abrupta do tratamento repetido por 28 dias

com diazepam.

24



MATERIAIS E METODOS




Rafaela L. Ribeiro Materiais e Métodos

Il - MATERIAIS e METODOS

Animais

Foram utilizados 288 camundongos albinos Suicos fémeas pesando entre
30-40 g (cerca de 3,5 meses de idade) nos experimentos com tratamento agudo.
No experimento com tratamento repetido (28 dias), iniciou-se o tratamento com
animais de 2,5 meses de idade. Os animais foram criados no Biotério Central da
Universidade Federal de Santa Catarina e mantidos, apds o desmame, no Biotério
Setorial da Coordenadoria Especial de Farmacologia, Centro de Ciéncias
Biolégicas, Universidade Federal de Santa Catarina. A temperatura ambiente (23 +
2° C) e o ciclo de luz claro/escuro de 12 h (luz das 7:00 as 19:00 h), foram
controlados automaticamente, tanto no Biotério como no Laboratério de
Neurofarmacologia, onde os animais permaneceram por uma semana antes de
qualquer manipulagéo experimental. Os animais tiveram livre acesso a agua e a
racdo, exceto durante a realizagdo dos experimentos. Os grupos controle e
experimentais (n= 9-10/grupo) foram escolhidos aleatoriamente, sendo que cada
animal foi utilizado somente uma vez.

Drogas e Solugoes

Foram utilizadas as seguintes drogas e solugbes:

e Diazepam (DZP), Lab. Sanofi-Winthrop Farmacéutica Ltda, Brasil,
benzodiazepina ansiolitica (Goodman and Gilman’s The Pharmacological Basis
of Therapeutics 9" Ed., p. 306, 1996);

e FK 888 ({(4R) - 4 - hidroxi- 1 -[1-metil-1H-indol-3-i] carbonil-propil]-L-N-
benzil-N-metil-3-2-(2-naftil)-L-alaninamida} (NK,), Fujisawa Pharmaceutical
Co., Osaka, Japan, antagonista seletivo dos receptores NK; (Fujii et al., 1992);

e Neurocinina A (NKA = H-His-Lys-Thr-Asp-Ser-Phe-Val-Gly-Ala-Leu-Met-
NH., ), Peninsula Labs., Belmont, EUA, neurocinina endégena com acéo
preferencial nos receptores NK; (Lindefors ef al., 1985);
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e Pentilenotetrazol (PTZ), Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EUA,
antagonista GABAérgico (Olsen, 1981), dissolvido em NaCl 0,9%, pH 7,4;

o Senktide ([succinil-Asp®,MePhe®] substancia Pg.41, Peninsula Labs.,
Belmont, EUA ), agonista seletivo sintético do receptor neurocinérgico NKs
(Wérmser et al., 1986),

e SR 48968 ({(S) - N - metil - N - 4 [4 - acetilamino -4-fenilpiperidina-2- ( 3,4-
diclorofenil)butil] benzamida, Sanofi Recherche, Montpellier, Franca),
antagonista seletivo do receptor neurocinérgico NK> (Emonds-Alt ef al., 1992),

e Substancia P (SP = H-Arg-Pro-Lys-Pro-GIn-GIn-Phe-Phe-Gly-Leu-Met-
NH), Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EUA), neurocinina endogena com
acao preferencial nos receptores NK; (Chang et al., 1971);

e [Trp’B-Ala’]neurocinina Agy.10, (Trp7), Peninsula Lab., Belmont, EUA),
antagonista peptidico seletivo para o receptor neurocinérgico NKs (Drapeau et
al., 1990).

Os agonistas e antagonistas neurocinérgicos foram preparados como solugéo
estoque (1 mM), em solucdo fosfato tamponada (PBS = “phosphate-buffered
solution”): NaCl 137 mM, KCI 1,17 mM e tampéo fosfato 10 mM (Sigma Co.),
estocados a -20 °C em tubos de Eppendorf siliconizados. Essas drogas foram,
posteriormente, diluidas em PBS (pH=7,4), nas concentragbes adequadas, na
hora do uso. O DZP foi diluido em PBS ou NaCl 0,9%, com 10% de
propilenoglicol, e o PTZ, em NaCl 0,9%, pH 7,4. O PBS e a salina (NaCl 0,9%)
foram usados como solugdes controle nos tratamentos icv. e ip.,
respectivamente.
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Procedimentos Gerais

A administragdo intracerebroventricular (i.c.v.) das diversas drogas foi
realizada empregando-se a técnica “free hand’, desenvolvida por Haley e
McCormick (1957) e modificada por Laursen e Belknap (1986). Cada animal foi
levemente anestesiado com éter e a seringa foi posicionada em plano inclinado
(45°) em relagdo ao cranio, com o bisel da agulha voltado para a cauda do animal.
Uma linha imaginaria foi tragada rostralmente as orelhas do animal e a agulha foi
introduzida 3,5 mm no sentido dorso-ventral e, aproximadamente, 2 mm
lateralmente a linha mediana. A injecéo foi realizada com o auxilio de uma micro-
seringa de Hamilton 701 N (10 ul), conectada a um tubo de polietileno (PE 20
STWL; Plastics One Inc., Virginia, USA) de aproximadamente 12 cm de
comprimento. Na extremidade final do polietileno foi conectada uma agulha de
insulina (13 x 4; 80/100; Becton Dickinson Ind. Cirurgicas Ltda., Curitiba, Parana).

Os Esquemas 1 e 2 ilustram resumidamente os procedimentos
experimentais agudo e repetido (protocolo de acordo com Andreatini e Leite,
1984), respectivamente.
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ESQUEMA 1
Procedimento experimental — Tratamento agudo

Injedo i. p.
DZP (0,5 mglkg i.p.), PTZ (20 mglkg i.p.)
ou NaCl 0,9%

Camundongos anestesiados superficialmente em camara saturada com éter efilico

Injecao i. c. v.
SP, NKA e Trp-7 ou PBS (DZP i.p.)
FK 888, SR 48968, Senktide ou PBS (PTZ i.p.).

Labirinto em cruz elevado (5 min)

Campo-aberto (5 min)

Rota-rod (1 min)

Temperatura Refal
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ESQUEMA 2
Procedimento experimental — Tratamento repetido (28 dias)

DZP i.p.
7 dias 3 dias 18 dias

ou NaCl 0,9% i.p.

3 dias apés a retirada do tratamento repetido

Camundongos anestesiados superficialmente em camara saturada com éter etilico

Inje¢éoi. c. v.
DZP, FK 888, SR 48968, Senktide ou PBS

Labirinto em cruz elevado (5 min)

Campo-aberto (5§ min)

Rota-rod (1 min)

Temperatura Retal
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ApOs a injecdo i.c.v. e a recuperagao do reflexo postural, os animais foram
avaliados no labirinto em cruz elevado (LCE), seguido pelo campo-aberto e rota-
rod. Imediatamente apés o término das observagdes comportamentais, a
temperatura corporal foi medida e, como usamos camundongos fémeas, foi feita a
coleta da secrecdo vaginal em solugdo salina (NaCl 0,9%) e a leitura do material
foi realizada em microscopia 6ptica comum para determinagao da fase do ciclo
estral (Hoar, 1975). Os animais cuja fase do ciclo estral diferenciou do estagio de
Diestro (D1 e D2) foram desconsiderados na analise dos resultados finais. A
seguir, os animais foram sacrificados por deslocamento cervical, e a localizagéo
correta da injegédo i.c.v. foi verificada visualmente a fresco em cada animal. Os
animais que apresentaram sinais de hemorragia e/ou localizagao
duvidosalincorreta da injecéo foram descartados das analises posteriores.

Equipamentos

Labirinto em cruz elevado (“plus-maze”)

O LCE foi baseado no modelo proposto, em ratos, por Pellow ef al. (1985) e
validado por Lister (1990) para camundongos. O equipamento consiste de dois
bracos abertos (30 x 5 cm) e dois bragos fechados (30 x 5 x 15 cm) opostos, em
forma de cruz grega, elevados a 45 cm do nivel do chdo. Os bragos abertos
apresentam uma parede lateral de 0,25 cm como protecdo, evitando a queda dos
animais. Os bragos abertos e fechados estdo conectados por uma plataforma
central (5 x 5 cm). A plataforma e as paredes laterais foram confeccionadas em
acrilico transparente e o assoalho em acrilico preto. O LCE encontra-se numa sala
iluminada por uma luz vermelha de 15 w, € a temperatura mantida em 22 + 2 °C.

Imediatamente apds a recuperacédo do reflexo postural, cada animal foi
colocado, individualmente, no LCE com a cabega voltada para um dos bragos
fechados e seu comportamento avaliado durante 5 min. Os parametros
comportamentais avaliados neste teste foram o numero de entradas e o tempo de

permanéncia nos bragos abertos e fechados do equipamento, sendo que o
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numero de entradas nos bragos fechados foi usado como medida da atividade
locomotora. Segundo Rodgers ef al. (1995), a entrada em um dos bragos deve ser
considerada quando o animal colocou as quatro patas dentro do respectivo brago.
O numero total de entradas foi obtido pela soma do numero de entradas nos
bracos abertos e fechados. Para andlise estatistica dos dados e confecgdo dos
graficos, a frequéncia de entradas nos bracos abertos foi calculada dividindo-se o
numero de entradas nos bragos abertos pelo numero total de entradas e este
indice multiplicado por 100 ([A/A + F] x 100). O percentual de tempo foi calculado
de maneira semelhante: o tempo gasto nos bragos abertos ou fechados foi
dividido pela somatéria do tempo de permanéncia em ambos os bragos e o
quociente obtido foi multiplicado por 100 ([TA/TA + TF] x 100 ou [TF/TA + TF];
Handley e Mithani, 1984; Pellow et al., 1985; Lister, 1987; Treit ef al., 1993; Cruz
et al., 1994). Foram também registrados no labirinto em cruz, medidas etoldgicas
de avaliagdo como o numero de imersées de cabecga (“head-dippings’) e
estiramentos (“stretch attend postures”), que s&o medidas do comportamento de
avaliagdo de risco (“risk assessment”’; Rodgers e Cole, 1994) e o numero de bolos
fecais, como indice de emocionalidade (Archer, 1973), associado ou n&o a
locomogéao (Ader, 1967).

Os experimentos foram todos realizados entre 8:00 e 13:00 h. Antecedendo
aos experimentos, os animais foram ambientalizados as condigbes experimentais
em uma ante-sala do laboratério por um periodo de, no minimo, 1h antes do inicio
dos mesmos.

Campo-aberto (“open-field”)

Apds a exposigcdo ao LCE, cada animal foi colocado, individualmente, no
centro de um campo aberto confeccionado em acrilico (paredes transparentes e
chéo preto, 30 x 30 x 15 cm) para avaliar a atividade exploratéria dos animais:
movimentacdo espontanea dos animais (numero de cruzamentos, com as quatro

patas, entre as divisdes do campo), o numero de comportamentos de auto-limpeza
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(“grooming”), de levantar (“rearing”) e a sua defecacdo, parametros esses
registrados durante um periodo de 5 min.

Rota-rod

A coordenacdo motora dos animais foi avaliada no teste do rota-rod
originalmente desenvolvido por Dunham e Miya (1957), e adaptado por Carlini et
al. (1986). O aparelho consiste de uma barra de 2,5 cm de diametro, dividida em
seis compartimentos, elevada a 25 cm de altura, que gira a 12 r.p.m. Os animais,
apos a avaliagdo no campo-aberto foram colocados na barra por 1 min e registrou-
se o tempo de permanéncia na barra giratéria (em segundos) e 0 numero de
quedas do aparelho.

Analise Estatistica

Para as andlises estatisticas foi utilizado o programa Graphpad INSTAT
versdo 2.05a (1990-1994). Quando realizadas as caracterizagbes dos efeitos
ansioliticos do diazepam e dos efeitos ansiogénicos do pentilenotetrazol o teste
estatistico utilizado foi o teste t de Student ndo pareado. As outras comparagdes
estatisticas foram realizadas pela andlise de variancia univariada (ANOVA),
seguida do teste de Newman-Keuls (comparagdes entre diferentes tratamentos)
conforme indicado na legenda das figuras, tendo como variavel independente o
fator tratamento. O nivel de significancia estatistica considerado foi p < 0,05. Os
dados foram expressos como média + erro padrao da média (e.p.m.) de 9 - 10

animais por grupo, nos diversos testes realizados.
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IV- RESULTADOS

A) Caracterizacao dos efeitos ansioliticos do diazepam, dos
antagonistas NK; e NK; e do agonista NK3 no labirinto em cruz
elevado

Objetivos:

Estabelecer o efeito do tipo ansiolitico do diazepam no labirinto em cruz
elevado, em camundongos, para fim de comparacdes posteriores, utilizando esse
benzodiazepinico como droga ansiolitica padrdo. Confirmar as agbes dos

antagonistas NK; e NK; e do agonista NKs no mesmo modelo experimental.

Resultados:

A figura 8 mostra a frequéncia de entradas nos bragos abertos (A) e o
tempo de permanéncia nesses mesmos bragos em relacéo ao tempo total (B). A
injecdo i.p. de diazepam (DZP, 0.5 mg/kg), um benzodiazepinico classico, seguida
quinze minutos apo6s pela administragéo i.c.v. de PBS, alterou alguns parametros
observados no LCE, como esperado para drogas ansioliticas, sendo que apenas o
tempo de permanéncia nos bragos abertos foi aumentado significativamente (t =
2,02 ; P < 0,05) por esse tratamento, quando comparado ao valor apresentado
pelo grupo controle (NaCl 0,9% i.p. + PBS i.c.v.). Na figura 9 estdo os dados
referentes ao numero de entradas nos bragos fechados (A) e numero total de
entradas (B), isto &, entradas nos bragos abertos e fechados, que ndo foram
alterados de maneira significante pelo tratamento. Os demais parametros
comportamentais sdo apresentados na Tabela 1 e também n&o foram
significativamente modificados pelo tratamento com DZP.
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Figura 8 - Efeito da injegéo i.p. de NaCl 0,9% ou DZP (0.5 mg/kg), seguida da injecéo
i.c.v. de PBS, na frequéncia de entradas (A) e no tempo de permanéncia (B) nos bragos
abertos 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. O nimero de animais
empregados por tratamento foi de 10 (teste f de Student n&o pareado, * P < 0,05).
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15+ A

=3 SALUPBS
&z DZP/PBS
104

Nuamero de Entradas
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Figura 9 - Efeito da inje¢éo i.p. de NaCl 0,9% ou DZP (0.5 mg/kg), seguida da inje¢ao
i.c.v. de PBS, no numero de entradas nos bragos fechados (A) e no numero total de
entradas (B), isto &, entradas nos bragos abertos e fechados 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. O numero de animais empregados por tratamento foi de
10 (teste t de Student ndo pareado, P > 0,05).
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A administragéo i.c.v. de FK 888, uma droga antagonista seletiva dos
receptores NK;, assim como a de senktide (SENK), um agonista seletivo dos
receptores neurocinérgicos NKs, apds a injecéo i.p. de NaCl 0,9% n&o alteraram
significativamente quaisquer parametros analisados no labirinto em cruz elevado
(Figuras 10 e 11; Tabela 1), em comparagéo aos valores do grupo controle (NaCl
0,9% i.p. + PBSi.c.v.).

O SR 48968 , um antagonista seletivo de receptores NK,, embora n&o
tenha modificado significativamente a freqliéncia de entradas nos bragos abertos
(Figura 10A; F@33s) = 2,47, P > 0,05), aumentou de forma estatisticamente
significante o tempo de permanéncia nesses mesmos bragos em relagéo ao tempo
total (Figura 10B; F(336 = 3,74, P <0,05).

As demais medidas comportamentais registradas no labirinto em cruz
elevado ndo foram influenciadas pelo tratamento com os antagonistas
neurocinérgicos NK; e NK; ou com o agonista NKz e estdo apresentadas na
Figura 11 (nimero de entradas nos bracgos fechados — A — e entradas totais em
ambos os bracos — B) e na Tabela 1 (demais parametros da anélise etolégica do
comportamento).
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Figura 10 - Efeito da inje¢do i.c.v. de FK 888 (100 pmol), SR 48968 (100 pmol), SENK (10
pmol), e PBS, 15 min ap6s a inje¢éo i.p. de NaCl 0,9%, na freqiiéncia de entradas (A) e
no tempo de permanéncia (B) nos bragos abertos 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. O numero de animais empregados por tratamento foi de 10

(ANOVA univariada seguida do teste de Student-Newman-Keuls, * P < 0,05).
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Figura 11 - Efeito da inje¢do i.c.v. de FK 888 (100 pmol), SR 48968 (100 pmol), SENK (10
pmol), e PBS, 15 min apés a inje¢do i.p. de NaCl 0,9%, no numero de entradas nos
bracos fechados (A) e no numero total de entradas (B), isto €, entradas nos bracos
abertos e fechados 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. O
numero de animais empregados por tratamento foi de 10 (ANOVA univariada seguida do

teste de Student-Newman-Keuls, P > 0,05).
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Tabela 1: Efeito dos diferentes tratamentos com drogas do tipo ansiolitica nos
parametros etolégicos registrados no teste do labirinto em cruz elevado. Os dados estédo

expressos como média + e.p.m. de 10 animais.

Tempo na Auto- Bolos
Tratamento SAP HD Plataforma Levantar Limpeza Fecais
Central

SAL/PBS 3.240.8 12.3+3.7 43.848.9 6.0+1.8 0.8+0.2 0.1+0.1

SAL/FK 888 28+09 52+16 489+15.0 3.3+0.8 1.6+0.4 0.0+0.0

SAL/SR 48968 2.7406 17.743.8 45.2+11.2 2.5¢0.7 1.240.2 0.4+0.2

SAL/SENK 46+1.1 7.1+16 46.9+104 3.8+1.1 1.1+0.6 0.2+0.2
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B) Caracterizacao dos efeitos ansiogénicos do pentilenotetrazol,
dos agonistas NK, e NK; e do antagonista NK; no labirinto em
cruz elevado

Objetivos:

Estabelecer o efeito do tipo ansiogénico do pentilenotetrazol no labirinto em
cruz elevado, em camundongos, para fim de comparagdes posteriores, utilizando
essa droga como ansiogénica padréo. Confirmar as agbes dos agonistas NK; e
NK: e do antagonista NKz no mesmo modelo experimental.

Resultados:

A injecéo i.p. de pentilenotetrazol (PTZ , 20 mg/kg), seguida quinze minutos
apo6s pela injecdo i.c.v. de PBS, promoveu uma redugdo significante de alguns
parametros observados no LCE, como esperado para drogas ansiogénicas,
quando comparados com os dados obtidos no grupo controle (NaCl 0,9% i.p. +
PBS i.c.v.). Estes resultados estdo mostrados na figura 12 e sdo referentes,
respectivamente, a frequéncia de entradas nos bragos abertos (A, t = 2,28, P <
0,05) e ao tempo de permanéncia nesses mesmos bragos em relagédo ao tempo
total (B, t = 2,59 P < 0,05).

O numero de entradas nos bragos fechados (Figura 13A), assim como o
nuamero de entradas totais (bragos abertos + bracos fechados; Figura 13B) e os
parametros etoldgicos observados no labirinto em cruz elevado, “stretch attend
postures” (SAP), “head-dippings” (HD), tempo na plataforma central, “rearing”
(levantar) e “grooming” (auto-limpeza) (Tabela 2), ndo foram alterados pelo
tratamento sistémico com o PTZ.

40



Rafaela L. Ribeiro Resultados

A =3 SAL/PBS
&8 PTZ/PBS

Entradas nos bragos
abertos/Total de
entradas (%)

3

25- *
0
100-
" B 1 SAL/PBS
ey
28 8 PTZ/PBS
o 754
S8
0
8 5':
2 & 504
Z.S
o % 254
2 -
0

Figura 12 - Efeito da injecdo i.p. de NaCl 0,9% ou PTZ (20 mg/kg), seguida da injecéo
i.c.v. de PBS, na frequéncia de entradas (A) e no tempo de permanéncia (B) nos bragos
abertos 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. O numero de animais
empregados por tratamento foi de 10. (teste t de Student ndo pareado, * P < 0,05).
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Figura 13 - Efeito da injecdo i.p. de NaCl 0,9% ou PTZ (20 mg/kg), seguida da injegéo
i.c.v. de PBS, no numero de entradas nos bragos fechados (A) e no numero total de
entradas (B), isto &, entradas nos bragos abertos e fechados 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. O nimero de animais empregados por tratamento foi de
10. (teste t de Student ndo pareado, P > 0,05).
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A administragéo i.c.v. de substancia P (SP), o agonista natural preferencial
dos receptores neurocinérgicos do tipo NKj, apos a inje¢do i.p. de NaCl 0,9%
reduziu o tempo de permanéncia nos bragos abertos do LCE de maneira
significativa (Figura 14B; Fz36 = 2,93, P < 0,05), mostrando uma atividade do tipo
ansiogénica para esta droga. A frequéncia de entradas nos bragos abertos (Figura
14A; Fa3e = 1,66, P > 0,05), assim como os outros parametros registrados no
LCE (Figura 15; Tabela 2), ndo foram modificados pela administracdo central da
SP.
A injecdo i.c.v. de NKA, uma droga agonista seletiva para os receptores
NK> e do Trp-7, um antagonista seletivo de receptores NKz, apesar de também
reduzirem alguns parametros observados no LCE na mesma dire¢do que drogas
ansiogénicas como o PTZ, n&o promoveram diferencas estatisticamente
significantes em quaisquer parametros registrados, classicos (Figura 14 A e B e
Figura 15 A e B) ou etoldgicos (Tabela 2).
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Figura 14 - Efeito da injegdo i.c.v. de SP, NKA, Trp-7 e PBS, 15 min apéds a inje¢éo i.p. de
NaCl 0,9%, na freqiiéncia de entradas (A) e no tempo de permanéncia (B) nos bragos
abertos 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. O numero de animais
empregados por tratamento foi de 10. (ANOVA univariada seguida do teste de Student-
Newman-Keuls, * P <0,05).
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Figura 15 - Efeito da injecdo i.c.v. de SP, NKA, Trp-7 e PBS, 15 min apés a injeg¢&o i.p. de
NaCl 0,9%, no niumero de entradas nos bracos fechados (A) e no numero total de
entradas (B), isto &, entradas nos bragos abertos e fechados 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. O numero de animais empregados por tratamento foi de
10. (ANOVA univariada seguida do teste de Student-Newman-Keuls, P > 0,05).
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Resultados

Tabela 2: Efeito dos diferentes tratamentos com drogas do tipo ansiogénica nos

parametros etologicos registrados no teste do labirinto em cruz elevado. Os dados estédo

expressos como média + e.p.m. de 10 animais.

Tempo na Auto- Bolos

Tratamento SAP HD Plataforma Levantar Limpeza Fecais
Central

SAL/PBS 4.0+0.7 134429 5144104 2.2+0.4 22+0.4 0.8+0.5

SAL/SP 40+1.8 7.8+1.2 5224108 3.7+1.1 1.3+0.4 0.340.1

SAL/NKA 3.3t06 8.3+1.9 55.6+13.7 49+1.5 1.2+0.4 0.1+0.1

SAL/Trp-7 6.0+1.7 6.242.3 42.1+7.9 4.5+1.4 1.0+0.2 0.4+0.1
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C) Influéncia do tratamento central com agonistas e antagonista
neurocinérgicos no efeito ansiolitico do diazepam

Objetivos:
Verificar a influencia dos compostos neurocinérgicos ansiogénicos
(agonistas NK; e NK; e antagonista NKs) no efeito ansiolitico agudo do diazepam.

Resultados:

O efeito ansiolitico do tratamento agudo com DZP foi revertido pela
administragdo i.c.v. dos compostos ansiogénicos neurocinérgicos NKA e Trp-7,
agonista NK> e antagonista NKs, mas n&o pela substancia P, agonista NK;. A SP,
em animais pré-tratados com DZP, n&o diminuiu nem a freqliéncia de entradas
nos bragos abertos, nem o tempo de permanéncia nestes bragos (Figura 16A e B,
respectivamente), quando comparamos com 0Ss animais controle tratados
agudamente com o ansiolitico padréao (DZP i.p. + PBS i.c.v.). Por outro lado, o
tratamento central com o agonista de receptores NK; , NKA, reverteu o efeito
ansiolitico do DZP, como pode ser depreendido da redugao significativa tanto da
frequéncia de entradas nos bragos abertos, como do tempo de permanéncia
nestes bragos (Figura 16A e B, respectivamente). Finalmente, o Trp-7, o
antagonista de receptores do tipo NKs , também reverteu a ag&o do tipo ansiolitica
do tratamento agudo com o DZP, denotado pela redugédo significante tanto na
frequéncia de entradas nos bracos abertos (Figura 16A; Fzzes = 2,84, P < 0,05)
como no tempo de permanéncia nestes bracos (Figura 16B; Fzas = 18,81, P <
0,05). Os demais parametros observados no LCE, como o numero de entradas
nos bracgos fechados e o numero total de entradas (Figura 17A e B), e as outras
medidas etoldgicas (Tabela 3), exceto o numero de imersdes de cabega (HD), que
foi reduzido significantemente pelo NKA administrado i.c.v., ndo foram afetados
pelos diferentes tratamentos centrais em animais pré-tratados com DZP.
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Figura 16 - Efeito da injec&o i.c.v. de SP, NKA, Trp-7 e PBS, 15 min apés a injegao i.p. de
DZP (0.5 mg/kg), na frequiéncia de entradas (A) e no tempo de permanéncia (B) nos
bracos abertos 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. O
numero de animais empregados por tratamento foi de 10. (A) e (B) ANOVA seguida do
teste de Student-Newman-Keuls, * P < 0,05. A linha tracejada representa a média dos

valores dos animais controles (NaCl 0,9% i.p. + PBS i.c.v.) transpostas das Figs. 8 e 14.
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Figura 17 - Efeito da inje¢&o i.c.v. de SP, NKA, Trp-7 e PBS, 15 min ap6s a injegédo i.p. de
DZP (0.5 mg/kg), no numero de entradas nos bragos fechados (A) € no numero total de
entradas (B), isto &, entradas nos bragos abertos e fechados 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. O numero de animais empregados por tratamento foi de
10. (A) e (B) ANOVA seguida do teste de Student-Newman-Keuls, P > 0,05. A linha
tracejada representa a média dos valores dos animais controles (NaCl 0,9% i.p. + PBS

i.c.v.) transpostas das Figs. 9 e 15.
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Resultados

Tabela 3: Influéncia dos diferentes tratamentos no efeito do tratamento agudo com o

diazepam nos parametros etologicos registrados no teste do labirinto em cruz elevado.

Os dados estéo expressos como média + e.p.m. de 10 animais. * P < 0,05.

Tempo na Auto- Bolos

Tratamento SAP HD Plataforma Levantar Limpeza Fecais
Central

DZP/PBS 23310 144140 67.0+26.2 3.7+1.2 1.740.7 1.1£0.4

DZP/SP 0.740.2 94431 52.9+16.8 3.6+1.8 0.9+0.3 0.7+0.4

DZP/NKA 1.2+0.7 1.7£0.8* 74.0+26.7 1.7+1.0 0.6+0.3 0.1+0.1

DZP/Trp-7 20+1.0 50415 499+228 2.2+0.7 1.1x04 1.0£0.4
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D) Influéncia do tratamento central com agonista e antagonistas
neurocinérgicos no efeito ansiogénico do pentilenotetrazol

Objetivos:
Investigar a influéncia dos compostos neurocinérgicos com atividade
ansiolitica (antagonistas NK; e NK; e agonista NKs) no efeito ansiogénico agudo

do pentilenotetrazol.

Resultados:

A administragéo central dos antagonistas NK; e NK>, mas ndo do agonista
NKs, reverteu a agdo ansiogénica do tratamento agudo sistémico com PTZ,
observada no labirinto em cruz elevado. A inje¢&o i.c.v. tanto do FK 888 como do
SR 48968, antagonistas seletivos dos receptores neurocinérgicos do tipo NK; e
NK>, respectivamente, reverteu o efeito ansiogénico do PTZ, como pode ser
observado pelo aumento significativo na frequéncia de entradas nos bracos
abertos (Figura 18A; F33s = 5,93, P < 0,05) e no tempo de permanéncia nesses
mesmos bracos (Figura 18B; F@33s = 7,51, P < 0,05), comparando-se com o
respectivo grupo controle (PTZ i.p. + PBS i.c.v.). As outras medidas registradas no
LCE, como o numero de entradas nos bragcos fechados e o numero total de
entradas (Figura 19A e B), e as demais medidas etolégicas (Tabela 4), ndo foram
afetados pela administracdo central de FK 888 ou SR 48968, nos animais pré-
tratados sistemicamente com PTZ.

Por outro lado, o SENK, agonista seletivo dos receptores NK3, ndo alterou o
perfil ansiogénico do PTZ em nenhum dos parametros registrados no LCE (Figura
18A e B, Figura 19A e B, Tabela 4).
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Figura 18 - Efeito da injecdo i.c.v. de FK 888 (100 pmol), SR 48968 (100 pmol), SENK (10
pmol), e PBS, 15 minutos apds a inje¢édo i.p. de PTZ (20 mg/kg), na freqiéncia de
entradas (A) e no tempo de permanéncia (B) nos bracos abertos 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. O numero de animais empregados por
tratamento foi de 10. (A) e (B) ANOVA seguida do teste de Student-Newman-Keuls, *P <
0,05. A linha tracejada representa a média dos valores dos animais controles (NaCl 0,9%

i.p. + PBS i.c.v.) transpostas das Figs. 10 e 12.
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Figura 19 - Efeito da injecdo i.c.v. de FK 888 (100 pmol), SR 48968 (100 pmol), SENK (10
pmol), e PBS, 15 minutos apds a inje¢do i.p. de PTZ, no numero de entradas nos bracos
fechados (A) e no numero total de entradas (B), isto €, entradas nos bracos abertos e
fechados 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. O nimero de animais
empregados por tratamento foi de 10. (A) e (B) ANOVA seguida do teste de Student-
Newman-Keuls, P > 0,05. A linha tracejada representa a média dos valores dos animais

controles (NaCl 0,9% i.p. + PBS i.c.v.) transpostas das Figs. 11 e 13.
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Tabela 4: Influéncia dos diferentes tratamentos no efeito do tratamento agudo com o
pentilenotetrazol nos parametros etolégicos registrados no teste do labirinto em cruz

elevado. Os dados estdo expressos como média + e.p.m. de 10 animais.

Tempo na Auto- Bolos
Tratamento SAP HD Plataforma Levantar Limpeza Fecais
Central

PTZ/PBS 4410 42+15 726+16.5 5.7+1.6 1.2+0.2 0.4+0.2

PTZ/FK 888 19406 7.0+23 99.64+29.2 3.1+1.2 0.840.2 0.2+0.2

PTZ/SR 48968 2.9+1.2 9.8+2.2 81.3+23.9 1.9+0.9 0.9+0.3 0.3+0.3

PTZ/SENK 3.3+t0.8 5316 77.6%191 3.8+1.4 0.8+0.2 0.0+0.0
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E) Caracterizacao do efeito ansiolitico do tratamento agudo
sistémico e central com diazepam apés a retirada abrupta do
tratamento repetido com benzodiazepinico

Objetivos:

Estabelecer o efeito ansiolitico do diazepam administrado agudamente por
2 vias, i.p. e i.c.v., apods a retirada abrupta do tratamento repetido por 28 dias com
diazepam.

Resultados:

A Figura 20 mostra que a retirada do DZP ao final do tratamento repetido
por 28 dias, promoveu uma reducdo nado estatisticamente significante tanto na
frequéncia de entradas nos bragcos abertos, como no tempo de permanéncia
nestes bragos, em relacdo aos valores dos animais controle (NaCl 0,9% i.p.). A
injecéo i.p. de DZP, em animais tratados repetidamente durante 28 dias com
doses crescentes de DZP, promoveu um aumento significante na frequéncia de
entradas nos bragos abertos e no tempo de permanéncia nestes bragos. Estes
resultados estéo apresentados na Figura 20 e referem-se a frequéncia de
entradas nos bragos abertos em relagéo ao total de entradas (A; F = 2,854, P <
0,05) e ao tempo de permanéncia nesses mesmos bragos em relagdo ao tempo
total (B; F = 8,599, P < 0,05).

Os demais parametros comportamentais registrados no LCE, como o
numero de entradas nos bracos fechados e o nimero de entradas totais (bragos
abertos + bragos fechados) estdo apresentados nas Figura 21A e B, e mostram
também que ocorreu um aumento dos mesmos apds a injegdo i.p. de DZP, em
animais tratados repetidamente durante 28 dias com doses crescentes de DZP.
As outras medidas etolégicas (Tabela 5), ndo foram alteradas pela administragéo
sistémica de DZP, nos animais com retirada abrupta de DZP.
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Figura 20 - Efeito da administragdo sistémica aguda de DZP i.p. (0.5 mg/kg), apés a
retirada abrupta de um tratamento repetido (28 dias) com DZP (0.5, 0.75 e 1.0 mg/kg) ou
NaCl 0,9% i.p., na freqiiéncia de entradas (A) e no tempo de permanéncia (B) nos bragos
abertos 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. O namero de animais
empregados por tratamento foi de 9 (ANOVA seguida do teste de Student-Newman-Keuls,
* P <0,05).
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Figura 21 - Efeito da administragdo sistémica aguda de DZP i.p. (0.5 mg/kg), apds a
retirada abrupta de um tratamento repetido (28 dias) com DZP (0.5, 0.75 e 1.0 mg/kg) ou
NaCl 0,9% i.p., no nimero de entradas nos bragos fechados (A) e no numero total de
entradas (B), isto &, entradas nos bragos abertos e fechados 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. O numero de animais empregados por tratamento foi de
9 (ANOVA seguida do teste de Student-Newman-Keuls, * P <0,05).
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Tabela 5: Efeito do diazepam i.p. apés a retirada abrupta do tratamento repetido com
diazepam nos parametros etologicos registrados no teste do labirinto em cruz elevado.

Os dados estédo expressos como média + e.p.m. de 10 animais.

Tempo na Auto- Bolos
Tratamento SAP HD Plataforma Levantar Limpeza Fecais
Central

SAL/SAL 6.7+0.7 1.5#04 90.0+34.6 7.4+1.8 1.3+0.2 1.410.6

SAL/DZP 57+1.0 58+1.5 59.6+10.9 9.5+2.6 1.4+0.2 1.240.4

DZP/SAL 8.2+1.1 6.2+1.8 686+17.7 7.841.3 1.3+0.4 1.540.5

DZP/DZP 5.3+2.1 10.0+1.1 69.7%14.0 8.0+1.3 1.11£0.2 1.3+0.4
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Na Figura 22A e B estdo apresentados os resultados obtidos na retirada
abrupta do tratamento repetido (28 dias) com DZP, onde nota-se uma redugéo néo
estatisticamente significante na frequéncia de entradas nos bragos abertos e no
tempo de permanéncia nestes bragos, respectivamente. A inje¢do i.c.v. de DZP
nesses animais, de maneira similar ao tratamento sistémico descrito
anteriormente, promoveu o aumento significante na frequéncia de entradas nos
bracos abertos (Fig. 22A; F = 7,03, P < 0,05) e no tempo de permanéncia nestes
bracos (Fig. 22B; F = 11,39, P < 0,05), comparando-se esses valores aos dos
animais tratados repetidamente com NaCl 0,9%.

Os parametros numero de entradas nos bragos fechados e numero de
entradas totais (bragos abertos + bragos fechados) n&o foram modificados pela
retirada abrupta do tratamento repetido com DZP, nem pela administracdo central
aguda desse composto (Fig. 23A e B, respectivamente). Os outros parametros,
ditos etoldgicos, como tempo na plataforma central, SAP, HD, comportamentos de
levantar e de auto-limpeza tampouco foram alterados pela retirada do DZP ou por
sua administracdo i.c.v. nos animais privados de DZP (Tabela 6).
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Figura 22 - Efeito da administracéo central aguda de DZP i.c.v. (7 nmol), apés a retirada
abrupta de um tratamento repetido (28 dias) com DZP (0.5, 0.75 e 1.0 mg/kg) ou NaCl
0,9% i.p., na frequéncia de entradas (A) e no tempo de permanéncia (B) nos bragos
abertos 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. O nimero de animais
empregados por tratamento foi de 9 (ANOVA seguida do teste de Student-Newman-Keuls,
* P <0,05).
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Figura 23 - Efeito da administracdo central aguda de DZP i.c.v. (7 nmol), apds a retirada
abrupta de um tratamento repetido (28 dias) com DZP (0.5, 0.75 e 1.0 mg/kg) ou NaCl
0,9% i.p., no numero de entradas nos bragos fechados (A) e no numero total de entradas
(B), isto &, entradas nos bracos abertos e fechados 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. O numero de animais empregados por tratamento foi de 9
(ANOVA seguida do teste de Student-Newman-Keuls, P > 0,05).
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Resultados

Tabela 6: Efeito do diazepam i.c.v. ap6s a retirada abrupta do tratamento repetido com

diazepam nos parametros etolégicos registrados no teste do labirinto em cruz elevado.

Os dados estdo expressos como média + e.p.m. de 10 animais.

Tempo na Auto- Bolos
Tratamento SAP HD Plataforma Levantar Limpeza Fecais
Central
SAL/PBS 25409 6.8+1.9 57.0x14.3 5.2+1.0 0.640.2 0.3£0.1
SAL/DZP 40409 11.0+34 386194 44414 1.240.3 0.64£0.5
DZP/PBS 16205 66119 69.3124.5 22+0.4 0.7£0.3 0.740.3
DZP/DZP 53421 94435 7041216 3.1+1.0 1.4+0.4 0.740.2

62




Rafaela L. Ribeiro Resultados

F) Efeito ansiolitico do tratamento agudo central com agonista e
antagonistas neurocinérgicos apos a retirada abrupta do
tratamento repetido com benzodiazepinico

Objetivos:
Verificar o efeito ansiolitico dos compostos neurocinérgicos (antagonistas

NK; e NK; e agonista NKz), administrados agudamente por via i.c.v., apés a

retirada abrupta do tratamento repetido por 28 dias com diazepam.

Resultados:

A administragdo central dos antagonistas seletivos dos receptores
neurocinérgicos NK; e NK; FK 888 (Fig. 24) e SR 48968 (Fig. 25),
respectivamente, promoveu um aumento significativo tanto na frequéncia de
entradas nos bragos abertos (A; Fas = 4,12, P < 0,05; Fzag = 9,09, P < 0,05,
respectivamente) como no tempo de permanéncia nesses mesmos bragos (B;
Fia3s = 10,98, P <0,05; F336 = 4,33, P <0,05) do LCE, tanto nos animais controle
(SAL i.p. + FK 888 i.c.v.), como no grupo tratado repetidamente com DZP e
retirado abruptamente. Por outro lado, o agonista de receptores NKs ,senktide,
aumentou de forma significativa o parametro da frequéncia de entradas nos
bracos abertos apenas nos animais do grupo controle (Figura 26A; Fzze = 12,95,
P < 0,05) e reduziu significantemente o tempo de permanéncia nesses mesmos
bracos (F@z3s = 11,02, P < 0,05) nos animais do grupo tratado repetidamente com
DZP e retirado abruptamente (Figura 26B).

Os outros parametros classicos numero de entradas nos bracos fechados
e numero de entradas totais (bragos abertos + bragos fechados) ndo foram
alterados pelo tratamento central com FK 888, SR 48968 e senktide na retirada
abrupta do tratamento repetido com DZP (Figs. 27, 28 e 29, A e B,
respectivamente). Os parametros etolégicos, como SAP, HD, comportamentos de
levantar e de auto-limpeza e tempo na plataforma central, também n&o foram
alterados na retirada do DZP ou por sua administragdo i.c.v. nos animais privados
de DZP (Tabelas 7 , 8 e 9).
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Figura 24 - Efeito da injec&o i.c.v. de FK 888, em animais tratados repetidamente durante
28 dias com NaCl 0,9% ou DZP, na frequéncia de entradas (A) e no tempo de
permanéncia (B) nos bragos abertos 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. O numero de animais empregados por tratamento foi de 8-10 (ANOVA univariada

seguida do teste de Student-Newman-Keuls, * P < 0,05).

64



Rafaela L. Ribeiro Resultados

|k 4%

100+ j
o SAL/PBS
S o SAL/SR 48968
® T -~ 75—
8w g5 DZP/PBS
- = DZP/SR 48968
B % S 50
o
§5¢
S8 0 254
E o
0
* %
100+ e N
B $ $ SAL/PBS
o5 SAL/SR 48968
) g=zm DZP/PBS
mmm DZP/SR 48968

N
(6]
I

Tempo nos bragos
abertos/ Tempo total
(%)

(6]

2

Figura 25 - Efeito da injecdo i.c.v. de SR 48968, em animais tratados repetidamente
durante 28 dias com NaCl 0,9% ou DZP, na freqiiéncia de entradas (A) e no tempo de
permanéncia (B) nos bragos abertos 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. O numero de animais empregados por tratamento foi de 8-10 (ANOVA univariada

seguida do teste de Student-Newman-Keuls, * P < 0,05).
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Figura 26 - Efeito da injecdo i.c.v. de SENK em animais tratados repetidamente durante

28 dias com NaCl 0,9% ou DZP, na frequéncia de entradas (A) e no tempo de

permanéncia (B) nos bracos abertos 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. O numero de animais empregados por tratamento foi de 8-10 (ANOVA univariada

seguida do teste de Student-Newman-Keuls, * P < 0,05).
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Figura 27 - Efeito da injegdo i.c.v. de FK 888, em animais tratados repetidamente durante
28 dias com NaCl 0,9% ou DZP, no numero de entradas nos bracos fechados (A) e no
numero total de entradas (B), isto é, entradas nos bragos abertos e fechados 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. O numero de animais empregados por
tratamento foi de 8-10 (ANOVA univariada seguida do teste de Student-Newman-Keuls, P

> 0,05).
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Figura 28 - Efeito da inje¢do i.c.v. de SR 48968, em animais tratados repetidamente
durante 28 dias com NaCl 0,9% ou DZP, no numero de entradas nos bracgos fechados (A)
e no numero total de entradas (B), isto &, entradas nos bragos abertos e fechados 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. O numero de animais
empregados por tratamento foi de 8-10 (ANOVA univariada seguida do teste de Student-
Newman-Keuls, P > 0,05).
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Figura 29 - Efeito da injecdo i.c.v. de SENK em animais tratados repetidamente durante
28 dias com NaCl 0,9% ou DZP, no numero de entradas nos bragos fechados (A) e no
numero total de entradas (B), isto €, entradas nos bracgos abertos e fechados 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. O numero de animais empregados por
tratamento foi de 8-10 (ANOVA univariada seguida do teste de Student-Newman-Keuls, P

> 0,05).
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Tabela 7: Influéncia do tratamento com o antagonista NK; nos parametros etolégicos

registrados no teste do labirinto em cruz elevado, apés a retirada abrupta do tratamento

repetido com diazepam. Os dados estdo expressos como média + e.p.m. de 10 animais.

Tempo na Auto- Bolos
Tratamento SAP HD Plataforma Levantar Limpeza Fecais
Central
SAL/PBS 25+09 6.8+1.9 57.0+14.3 5.2+1.0 0.6+0.2 0.3+£0.1
SAL/FK 888 46+1.4 82+1.7 353+11.5 5.541.3 1.0+0.3 0.1+0.1
DZP/PBS 16+05 66+1.9 6931245 2.2+0.4 0.7+0.3 0.7+0.3
DZP/FK 888 3.1209 13.6£3.3 446192 3.241.1 1.1+0.4 0.7+0.4
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Tabela 8: Influéncia do tratamento com o antagonista NK, nos parametros etolégicos
registrados no teste do labirinto em cruz elevado, apés a retirada abrupta do tratamento

repetido com diazepam. Os dados estdo expressos como média + e.p.m. de 10 animais.

Tempo na Auto- Bolos
Tratamento SAP HD Plataforma Levantar Limpeza Fecais
Central

SAL/PBS 25309 6.8+1.9 57.0+14.3 5.2+1.0 0.6+0.2 0.3+0.1

SAL/SR 48968 2.8+0.9 11.0+1.3 38.7+14.8 4.0+1.2 0.6+0.2 0.8+0.2

DZP/PBS 1.6£0.5 6.6+1.9 69.3+24.5 2.2+0.4 0.7+0.3 0.7+0.3

DZP/SR 48968 2.0+#0.7 9.2+21 39.1+122 2.1+1.0 0.7+0.3 1.0+0.3
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Tabela 9: Influéncia do tratamento com o agonista NK; nos parametros etologicos
registrados no teste do labirinto em cruz elevado, apés a retirada abrupta do tratamento

repetido com diazepam. Os dados estdo expressos como média + e.p.m. de 10 animais.

Tempo na Auto- Bolos
Tratamento SAP HD Plataforma Levantar Limpeza Fecais
Central

SAL/PBS 25409 6.8+1.9 57.0+14.3 5.2+1.0 0.6+0.2 0.3+0.1

SAL/SENK 27+0.8 13.1+44 3521158 2.2+06 0.5+0.2 0.3+0.1

DZP/PBS 16105 66+1.9 693+24.5 22+04 0.7+0.3 0.7+0.3

DZP/SENK 40+1.3 43+1.9 100.1+26.2 3.3x0.9 0.5+0.1 0.5+0.1
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G) Influéncia dos diversos tratamentos na atividade e
performance motora e na temperatura retal

Objetivos:

Verificar se os diversos tratamentos‘ com agonistas e antagonistas
neurocinérgicos, além das drogas ansiolitca (diazepam) e ansiogénica
(pentilenotetrazol) padrdo, produziam alteragdes na atividade e performance
motora dos animais, ou hipotermia, alteragdes essas que poderiam influenciar os

registros comportamentais obtidos no labirinto em cruz elevado.

Resultados:

A administracdo sistémica aguda de diazepam 0,5 mg/kg (DZP) ou
pentilenotetrazol 20 mg/kg (PTZ), ou central de substancia P (SP), neurocinina A
(NKA) ou senktide, agonistas naturais preferenciais dos receptores NKj, NK; e
NKs, respectivamente; FK 888, SR 48968, Trp’B-Ala®] neurocinina A0y (Trp-7),
antagonistas seletivos dos receptores neurocinérgicos NK; e NK; e NKs,
re_spectivamente, ndo promoveram quaisquer modificacbes na atividade e
performance motora dos animais, ou na temperatura retal dos mesmos. O grupo
tratado repetidamente com DZP e que ao final recebeu DZP, i.p ou i.c.v, ou as
drogas neurocinérgicas com perfil anSioIitico, FK 888, SR 48968 ou senktide i.c.v.,
também n&o apresentou quaisquer alteragdes na atividade e performance motora

dos animais, ou na sua temperatura retal dos mesmos (dados n&o apresentados).
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V - DISCUSSAO

Na primeira parte dos experimentos desenvolvidos no presente trabalho, a
qual denominamos de etapa aguda, caracterizamos inicialmente o efeito do tipo
ansiolitico do diazepam no labirinto em cruz elevado, em camundongos, para fim
de comparagdes posteriores, utilizando esse benzodiazepinico como droga
ansiolitica padrdo. A inje¢do i.p. de DZP aumentou significativamente o tempo de
permanéncia nos bragos abertos do LCE, alteracdo esta condizente com uma
acdo ansiolitica, como a descrita na literatura. A este respeito, Rodgers & Dalvi
(1996) examinaram detalhadamente os perfis comportamentais do DZP e de
outros compostos relacionados ao GABA, obtendo resultados que comprovaram
gue as mudangas comportamentais observadas no labirinto em cruz elevado com
esses compostos sdo mudancgas tipicamente encontradas com ansioliticos
benzodiazepinicos, incluindo redugéo da ansiedade, conflito e avaliagéo de risco,
concomitante com uma estimulagéo do comportamento exploratério.

Ainda nesta primeira etapa, nossos experimentos objetivaram confirmar
resultados anteriores do nosso laboratério mostrando os efeitos ansioliticos dos
antagonistas NK; e NK; e do agonista NKz no mesmo paradigma experimental. A
participag@o das neurocininas na modulagéo da ansiedade experimental e clinica
tem sido investigada nos Ultimos anos. A manipulagdo farmacolégica dos
receptores neurocinérgicos NK; ou NK; parece modular os niveis de ansiedade
experimental. O antagonista do receptor NK;, CP 96345, administrado
sistemicamente em camundongos, aumenta tanto a laténcia para entrada dos
animais no compartimento escuro da caixa claro-escuro, como o tempo
despendido no compartimento claro, indicando uma acg&o do tipo ansiolitica para
esse composto (Zernig et al., 1993). O CP 96345, entretanto, também reduz a
atividade motora e o comportamento de levantar dos animais nas mesmas doses,
o'que torna dificil de distinguir entre a influéncia do efeito depressor motor € a
possivel agdo ansiolitica desse composto. Recentemente, outro antagonista NKj,
CGP 49823, mostrou efeitos ansioliticos no teste de interacdo social em ratos

‘(I\?‘ile, 1997), reforgando a hipétese de que a SP desempenha papel modulatério
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nos estados de ansiedade. A administragcdo subcutanea ou no nucleo dorsal da
rafe dos antagonistas NK; (GR 100679, SR 48969, GR 159897) diminuiu a
frequéncia de comportamentos relacionados a ansiedade em diferentes modelos
experimentais (caixa claro-escuro, teste de interagdo social, labirinto em cruz
elevado e teste de resposta a um intruso humano) e espécies animais
(camundongos, ratos e primatas; Stratton et al,, 1993, 1994; Bernatzky e Saria,
1995; Walsh ef al., 1995). No teste do labirinto em cruz elevado, Teixeira et al.
(1996) mostraram que a ativacdo de receptores NK; e NK; promove efeitos do tipo
ansiogénico, enquanto seu bloqueio produz efeitos do tipo ansiolitico.
Adicionalmente, Ribeiro (1998), Ribeiro e De Lima (1998) e Ribeiro et al. (1999)
mostraram que o receptor NK3 apresenta um perfil diametralmente oposto, isto &,
a sua ativagdo promove uma agado do tipo ansiolitica e seu bloqueio, efeitos do
tipo ansiogénico no mesmo paradigma experimental, o LCE. No presente estudo,
a administracdo i.c.v. de SR 48968, um antagonista seletivo de receptores NK;
produziu um aumento significante no tempo de permanéncia nos bragos abertos,
carécterl'stico de um efeito do tipo ansiolitico, como observado anteriormente por
Teixeira (1995) e Teixeira et al. (1996). No entanto, a injecdo central de FK 888,
uma droga antagonista seletiva dos receptores NKj, assim como a de senktide,
um agonista seletivo dos receptores neurocinérgicos NKs, ndo chegou a alterar
significativamente quaisquer parametros analisados no labirinto em cruz elevado,
nos camundongos fémeas usados nesse estudo.

Complementando essa caracterizacdo de drogas no LCE, verificamos que a
injec&o, sistémica de pentilenotetrazol levou a um efeito do tipo ansiogénico, com
uma reducgéo significante do nimero de entradas e tempo despendido nos bragos
abertos. Esse achado esta de acordo com os dados da literatura mostrando que o
PTZ é um quimioconvulsivante que age provavelmente via sitio de picrotoxina no
complexo receptor GABAA / BZD, reduzindo o influxo de CI- (Pellow e File, 1984).
Tém sido relatado que esse composto induz ansiedade em humanos (Rodin e
Calhoun, 1970) e exerce efeitos do tipo ansiogénico em uma variedade de
modelos experimentais que vai desde testes de conflito em condicionamento

operante tradicional a testes de comportamento espontaneo como a interacéo
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social, vocalizagdo ultrasdnica induzida por separagdo, caixa claro-escuro,
competicdo social, tigmotaxia induzida por novidade e labirinto em cruz elevado
(para revisao ver Rodgers et al., 1995).

Dando continuidade a caracterizacdo e confirmagdo de resultados
anteriores com compostos neurocinérgicos, ainda na etapa aguda, estabeleceu-se
o efeito do tipo ansiogénico dos agonistas NK; e NK; e do antagonista NKz no
mesmo modelo experimental. Nossos resultados revelaram que a administragdo
i.c.v. de substancia P (SP), o agonista natural preferencial dos receptores
- neurocinérgicos do tipo NK4, reduziu o tempo de permanéncia nos bragos abertos
do LCE de maneira significativa, mostrando uma atividade do tipo ansiogénica
para esta droga, como descrito por Teixeira (1995) e Teixeira et al. (1996), para
camundongos machos. O agonista NK; e o antagonista peptidico NKs, entretanto,
ngo foram capazes de modificar de maneira significativa o comportamento dos
animais no LCE, embora tenham apresentado uma tendéncia a diminuir os
parametros de exploracdo dos bragos abertos, alteragdes estas que estao de
acordo com um efeito do tipo ansiogénico.

Os resultados de Hasenéhrl et al. (1998) demonstraram que a substancia P,
injetada perifericamente, possui um efeito dose-resposta bifasico, isto é, na dose
‘de 50 ug/kg , aumentou ndo s6 o numero de entradas e o tempo gasto nos bragos
abertos do labirinto, como também aumentou os parametros de incursbes até o
final dos bracos abertos e o parametro de rastreamento nos bragos abertos. Estes
efeitos indicam a redugdo do medo, ou melhor, um efeito do tipo ansiolitico para
essa neurocinina neéta dose. Por outro lado, nas doses de 5 e 250 ug/kg, a
substancia P nao influenciou o comportamento de ratos observados no labirinto
em cruz elevado, ao passo que, na dose de 500 ug/kg, a substancia P reduziu o
tempo gasto nos bragos abertos do labirinto, indicando efeitos ansiogénicos desta
neurocinina, em doses mais elevadas. Ainda neste estudo, Hasenéhrl et al. (1998)
demostraram que apés a microinjecéo unilateral dentro da regido do nucleo basal
magnocelular, a substancia P (1 ng) pode exercer efeitos ansioliticos, denotados
pelo aumento do tempo gasto nos bracos abertos do LCE e aumento do tempo

gasto no teste de interagdo social. Kramer et al. (1998) observaram que
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antagonistas da SP diminuem as vocalizagdes induzidas por isolamento em
cobaias, entre outros achados, e propbéem que a SP deve estar envolvida na
integracao das respostas emocionais ao estresse em estruturas cerebrais como a
amigdala. Estas observagdes levam a hipdtese de que a ativagéo de vias de SP
centrais sejam aversivas. Nossos resultados, sugerindo um efeito do tipo
ansiogénico para a SP, estdo de acordo com os achados de Walsh ef al. (1995) e
foram confirmados por File (1997), que mostram que os antagonistas NK; e NK;
reduzem comportamentos relacionados a ansiedade, enquanto que os agonistas
NK; e NK, aumentam estes comportamentos (Aguiar e Brand&o,1996; Teixeira et
al., 1996; De Lima et al.,, 1997). A injecédo i.c.v. de NKA, uma droga agonista
seletiva para os receptores NK; e do Trp-7, um antagonista seletivo de receptores
NKs, apesar de também reduzirem alguns parametros observados no LCE ha |
mesma dire¢do que drogas ansiogénicas, como o PTZ o faz, ndo promoveu
diferencas estatisticamente significantes em quaisquer parametros registrados,
classicos ou etoldgicos .

Outros estudos tém investigado a neurocinina no contexto que envolve
processos emocionais, com resultados contraditérios. Oehme e Krivoy (1983)
demonstraram que a substancia P, particularmente sua sequéncia N terminal,
exerce uma influéncia modulatéria em respostas fisiolégicas ao estresse e Starr et
al. (1978) também considerou que a substancia P age como um “tranquilizante”
fisiolégico. Ha ainda relatos de que certos antagonistas NK; produzem efeitos
ansiogénicos em rodentes (Saria et al., 1993; Zerning et al., 1992,1993), como
citado anteriormente. Neste mesmo sentido, foi relatada uma relagcao inversa entre
os niveis de substancia P no fluido cerebro-espinhal e a intensidade de ansiedade
em humanos (Almay et al, 1988). A maioria desses pacientes, no entanto,
apresentavam um quadro de dor cronica, aonde estimulos dolorosos aumentam a
liberacdo de Met-encefalina (Le Bars et al., 1987) que, por sua vez, inibe a
liberacdo de SP (Yaksh et al., 1980). As razdes pelas quais os resultados
discrepantes foram encontrados requer um melhor entendimento. O uso de
diferentes modelos experimentais de ansiedade, espécies e protocolos de

administracido de drogas podem explicar os achados conflitantes. Mais do que
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isso, permanece ainda por ser elucidado em que local do cérebro e com qual (is)
neurotransmissor(es) a SP interage para modular a ansiedade.

Tendo em vista que o sistema GABAérgico esta inequivocamente envolvido
na modulagdo da ansiedade (Graeff, 1994), o presente estudo investigou se ha
uma inter-relagéo entre esses dois sistemas, ou seja, o GABAérgico e o
neurocinérgico, na modulacdo da ansiedade experimental em camundongos,
avaliada no labirinto em cruz elevado.

Hendry et al. (1985) descobriram que todos, ou quase todos, 0s neurdnios
que contém neuropeptideos dentro do coértex cerebral também contém uma
enzima sintetizadora do GABA, a descarboxilase do glutamato (GAD), fazendo
com que estes neurbnios além de serem denominados peptidérgicos sejam
considerados GABAérgicos. Além disso, alguns neuropeptideos estdo localizados
no mesmo terminali que a enzima sintetizadora do GABA, sugerindo que o0s
neuropeptideos, e entre eles a SP, podem ser liberados em alguns dos mesmos
sitios que o GABA (Wise, 1985).

Assim, no tratamento agudo, verificamos a influéncia dos compostos
neurocinérgicos ansiogénicos (agonistas NK; e NK; e antagonista NKz) no efeito
ansiolitico agudo do diazepam. O efeito ansiolitico do tratamento agudo com DZP
foi revertido pela administragdo i.c.v. dos compostos ansiogénicos neurocinérgicos
NKA e Trp-7, agonista NK; e antagonista NKs respectivamente, mas nio pela
substancia P, agonista NK;. Esses resultados indicam que os efeitos ansibll'ticos
agudos do DZP podem ser modulados pela manipulagcdo farmacolégica dos
receptores neurocinérgicos NK; e NKs,

‘Investigamos também a influéncia dos compostos neurocinérgicos com
atividade ansiolitica (antagonistas NK; e NK; e agonista NKz) no efeito
ansiogénico agudo do pentilenotetrazol. A administragéo central dos antagonistas
seletivos NK; e NK,, FK 888 e SR 48968, respectivamente, reverteu a acéo
ansiogénica do tratamento agudo sistémico com PTZ, observada no labirinto em
cruz elevado. Por outro lado, o SENK, agonista seletivo dos receptores NKs, néo
alterou significantemente o perfil ansiogénico do PTZ em nenhum dos parametros
registrados no LCE, embora tenha mostrado uma tendéncia em reverter o efeito
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do PTZ. Desta maneira, o efeito ansiogénico do PTZ, que é atribuido a uma acéo
antagonista no complexo receptor GABAs (Rodgers et al, 1995), parece ser
também modulado pela manipulacdo farmacoldégica dos receptores
neurocinérgicos NKj, NKz'e, possivelmente, NKa.

Na segunda etapa dos experimentos, a qual denominamos etapa de
tratamento repetido, procuramos empregar um modelo de ansiedade estritamente
relacionado ao sistema GABA, usando animais ap6s a retirada abrupta de um
tratamento repetido com diazepam, de acordo com o protocolo proposto por
‘Andreatini e Leite (1994).

A retirada do DZP ao final do tratamento repetido por 28 dias, promoveu
uma reducdo, nao estatisticamente significante, tanto na frequéncia de entradas
nos bracos abertos, como no tempo de permanéncia nestes bracos, indicando
uma tendéncia de aumento nos parametros associados & ansiedade. Neste
tratamento repetido, tanto a administracdo aguda de DZP i.p. como i.c.v., ao final
do tratamento, reverteu o comportamento do tipo ansiogénico causado pela
retirada da droga. A injecédo i.p. de DZP, em animais tratados repetidamente
durante 28 dias com doses crescentes de DZP, promoveu um aumento
sig_nificante tanto na frequiéncia de entradas nos bragos abertos como no tempo de
permanéncia nestes bragos. A injegéo i.c.v. de DZP nesses animais, de maneira
similar ao tratamento sistémico, produziu um aumento significante na frequéncia
de entradas nos bragos abertos e no tempo de permanéncia nestes bragos. Esses
sdo resultados esperados, uma vez que a ré—administragéo, sistémica ou central,
do benzodiazepinico no periodo apés sua retirada, assim como sua administracao
aguda, leva ao re-estabelecimento do efeito inicial, isto &, ansiolitico.

Finalmente, verificamos o efeito ansiolitico dos compostos neurocinérgicos
(antagonistas NK; € NK; e agonista NK3z), administrados agudamente por via i.c.v.,
na retirada abrupta do tratamento repetido por 28 dias com diazepam.

A administragdo central de antagonistas seletivos dos receptores
neurocinérgicos NK; e NK;, FK 888 e SR 48968, respectivamente, promoveu um
aumento significativo tanto na frequiéncia de entradas nos bragos abertos como no
tempo de permanéncia nesses mesmos bracos do LCE em animais controle, e
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também no grupo tratado repetidamente com DZP e retirado abruptamente. Por
outro lado, o agonista de receptores NKs senktide, aumentou de forma
significativa o parametro frequéncia de entradas nos bragos abertos apenas nos
animais do grupo controle e nao alterando o comportamento dos animais do grupo
tratado repetidamente com DZP e retirado abruptamente.

Resumindo, nossos dados mostram que o efeito ansiolitico do tratamento
agudo com DZP foi revertido pela administragdo i.c.v. dos compostos
ansiogénicos neurocinérgicos NKA e Trp-7, agonista NK; e antagonista NKj,
respectivamente, mas ndo pela substancia P, agonista NK;. Por outro lado, a
administracdo central dos antagonistas NK; e NK;, mas ndo do agonista NKj,
reverteu a agéo ansiogénica do tratamento agudo sistemico com PTZ, observada
no labirinto em cruz elevado. A administragdo central de antagonistas seletivos
dos receptores neurocinérgicos NK; e NK;, FK 888 e SR 48968, respectivamente,
produziu efeitos do tipo ansiolitico tanto nos animais controle como naqueles
aonde o diazepam, administrado repetidamente, foi retirado abruptamente. No
entanto, o agonista de receptores NKs , senktide, s6 apresentou seu efeito do tipo
ansiolitico nos animais do grupo controle, mas n&o nos animais apds a retirada
abrupta do tratamento repetido com diazepam.

De uma maneira global nossos resultados sugerem que existe uma inter-
relacdo entre o sistema GABAérgico e o neurocinérgico na modulagdo da
ansiedade experimental, envolvendo especialmente os receptores dos tipos NK; e
NK,. O papel dos receptores NKz, por outro lado, parece nao ser relevante,
exceto influenciando o efeito ansiolitico agudo do diazepam.

Uma possibilidade para explicar esses achados seria a de que as
neurocininas, interagindo com seus receptores (NK;, NK2 e NK3), modulariam a
ansiedade experimental em areas especificas do SNC, enquanto os compostos
que atuam no complexo receptor GABA, atuariam independentemente dessa
modulagdo e nossos resultados nada mais seriam que o resultado da somatéria
dessas modulagdes especificas, sem qualquer inter-reiagéo entre os dois sistemas

de neurotransmissores, 0 neurocinérgico e o GABAérgico.
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No entanto, € bem conhecido que diversas drogas, interagindo com
diferentes sitios de ligagdo no complexo receptor GABAa, modificam
alostericamente o influxo de CI" induzido por GABA (Sieghart, 1992). Os dados
indicam que a afinidade, assim como a eficacia das drogas modulatérias mudam
com a composicdo dos receptores, isto & com a combinacéo dos diferentes tipos
de subunidades, uma vez que pelo menos 15 tipos de subunidades foram
identificados (6 a; 4 B; 3 v; 1 §; 1g). Também se sabe que ha uma distribuicdo
impar de subunidades o e B do receptor GABAA. Tal heterogeneidade na
estrutura do receptor, e na modulacdo alostérica, sugere uma diversidade
correspondente nas propriedades farmacolégicas dos ligantes nos sitios BZD em
termos de afinidade, grau e direcéo da modulacdo (Glusti e Arban, 1993). A este
respeito, sabe-se que o DBI (diazepam binding inhibitor) € um peptideo que
parece desempenhar um papel regulador endégeno das fungbes metabdlicas
intracelulares via receptor BZD mitocondrial, além de modular o receptor GABAx
/IBZD produzindo efeitos anti-conflito (Alho et al, 1991). As neurocininas
endogenas, interagindo com seus diferentes tipos de receptores, poderiam
também ter um papel regulador em um dos sitios de ligagdo do receptor
pentamérico GABAa. Nesse sentido, alguns estudos preliminares foram feitos em
nosso laboratério empregando-se o flumazenil, antagonista do receptor BZD (Lee
e Rodgers, 1991), como pré-tratamento (1 mg/Kg, i.p., 15 min) dos compostos
neurocinérgicos ansioliticos FK 888 e SR 48968, antagonistas NK; e NK;,
respectivamente, e senktide, agonista NKs, no labirinto em cruz elevado. Esse pre-
tratamento ndo impediu apenas o aparecimento do efeito do tipo ansiolitico
produzido pelo antagonista NK; (dados n&do apresentados), resultado este de
acordo com os dados aqui apresentados, onde a manipulagéo farmacolégica do
receptor NK; foi sempre consistente em influenciar a modulacdo GABAérgica da
ansiedade experimental (PTZ agudo e DZP repetido). Esse fato nos indica a
possibilidade de uma interagdo do composto neurocinérgico NK> em algum sitio de
ligacdo, ou a presenca de um sitio de ligagdo para esse composto, em uma das
subunidades do pentdmero que forma o receptor GABA,, uma vez que a

subunidade a € a responsavel pela ligacéo das benzodiazepinas e a y € essencial
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para as respostas benzodiazepinicas. Estudos com cDNA recombinante
mostraram que ha, pelo menos, dois tipos principais de sitios modulatorios
alostéricos para as BZDs no dominio extracelular do receptor. Um tipo requer a
presenca de subunidades a e y especificas. Este tipo &€ aonde atuam os ligantes
BZD ansioliticos (diazepam, zolpidem, alpidem), os ésteres carboxilados f —
carbolinas (BCCM, FG 7142) e o antagonista BZD flumazenil. A diregcdo (positiva
ou negativa) da resposta modulatéria a este tipo de sitio depende da subunidade
y. A BCCM, por exemplo, age como modulador negativo quando a subunidade v,
esta presente e positivo quando a y 1 € a subunidade presente, mas ambas as
respostas sdo blogueadas pelo flumazenil. O segundo tipo é aquele aonde se liga
o 4'-clorodiazepam, um convulsivante que atua sé na subunidade y do receptor-e
cuja acdo é resistente ao flumazenil (para revisao ver Giusti e Arban, 1993).

A influéncia dos receptores NK; e NKs na modulagdo GABAérgica, por sua
vez, nos parece mais ser resultado de uma somatéria de efeitos em sistemas
diversos, uma vez que, dependendo do ‘“estimulo” ansiolitico ou ansiogénico
empregado, a modulagéo é diferencial para cada caso.

Esses resultados registrados no LCE n&o parecem ser decorrentes de
acOes inespecificas dos compostos em estudo, como alteragbes na performance
motora ou uma inibicdo ou estimulagdo inespecifica na atividade locomotora
exploratéria dos animais, como observado em outros estudos (Dawson et al.,
1995). Essa possibilidade nos parece improvavel porque todas as drogas usadas
no presente estudo ndo produziram alteragdes significantes na coordenacao
motora dos animais avaliada no teste do rota-rod nem na sua atividade motora,
avaliada no teste do campo-aberto e também pelo parametro “frequéncia de
entradas nos bracos fechados” do LCE (Rodgers et al., 1997).

A relagdo neurotransmissores centrais e efeitos ansioliticos mais
prediziveis estdo ligados a ativacdo do sistema GABAeérgico, associado aos
receptores BZD (Rodgers e Dalvi, 1996). Estudos mais recentes tém indicado que
subtipos especificos de receptores benzodiazepinicos podem estar associados as
acoes ansioliticas desses compostos (Sanger et al., 1'994; Zhang e Cook, 1993).
Alguns estudos animais sugerem que algumas formas de ansiedade s&o
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mediadas pelo sistema noradrenérgico, mas alguns estudos confirmaram apenas
parcialmente essa hipotese (Héehn-Saric, 1982). Outros dados implicam o sistema
serotonérgico em pelo menos alguns tipos de ansiedade (Graeff, 1993; Handley e
McBlane, 1993; Handey ef al, 1993; Handley, 1995). Atualmente o papel de
outros neurotransmissores, como a dopamina, histamina, acetilcolina, adenosina e
peptideos esta sendo investigado, ndo sé para um melhor entendimento da
ansiedade como psicopatologia prevalente e relevante, mas também na tentativa
de encontrar alternativas terapéuticas mais seletivas, ou seja, drogas ansio-
seletivas (Cutler, 1993; Rodgers e Johnson, 1995).

Na verdade, os quinze anos que se seguiram a descobérta dos receptores
benzodiazepinicos no SNC de mamiferos foram de extrema importancia no
progresso de nosso entendimento sobre os mecanismos moleculares relacionados
com a interagéo destes compostos e a transmissdo mediada pelo GABA, assim
como no desenvolvimento de novas drogas nao-benzodiazepinicas que agem via
sistema GABAérgico. Paradoxicalmente, estes avangos fundamentais tém sido
acompanhados por um progressivo declinio do uso dos benzodiazepinicos como
agentes terapéuticos de primeira escolha no tratamento da ansiedade, devido a
néo aceitagéo crescente de seus efeitos colaterais, que incluem sedacao, ataxia,
interagbes com o alcool e, particularmente, o risco de dependéncia com o uso
prolongado. Naturalmente, estes dois processos tém fortalecido um ao outro e
dado esperanc¢a para que as pesquisas cheguem a alguns novos compostbs nao-
benzodiazepinicos destituidos dos efeitos colaterais indesejaveis associados aos
benzodiazepinicos classicos.

Nessa busca de novos compostos, muitos esfor¢os tém sido empreendidos
no sentido de encontrar agentes ansioliticos mais seguros e, se possivel, mais
potentes. Entre os ultimos estudos nesta direcdo estdo aqueles envolvendo os
receptores de colecistocinina (CCK), pois foi observado que os antagonistas
CCKg, como o L365260, o CIS88 e o PD135158, mostraram propriedades
anticonflito (Hughes et al,, 1990) e ansioliticas (Harro et al.,1993) em roedores.
Fortalecendo essas observacbes experimentais, foram descritas agles
ansiogénicas apds administracdo central ou periférica de peptideos relacionados
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ao CCK, tanto em roedores como em humanos (Harro et al., 1993). Neste
contexto, os receptores das neurocininas parecem estar envolvidos em
mecanismos relacionados com a ansiedade, podendo-se num futuro proximo
chegar-se a sintese de compostos seletivos ansioliticos com vantagens sobre os
benzodiazepinicos. Como o principal problema do uso de benzodiazepinicos como
agentes ansioliticos reside no fato destes compostos produzirem amnésia,
sedacdo e potenciarem os efeitos do alcool, é possivel que as drogas que atuam
no sistema neurocinérgico e sejam dotadas de atividade ansiolitica possam vir a
ser de importancia terapéutica, pois parecem promover ansidlise sem produzir
efeitos depressores do SNC. Por outro lado, os efeitos desses compostos em
estudo sobre a memoaria e aprendizagem devem ser melhor investigados, uma vez
que ja existem varios estudos mostrando o envolvimento da SP com esses
processos (para revisdo ver Huston e Hasendhrl, 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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VI - CONCLUSOES

Nossos resultados acerca da participagdo do GABA na modulagdo da
ansiedade experimental pelas neurocininas, avaliada no LCE em camundongos,
sugerem que existe uma inter-relagcdo entre o sistema GABAérgico e o
neurocinérgico neste paradigma experimental, envolvendo especialmente os
receptores dos tipos NK; e NK3, mas o papel dos receptores NK3 parece néo ter a
mesma relevancia, exceto na influéncia do efeito ansiolitico agudo do diazepam.

Os resultados do presente trabalho indicam que a ativacdo ou o bloqueio
dos receptores neurocinérgicos interferem diferencialmente com a modulagdo
GABAérgica da ansiedade experimental. Na manipulag@o aguda desse paradigma
experimental os trés tipos de receptores parecem estar envolvidos, influenciando
tanto a redugéo dos comportamentos aversivos produzida pelo diazepam (NK; e
NKs), quanto a agéo do tipo ansiogénica promovida pelo pentilenotetrazol (NK; e
NK;). Quanto ao modelo de ansiedade por retirada de um tratamento repetido com
benzodiazepinico, nossos dados sugerem que ha o envolvimento dos receptores
NK; e NK,, mas ndo do NKs, congruente com os dados do modelo ansiogénico do
PTZ agudo. Nossas observagbes experimentais nos levam a especular a
possibilidade de que as neurocininas possam desempenhar um papel modulatério
em alguns dos multiplos sitios de ligagdo do complexo receptor GABAa. Na
verdade, outros estudos complementares s&o necessarios para 'um completo
entendimento dessa interagcdo neurocininas-GABA na modulagdo da ansiedade
experimental, empregando-se outras abordagens metodoldgicas, ou mesmo
manipulagbes farmacoldgicas com drogas que atuem modulando outros sitios de

ligacdo do complexo receptor GABAa.
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