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O presente estudo investigou os efeitos da microinjeção i.c.v da SP free acid
(SPfa), a influência do pré-tratamento com os inibidores de peptidases, tiorfan e/ou
fosforamidon, no efeito da SP 1-11, bem como o efeito das seqüências peptídicas SP
6-11 (C-terminal) e SP 1-7 (N-terminal), em ratos avaliados no labirinto em cruz
elevado (LCE). Investigou-se também o envolvimento dos receptores NK1 e NK2 no
efeito do tipo ansiogênico da SP 6-11. Nossos resultados mostraram que o uso de
tiorfan ou fosforamidon promoveu um pequeno aumento no efeito do tipo ansiogênico
da SP, enquanto o pré-tratamento com ambos os inibidores promoveu um efeito do
tipo ansiolítico. A seqüência SP 6-11 10 pmol assim como a SP fa 1 pmol mostraram
um perfil do tipo ansiogênico similar ao apresentado pelos animais tratados com a SP
1-11 10 pmol. Já a seqüência peptídica SP 1-7 não foi capaz de promover quaisquer
alterações comportamentais no teste do LCE. Observamos ainda que o tratamento com
os antagonistas NK1 (FK 888) ou NK2 (SR 48968) foi capaz de inibir as propriedades
aversivas induzidas pela seqüência peptídica C-terminal. Nossos resultados mostram
que os efeitos do tipo ansiogênico produzidos pelo tratamento central com o
neuropeptídeo SP 1-11, em ratos submetidos ao teste do LCE, parecem ser codificados
pela sua seqüência peptídica C-terminal, ação esta mediada por receptores NK1 e NK2.
Este estudo também mostra que nestes efeitos comportamentais induzidos pela SP
existe a participação, mas não necessariamente envolvem, a sua biotransformação em
metabólitos ativos.
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RESUMO

A substância P (SP) e os receptores neurocinérgicos são amplamente expressos em

diferentes estruturas cerebrais que compõem o sistema cerebral de defesa e estão

envolvidos na mediação do comportamento aversivo. O possível envolvimento da SP na

modulação da ansiedade experimental já foi demonstrado em diferentes espécies e modelos

animais. Há várias evidências mostrando que as neurocininas, como a SP, são clivadas por

enzimas (peptidases) em fragmentos carboxi- e amino-terminal, alguns dos quais retém a

atividade do neuropeptídeo original e outros que se tornam inativos ou apresentam um

efeito biológico oposto ao do peptídeo íntegro.

O presente estudo investigou os efeitos da microinjeção i.c.v da SP free acid (SPfa)

que apresenta a mesma seqüência de aminoácidos da SP íntegra (SP 1-11), porém é

resistente à degradação enzimática, a influência do pré-tratamento com os inibidores de

peptidases, tiorfan e/ou fosforamidon, no efeito da SP 1-11, bem como o efeito das

seqüências peptídicas SP 6-11 (C-terminal) e SP 1-7 (N-terminal), em ratos avaliados no

modelo do labirinto em cruz elevado (LCE). Além disso, investigou-se o envolvimento dos

receptores NK1 e NK2 no efeito do tipo ansiogênico da seqüência peptídica SP 6-11 (C-

terminal).

Ratos Wistar adultos (3 meses) machos foram  anestesiados com tiopental sódico e

hidrato de cloral (i.p.) e uma cânula foi implantada no ventrículo lateral (i.c.v.). Cinco dias

após as cirurgias, os animais controles receberam 2 µl do veículo e os grupos

experimentais foram tratados com soluções de 10 pmol de SP 1-11, SP 6-11 ou SP 1-7, ou

SPfa 1 ou 10 pmol. Outros grupos experimentais receberam tiorfan 10-7 M, fosforamidon

10-6 M ou ambos os inibidores, 30 min antes da injeção i.c.v. de SP 1-11 10 pmol. Na

última etapa experimental, grupos de animais receberam por via i.c.v. 2 µl do veículo ou

dos antagonistas seletivos NK1 (FK 888) ou NK2 (SR 48968), 5 min depois, injetou-se 2 µl
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do veículo ou SP 6-11 (10 pmol). Cinco minutos após o último tratamento, os animais

foram avaliados no LCE onde registrou-se a porcentagem do tempo despendido e do

número de entradas nos braços abertos, além de parâmetros etológicos como imersões de

cabeça, estiramentos corporais, número de comportamentos de levantar e de auto-limpeza.

Imediatamente após o teste do LCE, os animais foram colocados no centro da arena para

avaliação da sua atividade locomotora, onde registrou-se a movimentação espontânea, o

número de comportamentos de levantar, de auto-limpeza e a defecação. Nossos resultados

mostraram que o uso dos inibidores de peptidases, tiorfan ou fosforamidon, promoveu um

pequeno aumento no efeito do tipo ansiogênico induzido pela SP, caracterizado por uma

diminuição na porcentagem do tempo despendido e do número de entradas nos braços

abertos, assim como pela redução significante do número de imersões de cabeça e aumento

do número de estiramentos corporais. No entanto, o pré-tratamento com ambos os

inibidores, promoveu um efeito do tipo ansiolítico, evidenciado pelo aumento da

porcentagem do tempo despendido nos braços abertos e do número de imersões de cabeça,

característico de uma maior disponibilidade de SP, que poderia atuar em diferentes tipos de

receptores NK. Observamos que a seqüência peptídica C-terminal (SP 6-11 10 pmol) ou

SP fa 1 pmol reduziram a porcentagem do tempo despendido e do número de entradas nos

braços abertos do LCE, um perfil comportamental do tipo ansiogênico similar ao

apresentado pelos animais tratados com a SP 1-11 10 pmol. Já a seqüência peptídica N-

terminal (SP 1-7) não foi capaz de promover quaisquer alterações comportamentais de

forma significativa no teste do LCE. Além disso, observamos que o tratamento i.c.v. com

os antagonistas NK1 (FK 888) ou NK2 (SR 48968) foi capaz de inibir as propriedades

aversivas induzidas pela seqüência peptídica C-terminal. 

Nossos resultados mostram que os efeitos do tipo ansiogênicos do tratamento

central com o neuropeptídeo SP 1-11, em ratos submetidos ao teste do LCE, podem ser
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codificados pela sua seqüência peptídica C-terminal (SP 6-11), ação esta mediada não

somente por receptores NK1, como também pelos receptores NK2. Este estudo também

demonstra que para esses efeitos induzidos pela SP existe a participação mas não envolve,

necessariamente, a sua biotransformação em metabólitos ativos.
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ABSTRACT

Substance P (SP) and its preferred NK1 receptor are widely expressed throughout

the fear-processing pathways of the brain. The possible involvement of the substance P in

the modulation of the experimental anxiety has already been demonstrated. Nevertheless,

SP, like other peptides, are cleaved by peptidases in two fragments: C-terminal (SP 6-11)

and N-terminal (SP 1-7) that could be responsible for the anxiogenic-like peptide’s

response. In this study we verified the effects of i.c.v. microinjections of SP free acid

(SPfa) which is resistant to enzymatic cleavage, the influence of the pretreatment with

peptidase inhibitors (PIs), tiorphan and/or phosphoramidon, or the treatment with the

peptidic sequences SP 6-11 and SP 1-7 in animals evaluated in the elevated plus maze

(EPM) test. Adult male Wistar rats were implanted with a cannula into the lateral ventricle

and 5 days following surgery, control animals received 2 µl of vehicle and the

experimental groups were treated with 10 pmol solutions of  SP 6-11, SP 1-7 or 1 and 10

pmol of SPfa. Other experimental groups received tiorphan 10-7 M, phosphoramidon 10-6

M or both PIs 30 min prior SP 1-11 10 pmol i.c.v. Animals were evaluated in the elevated

plus-maze test and pretreatment with the C-terminal fragment (SP 6-11) and SPfa 1 pmol

promoted an anxiogenic-like profile of action similar to SP 1-11, i.e., a decrease of entries

and time spent on the open arms, whereas the N-terminal fragment (SP 1-7) was inactive at

the EPM. Both PIs enhanced the SP effect when used alone, but their combination

produced reverse effect probably due a higher SP concentration that could act on other NK

receptor types. Moreover, pretreatment with NK1 (FK 888) and  NK2 (SR 48968)

antagonists showed that C-terminal sequence effects are mediated by both NK1 and NK2

receptors. Altogether the present results give further support to the SP role in the

modulation of experimental anxiety in rats.
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INTRODUÇÃO

Histórico

Nos últimos 20 anos vêm se acumulando evidências de que um grande número de

peptídeos está presente em neurônios do sistema nervoso central (SNC). Desde então, seu

provável papel como neurotransmissor tem sido extensamente discutido. Snyder, já em

1980, antecipou que o número de neuropeptídeos ativos no SNC excederia a 200. Os

inúmeros trabalhos subseqüentes parecem confirmar não só essa previsão, mas também a

importância desses peptídeos em diversas outras funções fisiológicas e patológicas

(Hökfelt et al., 1984; Myers, 1994; Nussdorfer e Malendowicz, 1998; Griebel, 1999;

Hökfelt et al., 2000; McLay et al., 2001; Kent et al., 2002; Mereghi, 2002).

A substância P (SP) foi o primeiro neuropeptídeo a ser conhecido e a ser proposto

como neurotransmissor (Von Euler e Pernow, 1977). Os efeitos farmacológicos da SP

foram inicialmente demonstrados em 1930, quando observou-se seus poderosos efeitos

hipotensores que não eram bloqueados por antagonistas colinérgicos (Von Euler e

Gaddum, 1931; Gaddum e Schild, 1934; Von Euler, 1936). A origem dessa denominação,

substância P, vem das palavras “preparação” ou “pó”, pois Von Euler havia relatado ter

utilizado uma preparação padrão na forma de pó seco (“powder”), convenientemente

abreviada por “P” (Otsuka e Yoshioka, 1993).

Em 1970, Chang e Leeman identificaram a estrutura primária da SP como sendo

um undecapeptídeo, representado pela seqüência de aminoácidos H-Arg-Pro-Lys-Pro-Gln-

Gln-Phe-Phe-Gly-Leu-Met-NH2. A caracterização desse neuropeptídeo, a partir do

hipotálamo de bovinos, evidenciou que a SP pertence à família de peptídeos denominada

de taquicininas (TKs), que estão presentes tanto em tecidos de mamíferos, por exemplo,

SP, neurocinina A e neurocinina B, como também em tecidos de outras espécies, tais como

moluscos (eledoisina) e anfíbios (fisalaemina, kassinina, uperoleina e filomedusina)
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(Henry et al., 1987; Maggio, 1988). O nome taquicininas resultou da similaridade

farmacológica desses peptídeos com a  bradicinina, que agia como mediador inflamatório

endógeno induzindo uma contração lenta do íleo de cobaias, distintamente do que ocorria

com as taquicininas ao qual tinham perfil farmacológico semelhante, induzindo, porém,

uma contração rápida nesse mesmo tecido (Bertaccini, 1976). A característica comum

entre as taquicininas é a similaridade na sua seqüência de aminoácidos da fração C-

terminal: Phe-X-Gly-Leu-Met-NH2, onde X representa um resíduo aromático (fenilalanina-

Phe e treonina-Try) ou um resíduo alifático hidrofóbico (valina-Val e isoleucina-Ile;

Erspamer, 1981).

A nomenclatura utilizada atualmente para estes peptídeos foi sugerida no encontro

de Maidstone e aprovada num simpósio realizado em Montreal/Canadá, em 1986. Assim, o

termo taquicininas é utilizado quando se refere aos peptídeos de espécies não-mamíferas,

enquanto que neurocininas (NKs) é a designação genérica utilizada para os peptídeos

presentes em mamíferos. Por essa razão, deste momento em diante sempre empregaremos

a última terminologia, NKs, quando nos referirmos a esses peptídeos.

Síntese e metabolismo das neurocininas

As NKs são sintetizadas a partir de proteínas precursoras denominadas pré-

protaquicininas, as quais são codificadas por dois genes distintos: o gene codificador da

pré-protaquicinina-I (PPT-I) ou pré-protaquicinina-A (PPT-A) e o gene codificador da pré-

protaquicinina-II (PPT-II) ou pré-protaquicinina-B (PPT-B). A transcrição do gene da

PPT-A origina 3 RNAs mensageiros de NKs distintos: RNAm PPT-Iα que dá origem a SP,

RNAm PPT-Iβ  que origina SP, neurocinina A (NKA) e neurocinina K (NPK,

neuropeptídeo K), e RNAm PPT-Iγ que origina SP, NKA e neurocinina γ (NKγ,
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neuropeptídeo γ) (Maggio et al., 1983; Nawa et al., 1983, 1984; Kotani et al., 1986;

Bonner et al., 1987; Krause et al., 1987; Guard e Watson, 1991). O gene da PPT-B, por sua

vez, origina o RNAm PPT-IIβ  que codifica apenas a NKB (Nakanishi, 1987) (Ver Figura

1). Um novo membro da família das pré-protaquicininas, a pré-protaquicinina C (PPT-C),

foi recentemente identificada em linfócitos-B de camundongos e é responsável por

codificar a hemocinina-1 (HK-1), cuja cadeia peptídica é também composta de 11

aminoácidos (Zhang et al., 2000). Comparando a seqüência de aminoácidos de sua

estrutura com a da SP, a HK-1 revela alto grau de homologia e sugere-se que possa agir

como um ligante endógeno dos receptores NK1. A HK-1 desempenha importante função na

sobrevida e proliferação dos linfócitos-B agindo como um fator autócrino do crescimento

destas células hematopoiéticas (Kurtz et al., 2002).

Figura 1 – Esquema da origem dos peptídeos neurocinérgicos e seus precursores em

mamíferos. Adaptado de Regoli et al. (1994).

CROMOSSOMOS

Gene de PPT-A Gene de PPT-B

SP SP NPKNKA SP NKA NKγγ

NK1 NK1 NK2 NK2 NK1 NK2 NK2

SNC SNC e tecidos periféricos

NKB

NK3

SNC e tecidos periféricos

Proteína G
                               e DAG

Resposta celular
(+) P.L.C...IP3

RNAm PPT-Iαα RNAm PPT-Iββ RNAm PPT-Iγγ RNAm PPT-IIββ
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A importância biológica do processo de “splicing” alternativo da PPT-A é

desconhecido. A proporção relativa de RNAm de PPT-α, β  e γ é notavelmente dependente

da espécie. Assim, a PPT-β  é a forma expressa predominantemente nos gânglios basais em

humanos (Bannon et al., 1992), enquanto que a PPT-α prevalece no cérebro de bovinos

(Nawa et al., 1984). O RNAm PPT-α é abundante no cérebro, enquanto que o RNAm

PPT-β  e o RNAm PPT-γ são conhecidos principalmente em tecidos periféricos (Nakanishi,

1987). O RNAm PPT-β  está presente no cérebro (hipotálamo) e intestino (Kotani et al.,

1986). A expressão da PPT-C foi detectada pela análise da PCR em diferentes tecidos de

camundongos, ratos e humanos, e incluem, pele, estômago, coração, pulmões, músculo

esquelético e cérebro (Kurtz et al., 2002). 

A SP é sintetizada a partir de seus precursores pela ação de proteases denominadas

convertases. Os pontos de clivagem pelas convertases no gene PPT apresentam duplos

resíduos catiônicos. Essa clivagem é seguida pela amidação C-terminal, obtida pela ação

da enzima peptidilglicina-α-amidase (monoxigenase) que utiliza o aminoácido glicina

como doador dos grupamentos aminas após a clivagem do sítio Arg1-Lys3 (Harmar e Keen,

1982).  

O processo de síntese das NKs ocorre nos ribossomos do corpo celular e, uma vez

sintetizadas, as NKs são armazenadas em vesículas sinápticas (Merighi et al., 1988;

Plenderleith et al., 1990) e transportadas axonalmente para o terminal nervoso (Brimijoin

et al., 1980), onde aguardam o estímulo apropriado para sua liberação. A liberação do

conteúdo dessas vesículas para a fenda sináptica ocorre por (1) estímulos externos, como

capsaicina, potássio ou outros agentes capazes de induzir despolarização neuronal ou (2)

condições fisiopatológicas, podendo ocorrer durante o peristaltismo intestinal, após

estímulos térmicos na pele, por aplicação de estímulos dolorosos e não dolorosos na

medula, ou ainda, podem ser liberadas durante o processo inflamatório. Em ambos os
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processos, a liberação das NKs é cálcio-dependente (Otsuka e Yoshioka, 1993). 

As NKs, particularmente a SP, são substratos para várias enzimas proteolíticas,

presentes no fluido extracelular e/ou acopladas a membranas (Iversen et al., 1985). O

peptídeo mais vulnerável à degradação pelas peptidases parece ser a SP, enquanto que

peptídeos contendo um resíduo de pGlu em sua posição N-terminal apresentam maior

resistência à clivagem enzimática (Regoli et al., 1994). A endopeptidase EDSP (enzima de

degradação da SP) foi a primeira enzima identificada e isolada do fluído cérebro-espinhal

de humanos (Nyberg et al., 1984). Esta enzima hidrolisa especificamente ligações

peptídicas internas nas posições 7-8 e 8-9, liberando os fragmentos SP 1-7 e SP 1-8 da SP.

No fluido cérebro-espinhal de ratos, a EDSP foi caracterizada como uma das enzimas

capazes de liberar o fragmento SP 1-7 (Persson et al., 1992). A EPPP (endopeptidase pós-

prolina) também cliva a SP e libera os fragmentos SP 3-11 e SP 5-11. A EPN

(endopeptidase neutra), encontrada em neurônios, células gliais e membranas cerebrais de

ratos, cliva a SP nas posições 6-7, 7-8 e 9-10 (Horsthemke et al., 1984; Matsas et al.,

1984). A ECA (enzima conversora de angiotensina), por sua vez, está amplamente

distribuída no corpo, estando presente no endotélio vascular, miocárdio, cérebro, testículos,

rins e trato gastrointestinal (Jackson et al., 1991). No SNC, a ECA tem sido encontrada no

fluido cérebro-espinhal (Lantz et al., 1991) e já foram identificadas algumas isoformas

neuronais em diferentes espécies (Yokosawa et al., 1983; Hooper e Turner, 1987; Williams

et al., 1991). Assim, tanto na periferia quanto no SNC, a ECA também participa da

hidrólise da SP. Tanto a EPN como a ECA promovem a liberação do fragmento SP 1-7,

com maior ação no SNC. Já a DAP IV (dipeptidil-aminopeptidase IV) é a principal enzima

que degrada a SP na periferia, mas também está presente no SNC participando do

metabolismo cerebral da SP. Assim, o uso de inibidores dessas enzimas, portanto,

aumentam, de uma maneira geral, a disponibilidade e, algumas vezes, as ações da SP no
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SNC (para revisão ver Regoli et al., 1994). Os sítios de clivagem e as enzimas envolvidas

no metabolismo das NKs estão mostrados abaixo.

Figura 2 - Sítios de degradação da SP in vitro. DAP IV (dipeptidil-

aminopeptidase IV), EPPP (endopeptidase pós-prolina), CD (catepsina

D), EDSP (enzima de degradação da SP), EPN (endopeptidase neutra) e

ECA (enzima conversora de angiotensina). Adaptado e modificado de

Regoli et al. (1994).

Receptores neurocinérgicos

A atividade biológica das NKs dependem de sua interação com três diferentes tipos

de receptores neurocinérgicos, que já foram clonados com a ajuda de técnicas de bioensaio

e estudos de “binding”. São eles os receptores NK1, NK2 e NK3. Do ponto de vista

farmacológico e bioquímico, a caracterização desses receptores foi facilitada pelo

surgimento de agonistas e antagonistas peptídicos e não-peptídicos seletivos (Regoli et al.,

1987; Nakanishi, 1991; Joobs et al., 1995; Patacchini e Maggi, 1995). Vários estudos

indicam a presença de duas isoformas para os receptores NK1 e NK2, diferentemente

expressas em vários tecidos e órgãos (Watling et al., 1993; Mantyh et al., 1995; Khawaja e

                         DAP IV                              CD        EPN

H-Arg1-Pro2-Lys3-Pro4-Gln5-Gln6-Phe7-Phe8-Gly9-Leu10-Met11-NH2

                            EPPP                               EDSP           ECA
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Rogers, 1996; Lecci et al., 2000; Bensaid et al., 2001; Patacchini et al., 2001; Candenas et

al., 2002).

O terceiro receptor neurocinérgico a ser reconhecido foi inicialmente denominado

de NK3 (Maggi e Schwartz, 1997) e, em 1996, Donaldson e colaboradores propuseram um

quarto tipo de receptor NK, designado de NK4, encontrado no músculo esquelético,

pulmões e fígado. Posteriormente, em 1997, Krause e colaboradores denominaram este

mesmo receptor de NK3B devido ao alto grau de homologia estrutural e perfil de ligação

similar ao receptor NK3, que seria então denominado NK3A. Na verdade, a classificação do

receptor como NK4 é ainda prematura, já que novos estudos sejam necessários para avaliar

a importância biológica desta entidade molecular.

Em ratos, os genes que codificam os receptores NK1, NK2 e NK3 estão localizados

nos cromossomos 4, 20 e 2, respectivamente (Mori et al., 1992), enquanto em humanos os

genes que codificam os receptores NK1 e NK2 estão localizados nos cromossomos 2 e 10,

respectivamente (Gerard et al., 1990; Gerard et al., 1991; Kris et al., 1991).

Os receptores neurocinérgicos foram inicialmente caracterizados pelas suas

afinidades preferenciais em se ligar com as NKs endógenas, segundo o critério da ordem

de potência de seus agonistas. Assim, as NKs endógenas, SP, NKA e NKB, ligam-se

preferencialmente, mas não exclusivamente, aos receptores NK1, NK2 e NK3,

respectivamente (Regoli et al., 1988; Helke et al., 1990; Iversen et al., 1990). Com isso,

todas estas NKs podem agir em quaisquer dos três tipos de receptores sob determinadas

condições, tais como disponibilidade do receptor ou em altas concentrações do peptídeo.

Os três tipos de receptores neurocinérgicos são constituídos de pequenas proteínas

com 350 a 500 aminoácidos e pertencem à superfamília de receptores semelhantes aos da

rodopsina. Eles compartilham uma estrutura global similar, consistindo de uma alça

amino-terminal extracelular e uma alça carboxi-terminal intracelular, que nos mamíferos
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estão conectadas por sete domínios hidrofóbicos transmembrana. Esses receptores mostram

forte semelhança com os receptores adrenérgicos e muscarínicos, além de numerosos

outros receptores acoplados às proteínas G (Regoli et al., 1994).

Os receptores NK1, NK2 e NK3 possuem aproximadamente 40% de seqüências

idênticas entre si (Gerard et al., 1993). Existe grande identidade, em torno de 75%, entre as

seqüências citoplasmáticas e, aproximadamente, 70% entre os domínios

transmembrânicos. Seqüências homólogas entre diferentes espécies, em geral, maiores para

o receptor NK1, tendo o receptor do rato e do homem por volta de 95 % de homologia,

diferindo apenas em 22 dos 407 aminoácidos que os constituem (Fong et al., 1992). Já a

homologia dos receptores NK2 e NK3 entre ratos e humanos também é alta,

aproximadamente 85 e 88%, respectivamente.

Os receptores neurocinérgicos pertencem a superfamília de receptores acoplados à

proteína G, especificamente proteínas da família das Gq, que promovem a ativação de

fosfolipase C. Esta enzima, por sua vez, hidrolisa lipídeos de membrana (PIP2) à

diacilglicerol (DAG) e inositol (1,4,5)-trifosfato (IP3). O IP3, via receptores específicos da

membrana do retículo endoplasmático, estimula a liberação de Ca2+ dos estoques

intracelulares, enquanto o DAG, através da ativação da proteína quinase C (PKC),

promove a abertura de canais de Ca2+ do tipo - L na membrana plasmática. O conseqüente

aumento nas concentrações de Ca2+ intracelular induz as respostas celulares (para revisão

ver Ju et al., 1991; Maggi et al., 1993; Otsuka e Yoshioka, 1993; Regoli et al., 1994). Pode

haver também a mobilização de ácido aracdônico, via fosfolipase A2, e o acúmulo de

monofosfato de adenosina cíclico (AMPc), via adenilato-ciclase (Nakajima et al., 1992;

Takeda et al., 1992; Garcia et al., 1994; Mitsuhashi et al., 1994: Seabrook e Fong, 1993).
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SUBSTÂNCIA P E SISTEMA NERVOSO CENTRAL

Localização no sistema nervoso central (SNC)

As NKs estão presentes no SNC em grande quantidade, particularmente em áreas

envolvidas no controle central de várias funções autonômicas periféricas como a pressão

sangüínea, respiração, micção, motilidade gastrointestinal; funções essenciais como a

regulação da ingestão de líquidos; funções afetivas e emocionais como a ansiedade,

agressão e comportamento estereotipado; na transmissão da dor e outras funções cerebrais

como o aprendizado e memória (Severini et al., 2002).

O tecido nervoso representa até o momento a mais importante localização das NKs

em invertebrados e vertebrados. Técnicas de cromatografia líquida de alta eficiência

combinadas ao radioimunoensaio e/ou imunohistoquímica permitiu detectá-las em

diferentes áreas cerebrais. A distribuição neuronal da SP é bastante difusa no SNC de ratos

e humanos (Ljungdahl et al., 1978; Cooper et al., 1981; Del Fiacco et al., 1987;

Marksteiner et al., 1993). Uma região cerebral que apresenta uma grande quantidade de SP

dentro do SNC é o hipotálamo, sendo sua distribuição nesta região variável entre espécies

distintas de mamíferos (Kanazawa et al., 1976; Cuello e Kanazawa, 1978; Hökfelt et al.,

1978; Stoeckel et al., 1982; Buck et al., 1986; Mai et al., 1986; Jessop et al., 1991;

Debeljuk et al., 1992). Outras áreas límbicas em que a SP foi identificada incluem

amígdala, locus coeruleus, hipocampo, substância cinzenta periaquedutal e septo lateral

(Hökfelt et al., 1977; Shults et al., 1984; O’Donohue et al., 1987; Harlan et al., 1989;

Shaik e Siegel, 1994), onde está co-localizada com outras NKs e/ou neurotransmissores

clássicos, tais como 5-HT, GABA, glutamato, acetilcolina, dopamina e opióides, que

freqüentemente participam influenciando a sua liberação sináptica (para revisão ver Otsuka

e Yoshioka, 1993). Assim, neurônios contendo SP em ratos podem fazer sinapse com
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neurônios dopaminérgicos da substância negra (Mahalilik, 1988), neurônios colinérgicos

nos núcleos basais (Beach et al., 1987), neurônios noradrenérgicos no locus coeruleus

(Guyenet e Aghajanian, 1977), neurônios opioidérgicos na substância cinzenta

periaquedutal (Smith et al., 1994), neurônios GABAérgicos no hipotálamo (Penny et al.,

1986; Nitsch e Leranth, 1994) e neurônios serotoninérgicos e glutamatérgicos nos núcleos

da rafe (Ljungdahl et al., 1978; Arvidsson et al., 1990; Henry e Manaker, 1998; Commons

e Valentino, 2002; Liu et al., 2002). Diversos trabalhos relataram que o maior conteúdo de

SP está presente na região nigro-estriatal da substância negra, seguido das regiões do septo,

amígdala e hipocampo, embora se saiba que a variação de seu conteúdo em função das

diferentes regiões cerebrais é dependente do método utilizado no estudo (Hong et al.,

1978; Hanson et al., 1981; Bannon et al., 1987; Mitsushio et al., 1988).

A distribuição das NKs em áreas específicas do cérebro e da medula espinhal e o

papel destes neuropeptídeos, particularmente da SP, como neuromoduladores sugerem seu

envolvimento na etiologia de doenças neurodegenerativas, incluindo a Esclerose

Amiotrófica Lateral, o mal de Alzheimer, a coréia de Huntington e a Doença de Parkinson,

nos distúrbios psicóticos como a esquizofrenia, nos distúrbios afetivos como a ansiedade e

depressão (para revisão ver Raffa, 1998), nos distúrbios do sono como a narcolepsia

(Strittmatter et al., 1996) e na gênese da epilepsia (Liu et al., 1999a; Liu et al., 1999b).

SUBSTÂNCIA P E ANSIEDADE

Ansiedade – Aspectos gerais

Etimologicamente a palavra ansiedade provém do grego Anshein, que significa

estrangular, sufocar, oprimir. A ansiedade é um fenômeno emocional comum em humanos

e vem sendo relatada há milênios, já que se descobriu inscrições que remontam à era de
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Cristo (Hetem e Graeff, 1997). A ansiedade normal pode ser definida como um estado

emocional que ocorre em respostas adaptativas a vários estressores, sejam eles fisiológicos,

psicológicos e/ou sociais. Trata-se de um estado emocional necessário ao ser humano,

posto que têm valor adaptativo frente às alterações do meio que nos cerca (Graeff, 1993),

favorecendo o desempenho das tarefas motoras e cognitivas. Quando inapropriada, a

ansiedade pode-se tornar patológica expressando angústia, desconforto e sofrimento nos

pacientes, interferindo no funcionamento e desempenho global do indivíduo de maneira

significativa (Graeff e Brandão, 1993; Clemente e Chapoutier, 1998; Clément et al., 2002).

Pode ser resultante não somente das várias situações estressantes do dia-a-dia, como

também proveniente de enfermidades, durante o uso de medicamentos ou drogas, nas

síndromes de abstinência de substâncias depressoras do SNC (Gentil, 1994). Além disso,

como em outros tipos de distúrbios psiquiátricos, a ansiedade patológica parece depender

de uma interação entre predisposição genética e fatores ambientais precipitantes.

Classicamente, duas formas de ansiedade são distingüidas: o “estado de ansiedade”

e o “traço de ansiedade”. O “estado de ansiedade” é aquela que surge em determinados

momentos e situações particulares, sendo influenciada por experiências anteriores

negativas e intensificada diante da presença de estímulos ansiogênicos. Em contraste, o

“traço de ansiedade” não varia com a situação e é considerada uma característica do

indivíduo (Spielber et al., 1970; Beuzen e Belzung, 1995). Em estudos pré-clínicos

realizados em animais de laboratório para investigação da ansiedade, o que geralmente se

analisa é o “estado de ansiedade”.

A ansiedade difere conceitualmente do medo; o medo refere-se às respostas

comportamentais e neurovegetativas decorrentes de uma ameaça física ou à própria

sobrevivência do organismo, se manifestando em situações onde o perigo é iminente pela

presença imediata do objeto ou da situação temida, enquanto que a ansiedade é um estado
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de apreensão diante de circunstâncias onde o perigo não é tão evidente, porém vago e

persistente, estando ligada a uma expectativa futura desproporcional, ou quando os sinais

de advertência que provocam o medo não são conscientemente percebidos (Sanger, 1991;

Graeff, 1993; Gentil, 1994; Gentil Filho, 1994).

Modelos animais de ansiedade

Como medo e ansiedade apresentam os mesmos substratos neuroanatômicos e

neuroquímicos e sabendo-se que os mecanismos neurais das respostas às circunstâncias

que induzem medo provavelmente são similares entre humanos e animais, modelos

animais de ansiedade apresentam um bom valor preditivo das respostas nos transtornos de

ansiedade (Handley, 1994). Atualmente, existem diversos modelos animais utilizados na

pesquisa dos mecanismos básicos envolvidos na gênese e modulação da ansiedade. Esses

modelos apresentam como objetivo o “screening” de novas potencialidades terapêuticas no

seu tratamento e servem para melhor compreensão dos mecanismos neurais básicos

envolvidos na gênese da ansiedade (Porsolt et al., 1993; Rodgers e Cole, 1994). Na

verdade, a ansiedade patológica é difícil de modelar em paradigmas experimentais animais,

embora um grande número de modelos estejam em uso e muito do conhecimento sobre a

ansiedade humana tenha sido obtido a partir de resultados de experimentação animal.

Através do emprego de modelos animais, procura-se reproduzir em laboratório

determinados aspectos da sintomatologia, da etiologia ou do tratamento da ansiedade

(Zangrossi Jr., 1995). Até a década de 70 os paradigmas experimentais mais empregados

no estudo da ansiedade, como o teste de Geller-Seifter, os testes de esquiva ativa e passiva,

o sobressalto acústico potenciado, entre outros, envolviam situações em que era necessário

o condicionamento dos animais, empregando-se para tal estímulos aversivos (Rodgers et

al., 1997). A partir da década de 80, uma maior atenção passou a ser dada aos modelos
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animais de ansiedade etologicamente fundamentados, que utilizam comportamentos

adaptados ao nicho ecológico de cada espécie através de mecanismos evolutivos. Esses

modelos se baseiam nas respostas inatas de medo de diferentes espécies animais diante de

situações naturalmente aversivas como lugares novos, confronto com um intruso e

iluminação intensa (Pellow et al., 1985; Lister, 1987). Entre os modelos de ansiedade

etologicamente fundamentados e de grande aceitação atualmente, encontra-se  o labirinto

em cruz elevado (LCE), mas outros modelos como a caixa claro-escuro, vocalização ultra-

sônica, hipertermia induzida por estresse, testes de exploração como o “open-field” e o

“hole-board” e o teste de imobilidade tônica são também empregados. No entanto, para

nenhum dos testes empregados há uma clara validade analógica e/ou preditiva com as

categorias clínicas dessa patologia e todos os modelos provavelmente refletem processos

de ansiedade/medo e não necessariamente processos patológicos (Olivier et al., 1994).

Substância P e Ansiedade

Cada vez mais vem sendo sugerido o envolvimento da SP na gênese e/ou

modulação da ansiedade através de vários estudos pré-clínicos e clínicos. A abundante

distribuição dos receptores NK1 no cérebro é refletida por uma variedade de alterações

comportamentais após a administração central de SP ou de agonistas seletivos dos

receptores NK1. Assim, comportamentos como auto-limpeza, sacudir de cachorro molhado

(“wet-dog shakes”), “sapatear” da pata posterior (“hind paw tapping”) e a locomoção, que

em alguns casos demonstraram ser espécie-específicos, foram relatados após a

administração central de agonistas de receptores NK1, provavelmente relacionados com a

liberação de outros neurotransmissores tais como dopamina, serotonina ou acetilcolina

(Elliot e Iversen, 1986; Elliot et al., 1992; Bristow e Young, 1994; Piot et al., 1995; Stoessl

et al., 1995). Antagonistas de receptores NK1 bloquearam efetivamente as vocalizações
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induzidas por estresse em filhotes de cobaias após a separação maternal (Kramer et al.,

1998) e demonstraram atividades do tipo antidepressiva no modelo de estresse crônico

(Papp et al., 2000) e ansiolítica no teste de interação social (File, 2000) em ratos, além da

atividade do tipo ansiolítica observada em gerbilos no teste de “sapatear” induzido por

choque (Ballard et al., 2001). Alguns trabalhos realizados com camundongos “knockout”

para os receptores NK1 demonstraram que a deleção desses receptores resultou em

comportamento do tipo ansiolítico em vários modelos-animais, incluindo o LCE, a

hipofagia emocional e vocalizações induzidas pela separação maternal (Rupniak et al.,

2000; Santarelli et al., 2001). Outros dois trabalhos recentes realizados em camundongos

“knockout” para esses receptores demonstraram que a modulação da ansiedade pela SP é,

pelo menos em parte, mediada pelo sistema serotoninérgico (Froger et al., 2001; Santarelli

et al., 2001). Bilkei-Gorzo e colaboradores, em 2002, demonstraram atividades do tipo

antidepressiva e ansiolítica em camundongos “knockout” para receptores NK1, avaliados

nos testes de natação forçada (“forced-swimming test”), teste de suspensão pela cauda

(“tail-suspension test) e nos testes do labirinto em “zero” e de interação social. Diferentes

antagonistas de receptores NK1 exibiram efeitos do tipo ansiolítico em espécies animais

distintas no teste do LCE (Teixeira et al., 1996; Nikolaus et al., 1999; Varty et al., 2002).

Injeções sistêmicas ou no núcleo basal magnocelular de SP induziu efeitos do tipo

ansiolítico nos testes do labirinto em T elevado (LTE) e LCE  (Hasenöhrl et al., 1998;

Nikolaus et al., 1999; Nikolaus et al., 2000; Echeverry et al., 2001) e o efeito oposto (do

tipo ansiogênico) foi observado após a injeção de SP nas regiões da substância cinzenta

periaquedutal dorsal, septo lateral e ventrículo lateral (Aguiar e Brandão, 1996; Teixeira et

al., 1996; De Araújo et al., 1999; Gavioli et al., 1999). 

Estudos clínicos realizados em paraquedistas e civis, durante a guerra,

demonstraram que os pacientes que apresentavam altos níveis de ansiedade, exibiam níveis
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elevados de SP no plasma sangüíneo (Schedlowski et al., 1995; Weiss et al., 1996). No

primeiro estudo em humanos utilizando um antagonista de receptores NK1 no tratamento

da depressão, o MK 869, demonstrou uma potente atividade antidepressiva e ansiolítica

(Kramer et al., 1998). Esses achados reforçam a hipótese de que a substância P, via

receptores NK1, desempenha papel modulatório nos estados de ansiedade experimental.

Por outro lado, embora a maior parte dos estudos venha empregando ferramentas

farmacológicas tendo como alvo os receptores NK1, sugere-se também a participação dos

receptores NK2 e NK3 na modulação da ansiedade experimental. Em relação aos receptores

NK2, apesar da sua localização ocorrer principalmente no músculo liso dos tratos

gastrointestinal, respiratório e urinário, esses receptores estão também presentes em regiões

discretas do SNC de roedores, incluindo o sistema límbico, área conhecida estar envolvida

na modulação de processos emocionais (Otsuka e Yoshioka, 1993; Maggi, 1995; Steinberg

et al., 1998; Zerari et al., 1998; Preston et al., 2000). A distribuição neuroanatômica desses

receptores sugere a sua participação na modulação de processos emocionais e têm levado a

vários estudos investigando a influência desses receptores no comportamento de animais

em diversos modelos experimentais de ansiedade. Assim, a administração sistêmica ou

central de antagonistas de receptores NK2 (GR 100679, SR 48968, GR 159897, SR

144190) reduz comportamentos relacionados à ansiedade em diferentes modelos (teste de

interação social, caixa claro-escuro, LCE, e teste de resposta a um intruso humano) e

espécies animais (camundongos, ratos e primatas; Stratton et al., 1993, 1994; Bernatzky e

Saria, 1995; De Lima et al., 1995; Walsh et al., 1995; Teixeira et al., 1996; Griebel et al.,

2001). A administração central de agonistas (NKA e β-Ala8-NKA (4-10)) e do antagonista

SR 48968, seletivos para os receptores NK2, resultou em efeitos do tipo ansiogênico e

ansiolítico, respectivamente, no LCE, em camundongos e ratos (Teixeira et al., 1996;

Griebel, 1999). Mais recentemente, não somente antagonistas de receptores NK1 mas
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também antagonistas NK2 demonstraram atividades do tipo ansiolítica no modelo de

imobilidade tônica em cobaias (Lapiz e Hogg, 2002; Olsen et al., 2002).

Os receptores neurocinérgicos NK3 também estão presentes no SNC e existe uma

especulação plausível quanto a sua participação na modulação da ansiedade experimental,

já que esses receptores exibem uma densa distribuição em áreas tradicionalmente

envolvidas no controle do medo/ansiedade, como amígdala, hipocampo, núcleo medial do

septo, além de outras áreas que podem modular as regiões límbicas como o córtex frontal

(Mussap et al., 1993; Ding et al., 1996). A participação desses receptores na modulação da

ansiedade em camundongos avaliados no teste do LCE foi demonstrada com o uso do

senktide, um agonista seletivo NK3 (Wörmser et al., 1986), que em estudos preliminares

apresentou uma ação do tipo ansiolítica (Teixeira et al., 1996), posteriormente confirmada

por Ribeiro et al. (1999), que mostrou ainda haver uma interação entre os sistemas

neurocinérgico e opioidérgico nesta modulação (Ribeiro e De Lima, 1998).
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OBJETIVOS

GERAL:

Considerando que a SP está presente em diferentes estruturas cerebrais que

compõem o sistema cerebral de defesa e que se trata de um neuropeptídeo vulnerável à

degradação por peptidases endógenas, o que pode alterar significativamente sua

disponibilidade e seus efeitos, o presente estudo buscou responder as seguintes questões:

(a) se existe influência dos processos de metabolização sináptica no efeito do tipo

ansiogênico da SP em ratos avaliados no teste do LCE; (b) se o efeito do tipo ansiogênico

da SP é necessariamente dependente de sua clivagem enzimática em um fragmento ativo e

(c) se esse processo ocorre antes ou depois da ativação dos receptores neurocinérgicos pela

SP. Para tal finalidade, os seguintes objetivos específicos foram estabelecidos:

ESPECÍFICOS:

• Verificar a atividade da SP free acid, resistente à clivagem enzimática, no

comportamento de ratos avaliados no LCE.

• Investigar a influência dos inibidores de peptidases no efeito do tipo

ansiogênico da SP em ratos avaliados no LCE.

• Avaliar o efeito das seqüências específicas 6-11 C-terminal e 1-7 N-terminal e

determinar qual destas seqüências peptídicas são responsáveis pelo efeito do

tipo ansiogênico da SP em ratos avaliados no LCE.

• Investigar a participação dos receptores neurocinérgicos NK1 e NK2 no efeito

do tipo ansiogênico da seqüência 6-11 C-terminal da SP em ratos avaliados no

LCE.
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MATERIAL E MÉTODOS

Considerações éticas

Todos os experimentos foram conduzidos de acordo com os padrões internacionais

de bem-estar dos animais recomendados pela Sociedade Brasileira de Neurociência e

Comportamento (SBNeC) e pela Society for Neuroscience (SFN). Os protocolos

experimentais foram aprovados pelo Comitê de Ética no Uso de Animais de Laboratório

(CEUA 23080.001156/2001-50/UFSC) e delineados de maneira a minimizar o sofrimento

dos animais utilizados. Além disso, procuramos utilizar um tamanho de amostra mínimo e

adequado às análises estatísticas e extrair o máximo de informações relevantes para o

cumprimento dos objetivos propostos.

Animais

Foram utilizados ratos machos Wistar, pesando de 280 a 350 g (cerca de 3 meses de

idade), provenientes do Biotério Central da Universidade Federal de Santa Catarina e

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

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

animais foram alojados em número de 8 por caixa plástica, recebendo água e ração ad

libitum, exceto durante a realização dos experimentos. A temperatura ambiente (23 ± 2 °C)

e o ciclo de luz claro/escuro de 12 horas (luzes ligadas às 7:00 h) foram controlados

automaticamente, tanto no Biotério Setorial como no Laboratório de Neurofarmacologia.

Os animais foram re-alojados aos pares por caixa plástica e transferidos para o Laboratório

de Neurofarmacologia, permanecendo aí por um período de, no mínimo, 7 dias para

habituação antes dos testes farmacológicos. Os protocolos experimentais foram sempre



Filipe Silveira Duarte                                                                                                                                       19

conduzidos entre às 13:00 e 17:00 h. Os grupos controles e experimentais foram escolhidos

de maneira aleatória, com cada animal sendo utilizado somente um vez.

Drogas e soluções

Foram utilizadas as seguintes drogas e soluções:

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

NaCl 137 mM, KCl 1,17 mM e tampão fosfato 10 mM, pH 7,4.

• Substância P (SP 1-11 =H-Arg-Pro-Lys-Pro-Gln-Gln-Phe-Phe-Gly-Leu-Met-NH2),

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

preferencial nos receptores NK1 (Chang et al., 1971).

• Substância P free acid (SPfa =Arg-Pro-Lys-Pro-Gln-Gln-Phe-Phe-Gly-Leu-Met),

Sigma Chemical Co. (St Louis, MO, EUA), neurocinina resistente a degradação

enzimática.

• SP 6-11 C-terminal ([[ (p-Glu 66 )]] -SP 6-11; pGlu-Phe-Phe-Gly-Leu-Met-NH2), Sigma

Chemical Co. (St Louis, MO, EUA), agonista sintético seletivo dos receptores NK1.

• SP 1-7 N-terminal (SP 1-7=Arg-Pro-Lys-Pro-Gln-Gln-Phe), Sigma Chemical Co.

(St Louis, MO, EUA).

• Tiorfan (Tio=DL-Tiorfan (DL-3-mercapto-2-benzilpropanoilglicina), Sigma

Chemical Co. (St Louis, MO, EUA), inibidor específico da endopeptidases neutra.

• Fosforamidon (Fos=N-[[N-[[ (6-deoxi-αα -L-manopiranosil)oxi]] -hidroxifosfinil]] -L-

Leucil]] -L-triptofan), Sigma Chemical Co. (St Louis, MO, EUA) inibidor específico

da endopeptidase neutra.
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• FK 888 {{(4R)–4–hidróxi–1-[[1- metil–1 H–indol–3 I]]  carbonil-propil]] -L–N–benzil–

N–metil–3–2–2-(naftil)–L-alaninamida}} , Fujisawa Pharmaceutical Co. (Osaka,

Japão), antagonista seletivo dos receptores NK1 (Fuji et al., 1992).

• SR 48968 {{(S)–N–metil–N–4 [[4–acetilamino–4 fenilpiperidina–2–(3,4–ciclorofenil)

butil]]  benzamida}} , Sanofi Recherche (Montpellier, França), antagonista seletivo dos

receptores NK2 (Emonds-Alt et al., 1992).

Os agonistas neurocinérgicos foram dissolvidos em PBS como solução estoque na

concentração de 1 mM; os inibidores de peptidases foram preparados em PBS e estocados

na concentração de 10-5 M e os antagonistas neurocinérgicos foram diluídos em etanol na

concentração de 1 mM. Todas as drogas foram armazenadas a - 20 °C em tubos de

Eppendorf siliconizados até o momento do uso. Imediatamente antes dos experimentos, as

alíquotas foram diluídas em PBS nas concentrações pré-estabelecidas. Para os estudos

utilizando os agonistas e inibidores de peptidases foi utilizado como solução controle PBS

no mesmo volume e pela mesma via. A solução controle dos antagonistas foi preparada

com 5 % de etanol, para evitar qualquer interferência do solvente na avaliação

experimental. 

As doses e os tempos de tratamento para as diferentes drogas utilizadas neste

estudo foram selecionados através da literatura e/ou estudos preliminares (Sakurada et al.,

1990; Teixeira et al., 1996; Gavioli et al., 1999). Para substância P free acid foram

utilizadas duas doses já que, inicialmente, a dose de 10 pmol não apresentou efeito,

reduzindo-se, então, para 1 pmol, uma vez que a falta de resposta na dose maior poderia

ser devido a um excesso de SP disponível, como já verificado em doses altas para a SP 1-

11 (Teixeira et al., 1996).
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As drogas anestésicas foram diluídas em solução fisiológica de NaCl 0,9 %. O

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

tiopental sódico foi mantido à temperatura ambiente.

PROCEDIMENTOS GERAIS

Cirurgias Estereotáxicas

Os procedimentos estereotáxicos para a implantação de cânulas no ventrículo

lateral foram realizados sob anestesia geral. A anestesia foi realizada com tiopental sódico

(20 mg/Kg, i.p.) e hidrato de cloral (300 mg/Kg, i.p.). Após a perda do reflexo álgico

(“pedal withdrawal reflex”), verificada pela compressão da pata do animal (Cassella et al.,

1997), procedeu-se a tricotomia a fim de expor a pele que recobre o crânio. Os ratos foram

imobilizados individualmente no aparelho estereotáxico (Stoelting, mod. 300, USA), sendo

fixados por duas barras auriculares colocadas nos meatos auditivos e uma presilha nasal,

que se fixa nos incisivos e no osso nasal. Em seguida, injetou-se lidocaína (com 2 % de

vasoconstrictor) na face rostral da cabeça, por via subcutânea, para anestesia local e

redução do extravasamento sangüíneo no momento da incisão. Realizou-se a raspagem do

periósteo, expondo-se bem a superfície óssea e limpando-se a calota craniana com algodão

embebido em água oxigenada, a fim de se visualizarem nitidamente as suturas cranianas,

que foram utilizadas  como referências na cirurgia estereotáxica. O crânio foi posicionado

no aparelho estereotáxico de forma que o bregma e o lambda ficassem num mesmo plano

horizontal. A calota craniana foi perfurada com uma broca odontológica para a fixação de

dois parafusos (um em cada lado dos ossos parietais) e uma cânula-guia colocada em um

dos ventrículos laterais. Os ventrículos foram identificados pelas suas coordenadas: antero-
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posterior (AP = - 0,8 mm), medial-lateral  (ML = ± 1,5 mm) e dorso-ventral (DV = - 2,5

mm), segundo Paxinos & Watson (1986).

Uma vez introduzidos os parafusos e a cânula-guia, a área aberta foi preenchida

com acrílico auto-polimerizável (JET Artigos Odontológicos Clássico Ltda., São Paulo,

Brasil), que se solidifica rapidamente. Em seguida, foi introduzida na cânula-guia um

estilete para evitar a oclusão da mesma, que só foi retirado no momento imediatamente

anterior à infusão das drogas.

Após o término das cirurgias, cada animal foi aquecido embaixo de uma lâmpada

de 40 W, a fim de amenizar a hipotermia induzida pela anestesia geral e, depois da

recuperação total, foram reconduzidos aos pares às suas caixas recebendo água e ração à

vontade, por 5 a 7 dias antes do teste experimental. Neste período de recuperação os

animais foram manipulados somente durante a troca das caixas.

Cânulas, estiletes e parafusos

As cânulas-guias utilizadas para as injeções intracerebroventriculares foram

confeccionadas manualmente no Laboratório de Neurofarmacologia a partir de agulhas

descartáveis 25 x 7 mm (calibre 22 interno/28 externo). Com o auxílio de um paquímetro

(General Hardware MFG. Inc., New York, EUA) e um disco de carburundum conectado a

uma broca odontológica, as cânulas foram cortadas no comprimento de 16,5 mm.

Os estiletes foram confeccionados com fios de aço inoxidável (nº 26) cortados com

alicate, adaptados ao interior das cânulas-guias e presos ao cimento dentário.

Os parafusos utilizados eram de aço inoxidável com 4,6 mm de comprimento total,

1,8 mm de diâmetro de cabeça e 1,4 mm de diâmetro de rosca.
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Agulhas injetoras

As agulhas injetoras foram confeccionadas a partir de agulhas gengivais

odontológicas, cortadas no comprimento de 17,5 mm, ou seja, 1 mm maiores que as

cânulas-guias.

Administração central de drogas

Após a imobilização manual dos ratos, o mandril foi retirado com ajuda de um

alicate. Em seguida, as drogas foram infundidas através de uma agulha injetora conectada

por um tubo de polietileno (PE-10 STWL; Plastics One Inc., Virginia, USA), a uma micro-

seringa com capacidade de 10 µl (Hamilton 701 N). Cada solução foi infundida num

volume de 2 µl, num período de 30 s e a agulha injetora permaneceu dentro da cânula-guia

por mais 30 s, permitindo que todo seu conteúdo se difundisse para os tecidos adjacentes.

EQUIPAMENTOS

Labirinto em Cruz Elevado

Cinco minutos após a infusão da droga, cada rato foi colocado individualmente no

labirinto em cruz elevado (LCE). O LCE é um modelo de ansiedade animal desenvolvido

por Handley e Mithani (1984) e surgiu a partir da adaptação do labirinto em Y criado por

Montgomery, em 1955. Este modelo foi validado inicialmente para ratos por Pellow et al.

(1985) e, posteriormente, para camundongos por Lister et al.(1987).

O LCE de ratos consiste de dois braços abertos (50 × 10 cm) e dois braços fechados

(50 × 10 × 40 cm), opostos em forma de cruz grega e elevados a 50 cm do chão. Os braços
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abertos e fechados estão conectados por uma plataforma central (10 × 10 cm). Os braços

abertos são circundados por barras laterais de 1 cm de altura para evitar a queda dos

animais. O chão foi confeccionado de acrílico preto, enquanto que as paredes laterais dos

braços fechados são de acrílico transparente.

Os animais foram colocados na plataforma central do LCE com a cabeça voltada

para um dos braços fechados e seu comportamento foi avaliado durante 5 min. Os

parâmetros comportamentais registrados neste equipamento foram: tempo de permanência

e número de entradas nos braços abertos e fechados (considerou-se a entrada em um dos

braços quando o animal colocou as quatro patas dentro do respectivo braço), medidas

etológicas de avaliação de risco tais como estiramentos corporais (“stretch attend

postures”) e número de imersões de cabeça (“head-dipping”), e outros comportamentos

como levantar (“rearing”) e auto-limpeza corporal (“grooming”) (Rodgers e Cole, 1994).

O LCE é um dos modelos etologicamente fundamentados, baseando-se nas

respostas inatas de medo/ansiedade de diferentes espécies animais diante de situações

naturalmente aversivas, enfatizando padrões relativamente estáveis de comportamento que

são herdados para garantir a reprodução e a sobrevivência de cada espécie. Os

comportamentos etológicos são definidos como movimentos ou posturas que sinalizam,

para outros animais da mesma espécie ou de outras espécies, disposições comportamentais

de agressão, de submissão, de afiliação e  sexuais. Os parâmetros etológicos têm grande

utilidade no estudo de drogas ansiolíticas/ansiogênicas e foram utilizados neste trabalho,

associados aos parâmetros clássicos, para aumentar a sensibilidade do método como

proposto por Rodgers e Cole (1994).

Para a análise estatística dos dados e confecção dos gráficos, a porcentagem de

entradas nos braços abertos foi calculada dividindo-se a freqüência de entradas nos braços

abertos pela freqüência total de entradas, e esse índice multiplicado por 100. De maneira
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semelhante foi calculada a percentagem do tempo em que os animais permaneceram nos

braços abertos em relação ao somatório do tempo de permanência nos braços abertos e

fechados, sendo o quociente obtido multiplicado por 100. Para os demais parâmetros

observados fez-se a soma simples das freqüências obtidas.

Arena

Após a exposição ao LCE, cada animal foi colocado, individualmente, no centro de

uma arena para avaliação da atividade exploratória. A arena com dimensões de  60 x 60 x

35 cm foi confeccionada em acrílico (paredes transparentes e chão preto) e dividida em 9

quadrados de 10 x 10 cm. A atividade exploratória teve como parâmetro a movimentação

espontânea dos animais, aferida a partir da contagem do número de cruzamentos

transpassados com as quatro patas, o número de comportamentos de levantar (“rearing”) e

de auto-limpeza (“grooming”). A taxa de defecação também foi avaliada e obtida através

da contagem do número de bolos fecais eliminados durante a sessão teste (Archer, 1973).

As sessões experimentais foram realizadas entre 13:00 e 17:00 h. Os animais foram

ambientalizados às condições experimentais em uma ante-sala do laboratório por um

período de 1 h antes dos experimentos. Os equipamentos utilizados para a avaliação

comportamental estavam localizados em uma sala com luz infravermelha (15 W), com

temperatura mantida em 22 ± 2 ºC e, após o teste com cada animal, foram limpos com

solução de etanol a 10% (v/v). O experimentador estava sempre presente na sala

experimental. As medidas temporais foram registradas por meio de cronômetros manuais

simples, enquanto que os demais parâmetros foram quantificados manualmente pelo

experimentador.
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Protocolo experimental 1

                                                                                                             5 dias

                                                                                           5 min

Protocolo experimental 2

                            
                                                   5 dias

                                                   30 min

                                    5 min

Estereotaxia
Implantação de cânulas no
ventrículo lateral (i.c.v.)

Administração i.c.v. de PBS, SP 1-11 10 pmol,
SP fa 1 ou 10 pmol

LCE (5 min)

Arena (5 min)

Estereotaxia
Implantação de cânulas no
ventrículo lateral (i.c.v.)

Pré-tratamento
Administração i.c.v. de PBS, tiorfan 10-7 M

e/ou fosforamidon 10-6 M

LCE (5 min)

Arena (5 min)

Tratamento
Administração i.c.v. de PBS ou SP 1-11

10 pmol
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Protocolo experimental 3

                                                   5 dias

                                                    5 min

Protocolo experimental 4

                                                            5 dias

                                                   5 min

                                                   5 min

Estereotaxia
Implantação de cânulas no
ventrículo lateral (i.c.v.)

Administração i.c.v. de PBS, SP 1-11 10 pmol,
SP 6-11 C-terminal 10 pmol ou SP 1-7 N-

terminal 10 pmol

LCE (5 min)

Arena (5 min)

Estereotaxia
Implantação de cânulas no
ventrículo lateral (i.c.v.)

Pré-tratamento
Administração i.c.v. de PBS, FK 888 100 pmol

ou SR 48968 100 pmol

LCE (5 min)

Arena (5 min)

Tratamento
Administração i.c.v. de PBS ou SP 6-11 C-

terminal 10 pmol
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Histologia

Para a confirmação da localização das cânulas, após o término dos experimentos, os

animais foram anestesiados com hidrato de cloral 40% e perfundidos intracardiacamente

com solução salina (NaCl 0,9%), seguida de solução de formaldeído 10%. Em seguida, os

animais foram decapitados e receberam uma microinjeção de solução de Azul de Evans

0,5% (2 µl). Os cérebros foram retirados e checados quanto à localização das cânulas. Os

animais que não apresentaram a localização correta das cânulas intraventricularmente

foram descartados da análise estatística dos dados.

ANÁLISE ESTATÍSTICA

Para as análises estatísticas foram utilizados os programas Graphpad INSTAT

versão 2.05 e Statistic versão 5.0. No caso de 3 ou mais amostras, as comparações

estatísticas foram inicialmente realizadas pela análise de variância (ANOVA) de uma (para

os protocolos experimentais 1 e 2) ou duas vias (para o protocolo experimental 4).

Posteriormente, os grupos foram comparados entre si empregando-se o teste de Newman-

Keuls. No protocolo experimental 3 com a utilização das seqüências específicas 6-11 (C-

terminal) e 1-7 (N-terminal) (Figuras 7, 8 e 13), como para cada grupo experimental foi

realizado um grupo controle, utilizamos uma linha tracejada representando a média dos

valores dos respectivos grupos de animais controles como 100%, que não diferiram entre si

(P > 0,05), sendo as comparações estatísticas mostradas realizadas apenas entre as duas

amostras (grupo experimental x controle), utilizando-se o teste “t” de Student não pareado

bicaudal. Todos os dados foram expressos como a média ± erro padrão da média (EPM) de

6 a 15 animais por grupo, com níveis de probabilidade inferiores a 5% sendo considerados

indicativos de significância (P ≤ 0,05).



Filipe Silveira Duarte                                                                                                                                       29

RESULTADOS

LABIRINTO EM CRUZ ELEVADO

1. Efeito comportamental da administração intracerebroventricular da substância

P free acid em ratos

Objetivos específicos: Verificar a atividade da SP free acid, resistente à clivagem

enzimática, no comportamento de ratos avaliados no LCE.

Os efeitos da administração i.c.v. da substância P free acid em ratos avaliados no

teste do labirinto em cruz elevado estão representados nas Figuras 3A, 3B, 4A e 4B e

Tabela 1.

A administração central da substância P free acid na dose de 1 pmol, mas não na dose

de 10 pmol, reduziu significativamente a porcentagem do tempo despendido (Figura 3A;

F(3,34)=38,32; P<0,05) e a porcentagem do número de entradas (Figura 3B; F(3,34)=3,97;

P<0,05) nos braços abertos do LCE, quando comparado ao grupo controle, um perfil

característico de drogas do tipo ansiogênicas e similar ao efeito observado pela SP 1-11 (10

pmol), o agonista endógeno preferencial dos receptores NK1. O número de entradas nos

braços fechados (Figura 4A; F(3,34)=1,08; P=0,37), assim como vários parâmetros

etológicos avaliados no LCE, não foram alterados por quaisquer dos tratamentos (Figura

4B e Tabela 1). Os animais tratados com a SP free acid 1 pmol apresentaram ainda uma

tendência em reduzir o número de imersões de cabeça (Figura 4B; F(3,34)=2,27;

0,05<P<0,10), um perfil similar ao apresentado pela SP 1-11. A SP 1-11 também

aumentou o número de estiramentos corporais, embora sem significância estatística

(Tabela 1; F(3,34)=2,08; 0,05<P<0,10).
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Figura 3 – Efeito da administração i.c.v. de SP 1-11 10 pmol, SP free acid 1 ou 10 pmol

na freqüência do tempo de permanência (A) e do número de entradas (B) nos braços

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

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

por tratamento foi de 7-15. * = diferença estatística em relação ao grupo controle e # =

diferença estatística em relação a SP fa 10 pmol.
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Figura 4 – Efeito da administração i.c.v. de SP 1-11 10 pmol, SP free acid 1 ou 10 pmol

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

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

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

tratamento foi de 7-15.
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Tabela 1 – Efeito da administração i.c.v. de SP 1-11 10 pmol, SP free acid 1 ou 10 pmol

em outros parâmetros comportamentais registrados no teste do labirinto em cruz elevado.

Tratamento Estiramentos
corporais

Levantar Auto-limpeza

PBS 0,47 ± 0,29 14,60 ± 1,01 2,33 ± 0,33
SP 1-11 10 pmol 1,38 ± 0,56 16,12 ± 1,76 1,38 ± 0,32

SP fa 1 pmol 0,57 ± 0,43 16,00 ± 1,46 2,14 ± 0,46
SP fa 10 pmol 0,00 ± 0,00 12,38 ± 1,85 1,50 ± 0,53

Os dados estão expressos como média ± e.p.m de 7-15 animais por tratamento.
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2. Efeito comportamental da administração intracerebroventricular de inibidores

de peptidases na ação ansiogênica da substância P em ratos

Objetivos específicos: Investigar a influência dos inibidores de peptidases no efeito

do tipo ansiogênico da SP, em ratos avaliados no LCE.

Os efeitos da administração i.c.v. dos inibidores de peptidases, tiorfan e

fosforamidon, no efeito ansiogênico da substância P em ratos avaliados no teste do

labirinto em cruz elevado estão representados nas Figuras 5A, 5B, 6A e 6B e Tabela 2.

O pré-tratamento com os inibidores de peptidases, tiorfan ou fosforamidon,

individualmente não alterou significativamente o efeito do tipo ansiogênico da SP 1-11,

caracterizado por uma diminuição na porcentagem do tempo despendido nos braços

abertos (Figura 5A; F(4,43)=17,27; P<0,05) e aumento do número de estiramentos corporais

(Tabela 2; F(4,43)=9,95; P<0,05), embora haja uma tendência a tornar mais evidente este

efeito da SP, o que realmente pode ser notado para o parâmetro número de imersões de

cabeça (Figura 6B; F(4,43)=19,53; P<0,05). Em contraste, o uso combinado de tiorfan e

fosforamidon promoveu um efeito diametralmente oposto aos efeitos induzidos pelos

inibidores de peptidases utilizados isoladamente, aumentando a porcentagem do tempo

despendido (Figura 5A; F(4,43)=17,27; P<0,05) e a porcentagem do número de entradas nos

braços abertos (Figura 5B; F(4,43)=7,65; P<0,05), além de aumentar o número de imersões

de cabeça no LCE (Figura 6B; F(4,43)=19,53; P<0,05). Não houve redução do número de

entradas nos braços fechados do LCE em relação ao grupo controle, ilustrado no painel A

da Figura 6 (F(4,43)=0,64; P=0,64) para quaisquer tratamentos. Os outros parâmetros

comportamentais avaliados no LCE não foram modificados de forma significativa nos

animais pré-tratados com os inibidores de peptidases e SP1-11 (Tabela 2).
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Figura 5 – Influência do pré-tratamento i.c.v. com os inibidores de peptidases, tiorfan 10-7

M e/ou fosforamidon 10-6 M no efeito da SP 10 pmol na freqüência do tempo de

permanência (A) e do número de entradas (B) nos braços abertos do LCE, em ratos, em um

período de 5 min. Cada coluna representa a média dos resultados obtidos e as barras

verticais indicam os EPM. O número de animais utilizados por tratamento foi de 9-10. * =

diferença estatística em relação ao grupo controle, # = diferença estatística em relação a

PBS/SP 1-11 e Ψ = diferença estatística em relação a Tio/SP1-11 e Fos/SP1-11.
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Figura 6 – Influência do pré-tratamento i.c.v. com os inibidores de peptidases, tiorfan 10-7

M e/ou fosforamidon 10-6 M no efeito da SP 10 pmol no número de entradas nos braços

fechados (A) e no número de imersões de cabeça (B) no LCE, em ratos, em um período de

5 min. Cada coluna representa a média dos resultados obtidos e as barras verticais indicam

os EPM. O número de animais utilizados por tratamento foi de 9-10. * = diferença

estatística em relação ao grupo controle, # = diferença estatística em relação a PBS/SP 1-

11 e Ψ = diferença estatística em relação a Tio/SP1-11 e Fos/SP1-11.
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Tabela 2 – Influência do pré-tratamento i.c.v. com os inibidores de peptidases, tiorfan 10-7

M e/ou fosforamidon 10-6 M sobre o efeito da SP 10 pmol em outros parâmetros

comportamentais registrados no teste do labirinto em cruz elevado.

Tratamento Estiramentos
corporais

Levantar Auto-limpeza

PBS / PBS 2,00 ± 0,84 10,80 ± 0,94 2,40 ± 0,62
PBS / SP 1-11 5,78 ± 0,80 * 12,00 ± 1,92 7,11 ± 0,70 *
Tio / SP 1-11 7,00 ± 0,94 * 14,44 ± 1,92 3,22 ± 1,01
Fos / SP 1-11 6,20 ± 0,59 * 9,11 ± 0,99 2,70 ± 0,52

Tio + Fos / SP 1-11 2,30  ± 0,50 9,90 ± 1,98 3,00 ± 0,54

Os dados estão expressos como média ± e.p.m de 9-10 animais por tratamento. * = diferença

estatística em relação ao grupo controle.
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3. Efeito comportamental da administração intracerebroventricular das seqüências

específicas 6-11 (C-terminal) e 1-7 (N-terminal) da substância P em ratos

Objetivos específicos: Avaliar o efeito das seqüências específicas 6-11 (C-terminal) e

1-7 (N-terminal) e determinar qual(is) destas seqüências

peptídicas é(são) responsável(is) pelo efeito do tipo

ansiogênico da SP em ratos avaliados no LCE.

Os efeitos da administração i.c.v. dos fragmentos específicos SP 6-11 (C-terminal) e

SP 1-7 (N-terminal) da substância P em ratos avaliados no teste do labirinto em cruz

elevado estão representados nas Figuras 7A, 7B, 8A e 8B e Tabela 3.

O tratamento i.c.v. com o fragmento 6-11 (C-terminal) reduziu significativamente a

porcentagem do tempo despendido (Figura 7A; t14=7,30; P<0,05) e freqüência do número

de entradas (Figura 7B; t14=3,23; P<0,05) nos braços abertos do LCE, além de uma

redução significativa do número de imersões de cabeça (Figura 8B; t14=9,32; P<0,05) e

uma tendência em aumentar o número de estiramentos corporais (Tabela 3; t14=2,01;

0,05<P<0,10), um efeito do tipo ansiogênico para esta seqüência específica da SP

semelhante ao efeito da SP 1-11. Os demais parâmetros comportamentais não foram

modificados por este tratamento (Tabela 3).

Já o fragmento 1-7 (N-terminal) não foi capaz de induzir quaisquer modificações

comportamentais tanto nos parâmetros clássicos (% tempo nos braços abertos: Figura 7A;

t14=1,69; P=0,11; % entradas nos braços abertos: Figura 7B; t14=0,50; P=0,62), bem como

nos parâmetros etológicos (Figura 8B e Tabela 3) avaliados no LCE.

A Figura 8A mostra o número de entradas dos animais nos braços fechados do LCE

após os diferentes tratamentos. A administração i.c.v. do fragmento C-terminal reduziu

significativamente o número de entradas nos braços fechados (t14=2,39; P<0,05), enquanto
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os animais tratados com o fragmento N-terminal apresentaram uma tendência em reduzir

este parâmetro nos mesmos braços, mas não diferiram significativamente do grupo

controle (t14=2,105; 0,05<P<0,10).
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Figura 7 – Efeito da administração i.c.v. de SP 1-11 10 pmol e das seqüências específicas

SP 6-11 (C-terminal) e SP 1-7 (N-terminal), 10 pmol, na freqüência do tempo de

permanência (A) e do número de entradas (B) nos braços abertos do LCE, em ratos, em um

período de 5 min. Cada coluna representa a média dos resultados obtidos e as barras

verticais indicam os EPM. O número de animais utilizados por tratamento foi de 8-15. * =

diferença estatística em relação ao seu respectivo grupo controle. A linha tracejada

representa a média dos valores dos respectivos grupos de animais controles, que não

diferiram entre si (P > 0,05).
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Figura 8 – Efeito da administração i.c.v. de SP 1-11 10 pmol e das seqüências específicas

SP 6-11 (C-terminal) e SP 1-7 (N-terminal), 10 pmol, no número de entradas nos braços

fechados (A) e no número de imersões de cabeça (B) no LCE, em ratos, em um período de

5 min. Cada coluna representa a média dos resultados obtidos e as barras verticais indicam

os EPM. O número de animais utilizados por tratamento foi de 8-15. * = diferença

estatística em relação ao seu respectivo grupo controle. A linha tracejada representa a

média dos valores dos respectivos grupos de animais controles, que não diferiram entre si

(P > 0,05).
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Tabela 3 – Efeito da administração i.c.v. de SP 1-11 10 pmol e das seqüências específicas

SP 6-11 (C-terminal) e SP 1-7 (N-terminal), 10 pmol, em outros parâmetros

comportamentais registrados no teste do labirinto em cruz elevado.

Tratamento Estiramentos
corporais

Levantar Auto-limpeza

PBS 0,47 ± 0,29 14,60 ± 1,01 2,33 ± 0,33
SP 1-11 1,38 ± 0,56 16,12 ± 1,76 1,38 ± 0,32

PBS 0,14 ± 0,14 13,00 ± 1,57 1,43 ± 0,20
SP 6-11 1,44 ± 0,53 9,33 ± 1,36 2,67 ± 0,73

PBS 0,14 ± 0,14 9,57 ± 0,68 2,14 ± 0,60
SP 1-7 0,11 ± 0,11 7,44 ± 1,19 1,67 ± 0,58

Os dados estão expressos como média ± e.p.m de 8-15 animais por tratamento.
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4. Avaliação da participação dos receptores NK1 e NK2 no efeito ansiogênico da

seqüência SP 6-11 (C-terminal)

Objetivos específicos: Investigar a participação dos receptores neurocinérgicos NK1

e NK2 no efeito do tipo ansiogênico da seqüência 6-11 (C-

terminal) da SP em ratos avaliados no LCE.

Os efeitos da administração i.c.v. dos antagonistas NK1 (FK 888) ou NK2  (SR

48968) no efeito do tipo ansiogênico da SP 6-11 (C-terminal) em ratos avaliados no teste

do labirinto em cruz elevado estão representados nas Figuras 9A, 9B, 10A e 10B e Tabela

4.

A ANOVA de duas vias revelou diferença estatística entre os grupos nos

parâmetros porcentagem do tempo despendido nos braços abertos [Figura 9A; pré-

tratamento: F(2,35)=3,98; P<0,05; tratamento: F(2,35)=10,65; P<0,05; interação pré-

tratamento x tratamento: F(2,35)=4,78; P<0,05)], no número de imersões de cabeça [Figura

10B; pré-tratamento: F(2,35)=1,01; P=0,37; tratamento: F(2,35)=6,11; P<0,05; interação pré-

tratamento x tratamento: F(2,35)=7,41; P<0,05)], no número de estiramentos corporais

[Tabela 4; pré-tratamento: F(2,35)=6,78; P<0,05; tratamento: F(2,35)=1,79; P=0,19; interação

pré-tratamento x tratamento: F(2,35)=3,48; P<0,05)] e no número de comportamentos de

auto-limpeza [Tabela 4; pré-tratamento: F(2,35)=4,82; P<0,05; tratamento: F(2,35)=2,88;

P=0,10; interação pré-tratamento x tratamento: F(2,35)=3,20; P<0,05)].

A análise post-hoc mostrou um efeito do tipo ansiogênico da SP 6-11 (C-Terminal)

caracterizado pela redução da porcentagem do tempo despendido nos braços abertos e do

número de imersões de cabeça, bem como pelo aumento do número de estiramentos

corporais e de auto-limpeza, efeito este que foi bloqueado pelo pré-tratamento i.c.v. com os
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antagonistas FK 888 100 pmol ou SR 48968 100 pmol (Newman-Keuls; P<0,05).Embora

a ANOVA não tenha revelado diferença estatística entre os grupos no parâmetro

freqüência de entradas nos braços abertos, a análise post-hoc mostrou que o pré-tratamento

com FK 888 ou SR 48968 bloqueou significativamente o efeito do tipo ansiogênico da SP

6-11 (C-terminal) (Figura 9B; P<0,05). Os demais parâmetros como número de entradas

nos braços fechados e o número de comportamentos de levantar não foram alterados de

forma significativa pelos tratamentos. Deve-se enfatizar que o pré-tratamento com os

antagonistas neurocinérgicos (FK 888 ou SR 48968) per se não promoveram alteração em

nenhum dos parâmetros comportamentais registrados no LCE.
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Figura 9 – Efeito da administração i.c.v. da seqüência específica SP 6-11 (C-terminal) 10

pmol, 5 min após o pré-tratamento com FK 888 (100 pmol), antagonista seletivo NK1 ou

SR 48968, antagonista seletivo NK2, na freqüência do tempo de permanência (A) e do

número de entradas (B) nos braços abertos do LCE, em ratos, em um período de 5 min.

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

EPM. O número de animais utilizados por tratamento foi de 6-9. * = diferença estatística

em relação ao grupo controle e # = diferença estatística em relação ao grupo SP 6-11.
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Figura 10 – Efeito da administração i.c.v. da seqüência específica SP 6-11 (C-terminal) 10

pmol, 5 min após o pré-tratamento com FK 888 (100 pmol), antagonista seletivo NK1 ou

SR 48968, antagonista seletivo NK2, no número de entradas nos braços fechados (A) e no

número de imersões de cabeça (B) no LCE, em ratos, em um período de 5 min. Cada

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

número de animais utilizados por tratamento foi de 6-9. * = diferença estatística em relação

ao grupo controle e # = diferença estatística em relação ao grupo SP 6-11.
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Tabela 4 – Efeito da administração i.c.v. da seqüência específica SP 6-11 (C-terminal) 10

pmol, 5 min após o pré-tratamento com FK 888 (100 pmol) ou SR 48968 (100 pmol), em

outros parâmetros comportamentais registrados no teste do labirinto em cruz elevado.

Tratamento Estiramentos
corporais

Levantar Auto-limpeza

PBS / PBS 1,33 ± 0,61 12,33 ± 2,01 1,50 ± 0,22
FK 888 / PBS 1,00 ± 0,52 # 10,00 ± 1,24 2,00 ± 0,36 #

SR 48968 / PBS 0,83 ± 0,40 # 12,33 ± 1,63 0,83 ± 0,31 #
PBS / SP 6-11 3,25 ± 0,37 * 9,38 ± 1,48 4,00 ± 1,07 *

FK 888 / SP 6-11 0,67 ± 0,33 # 9,67 ± 1,94 1,67 ± 0,42 #
SR 48968 / SP6-11 0,78 ± 0,46 # 10,00 ± 1,54 1,11 ± 0,20 #

Os dados estão expressos como média ± e.p.m de 6-9 animais por tratamento. * = diferença

estatística em relação ao grupo controle e # = diferença estatística em relação ao grupo SP 6-11.

ARENA

Objetivos específicos: Verificar se os diferentes tratamentos centrais produziam

alteração da atividade locomotora dos animais que pudesse

influenciar as medidas registradas no teste do LCE.

1. SP fa

A injeção i.c.v. de SP 1-11 (10 pmol) e de SP free acid (1 e 10 pmol) não alterou de

forma significativa a movimentação espontânea dos animais registrada no teste da arena

em relação ao grupo controle, embora se tenha observado uma tendência em reduzir este

parâmetro nos animais tratados com a SP free acid na dose de 1 pmol (Figura 11;

(F(3,34)=2,42; 0,05<P<0,10). Os demais parâmetros, como o número de comportamentos de

levantar (F(3,34)=1,23; P=0,31), de auto-limpeza (F(3,34)=1,08; P=0,37) e o número de bolos
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fecais (F(3,34)=1,22; P=0,32), também não foram modificados significativamente quando

comparados ao dados do grupo controle (Tabela 5).

Figura 11 – Efeito da administração i.c.v. de SP 1-11 10 pmol, SP free acid 1 ou 10 pmol

na movimentação espontânea registrada na arena, em ratos, em um período de 5 min. Cada

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

número de animais utilizados por tratamento foi de 7-15.

Tabela 5 – Efeito da administração i.c.v. de SP 1-11 10 pmol, SP free acid 1 ou 10 pmol

em outros parâmetros comportamentais registrados na arena.

Tratamento Levantar Auto-limpeza Bolos fecais
PBS 20,13 ± 2,24 1,47 ± 0,35 0,47 ± 0,19

SP 1-11 10 pmol 16,38 ± 2,81 2,12 ± 0,74 0,50 ± 0,27
SP fa 1 pmol 15,57 ± 2,09 2,28 ± 0,61 0,43 ± 0,20
SP fa 10 pmol 14,25 ± 2,57 1,12 ± 0,30 0,50 ± 0,27

Os dados estão expressos como média ± e.p.m de 7-15 animais por tratamento.
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2. Inibidores de peptidases

A injeção i.c.v. de tiorfan e/ou fosforamidon não alterou de forma significativa

quaisquer parâmetros registrados na arena em relação ao grupo controle, como a

movimentação espontânea (Figura 12; F(4,43)=1,81; P=0,14), o número de comportamentos

de levantar (F(4,43)=2,53; P=0,06) e de auto-limpeza (F(4,43)=0,98; P=0,43), e o número de

bolos fecais (F(4,43)=0,20; P=0,94) (Tabela 6).

Figura 12 - Influência do pré-tratamento i.c.v. com os inibidores de peptidases, tiorfan 10-7

M e/ou fosforamidon 10-6 M sobre o efeito da SP 10 pmol na movimentação espontânea

registrada na arena, em ratos, em um período de 5 min. Cada coluna representa a média

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

utilizados por tratamento foi de 9-10.
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Tabela 6 – Influência do pré-tratamento i.c.v. com os inibidores de peptidases, tiorfan 10-7

M e/ou fosforamidon 10-6 M sobre o efeito da SP 10 pmol em outros parâmetros

comportamentais registrados na arena.

Tratamento Levantar Auto-limpeza Bolos fecais
PBS / PBS 12,10 ± 1,48 1,10 ± 0,38 0,60 ± 0,30

PBS / SP 1-11 9,56 ± 1,44 1,67 ± 0,62 0,33 ± 0,17
Tio / SP 1-11 13,67 ± 2,84 0,89 ± 0,56 0,44 ± 0,24
Fos / SP 1-11 19,80 ± 3,57 0,50 ± 0,22 0,60 ± 0,34

Tio + Fos / SP 1-11 19,20  ± 3,67 0,80 ± 0,33 0,40 ± 0,22

Os dados estão expressos como média ± e.p.m de 9-10 animais por tratamento.

3. SP 6-11 C-terminal / SP 1-7 N-terminal

A injeção i.c.v. da seqüência peptídica SP 6-11 (C-terminal) apresentou uma

tendência a reduzir a movimentação espontânea dos animais (Figura 13; t14=2,01;

0,05<P<0,06) na arena. Esse efeito, entretanto, não alcançou significância estatística. O

número de comportamentos de levantar (t14=1,77; P=0,20), de auto-limpeza (t14=0,64;

P=0,53) e o número de bolos fecais (t14=0,18; P=0,86) não foram modificados

significativamente em relação ao grupo controle (Tabela 7).

A injeção i.c.v. da seqüência peptídica SP 1-7 (N-terminal) não alterou de maneira

significativa nenhum dos parâmetros registrados na arena quando comparados ao grupo

controle, tais como, atividade locomotora (Figura 13; t14=1,74; P=0,11), número de

comportamentos de auto-limpeza (t14=0,03; P=0,98) e o número de bolos fecais (t14=0,64;

P=0,53), embora observe-se uma tendência a reduzir o número de comportamentos de

levantar (t14=2,14; 0,05<P<0,10) (Tabela 7).
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Figura 13 – Efeito da administração i.c.v. de SP 1-11 10 pmol e das seqüências específicas

SP 6-11 (C-terminal) e SP 1-7 (N-terminal), 10 pmol, na movimentação espontânea

registrada na arena, em ratos, em um período de 5 min. Cada coluna representa a média

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

utilizados por tratamento foi de 8-15.
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Tabela 7 – Efeito da administração i.c.v. de SP 1-11 10 pmol e das seqüências específicas

SP 6-11 (C-terminal) e SP 1-7 (N-terminal), 10 pmol, em outros parâmetros

comportamentais registrados na arena.

Tratamento Levantar Auto-limpeza Bolos fecais
PBS 20,13 ± 2,24 1,47 ± 0,35 0,47 ± 0,19

SP 1-11 16,38 ± 2,81 2,12 ± 0,74 0,50 ± 0,27

PBS 17,28 ± 2,47 1,43 ± 0,48 0,14 ± 0,14
SP 6-11 12,78 ± 2,27 2,11 ± 0,86 0,11 ± 0,11

PBS 11,57 ± 0,87 2,14 ± 0,74 014 ± 0,14
SP 1-7 8,67 ± 0,99 2,11 ± 0,68 0,33 ± 0,24

Os dados estão expressos como média ± e.p.m de 8-15 animais por tratamento.
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4. Antagonistas NK1 e NK2

As injeções i.c.v. de FK 888 + SP 6-11 C-terminal ou SR 48968 + SP 6-11 C-

terminal não alteraram de forma significativa quaisquer parâmetros registrados na arena

em relação ao grupo controle, como a movimentação espontânea (Figura 14; pré-

tratamento: F(2,35)=0,48; P=0,62; tratamento: F(2,35)=1,12; P=0,30; interação pré-tratamento

x tratamento: F(2,35)=0,41; P=0,67), o número de comportamentos de levantar (pré-

tratamento: F(2,35)=0,02; P=0,98; tratamento: F(2,35)=0,02; P=0,90; interação pré-tratamento

x tratamento: F(2,35)=0,26; P=0,78), de auto-limpeza (pré-tratamento: F(2,35)=1,54; P=0,23;

tratamento: F(2,35)=2,76; P=0,11; interação pré-tratamento x tratamento: F(2,35)=0,16;

P=0,85) e o número de bolos fecais (pré-tratamento: F(2,35)=0,07; P=0,93; tratamento:

F(2,35)=0,91; P=0,35; interação pré-tratamento x tratamento: F(2,35)=0,28; P=0,76) (Tabela

8). Além disso, a injeção i.c.v. de FK 888 ou SR 48968, não promoveu qualquer alteração

“per se” em nenhum dos parâmetros registrados na arena.

Figura 14 – Efeito da administração i.c.v. da seqüência específica SP 6-11 (C-terminal) 10

pmol, 5 min após o pré-tratamento com FK 888 (100 pmol), antagonista seletivo NK1 ou

SR 48968, antagonista seletivo NK2, na movimentação espontânea registrada na arena, em

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

barras verticais indicam os EPM. O número de animais utilizados por tratamento foi de 6-
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Tabela 8 – Efeito da administração i.c.v. da seqüência específica SP 6-11 (C-terminal) 10

pmol, 5 min após o pré-tratamento com FK 888 (100 pmol) ou SR 48968 (100 pmol), em

outros parâmetros comportamentais registrados na arena.

Tratamento Levantar Auto-limpeza Bolos fecais
PBS / PBS 16,00 ± 2,13 1,83 ± 0,70 0,50 ± 0,50

FK 888 / PBS 15,33 ± 1,87 1,83 ± 0,70 0,33 ± 0,21
SR 48968 / PBS 14,33 ± 1,96 0,83 ± 0,48 0,67 ± 0,33
PBS / SP 6-11 13,88 ± 1,22 3,38 ± 1,18 0,25 ± 0,25

FK 888 / SP 6-11 15,50 ± 2,38 2,50 ± 0,56 0,33 ± 0,33
SR 48968 / SP6-11 15,56 ± 3,30 1,78 ± 0,46 0,22 ± 0,15

Os dados estão expressos como média ± e.p.m de 6-9 animais por tratamento.
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DISCUSSÃO

Este trabalho relatou os efeitos do tipo ansiogênicos do neuropeptídeo SP 1-11 e de

seus fragmentos C e N-terminal administrados por via i.c.v. em ratos submetidos ao teste

do LCE e ao teste da arena. Para avaliar a seletividade dos efeitos obtidos, estes

tratamentos foram combinados a antagonistas de receptores NK1 ou NK2 e a inibidores de

peptidases. Os resultados obtidos mostraram que os efeitos do tipo ansiogênicos da SP são

codificados pela sua seqüência peptídica C-terminal (SP 6-11) e parecem ser devidos a

uma ação combinada em receptores NK1 e NK2.

A SP está diretamente envolvida na modulação de reações de estresse e

comportamento defensivo no sistema límbico de ratos (Unger et al., 1988; Brodin et al.,

1994; Culman e Unger, 1995) e gatos (Shaikh et al., 1993). Ela é liberada em resposta a

estímulos aversivos (Rosen et al., 1992) e existem evidências diretas para a função deste

peptídeo no controle de comportamentos relacionados ao medo, já que a injeção de

agonistas NK1 dentro do ventrículo lateral, amígdala, substância cinzenta periaquedutal ou

septo lateral demonstrou efeito do tipo ansiogênico no LCE (Aguiar e Brandão, 1996; De

Lima & Ribeiro, 1996; Teixeira et al., 1996; Gavioli et al., 1999), enquanto que a injeção

de antagonistas NK1 produziu efeito do tipo ansiolítico em diferentes modelos de

ansiedade (Cutler, 1994; Teixeira et al., 1996; File, 1997; Nikolaus et al., 1999; File, 2000;

Vassout et al., 2000; Boyce et al., 2001; Ballard et al., 2001; Cheeta et al., 2001; Gavioli et

al., 2002). A ansiedade parece ser, então, aumentada por uma atividade excessiva da SP e

diminuída pela redução de sua atividade. Entretanto, os efeitos da SP sobre a ansiedade

dependem tanto da dose quanto das regiões cerebrais específicas em que é administrada

(Huston et al., 1993; Shaikh et al., 1993; Gavioli et al., 1999). A SP demonstra um efeito

dose-resposta bifásico sobre comportamentos relacionados com a ansiedade, exibindo uma

curva dose-resposta em forma de U, onde doses baixas e intermediárias induzem respostas
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aversivas, enquanto que altas doses são inefetivas no teste do LCE (Teixeira et al., 1996;

Gavioli et al., 1999). Esta característica particular também ocorre em estudos de

reforçamento e memória, onde os efeitos da substância P ocorrem numa faixa estreita de

doses (Huston et al., 1993).

Estudos clínicos, por sua vez, mostraram uma relação inversa entre os níveis de SP

no líquido encefalo-raquidiano e a intensidade de “tensão interna” e “ansiedade psíquica”

dos pacientes (Almay et al., 1988). A maioria desses pacientes, entretanto, apresentavam

um quadro de dor crônica e, é bem conhecido que estímulos dolorosos aumentam a

liberação de Met-encefalina (Le Bars et al., 1987) que, por sua vez, inibe a liberação de SP

(Yaksh et al., 1980). Além disso, Fehder et al., em 1997, propuseram que a SP serviria

como um mediador nas reações imunológicas produzidas por estresse após verificar níveis

aumentados de SP em resposta a ansiedade psicológica humana.

Estudos neuroquímicos demonstraram mudanças no conteúdo de SP em diferentes

estruturas cerebrais em resposta a vários estímulos estressantes e tanto o aumento quanto a

diminuição de seu conteúdo foram relatados. A este respeito, ratos removidos de suas

caixas e mantidos em isolamento social apresentaram um aumento na imunorreatividade à

SP na região da substância cinzenta periaquedutal dorsal (Rosen et al., 1992; Brodin et al.,

1994). Aumentos na concentração de SP foram também observados nas regiões do septo e

hipocampo após a exposição de ratos a choques nas patas (Siegel et al., 1984). Em

contrapartida, uma diminuição no seu conteúdo foi relatada no septo, estriado e hipocampo

de ratos submetidos ao estresse de imobilização (Takamaya et al., 1986) e na área

tegmental ventral após ao estresse de choques nas patas (Bannon et al., 1986). Neste

mesmo sentido, no tratamento sub-crônico (14 dias) com antidepressivos bloqueadores da

recaptação de serotonina observou-se uma alteração dos níveis de neurocininas no cérebro

e medula espinhal de ratos (Fuxe, 1981). Drogas ansiolíticas e antidepressivas diminuem a
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biossíntese de SP em várias regiões cerebrais como no estriado, substância negra, amígdala

(Shirayama et al., 1996) e substância cinzenta periaquedutal de ratos (Brodin et al., 1987,

1994), o que levanta a possibilidade de que alterações no sistema neurocinérgico possam

contribuir para a eficácia destas drogas. Em outras espécies, como cobaias, camundongos

(Molewijk et al., 1996; Kramer et al., 1998; Rupniak et al., 2000; Boyce et al., 2001) e

primatas (Porsolt et al., 1984; Kalin e Shelton, 1989; Newman et al., 1991), as

vocalizações neonatais induzidas por isolamento são inibidas tanto com drogas ansiolíticas

como antidepressivas, um efeito do tipo ansiolítico similar ao apresentado em outras

espécies e modelos animais após o tratamento com antagonistas NK1, já referidos

anteriormente. Kramer e colaboradores, em 1998, demonstraram que a separação maternal

de filhotes de cobaias causa a internalização dos receptores NK1 no núcleo basolateral da

amígdala, sugerindo que a SP seja liberada nesta região cerebral como resultado de um

estresse psicológico. Tal interpretação foi também observada no modelo do estresse de

imobilização, e cujo efeito foi bloqueado pelo antagonista dos receptores NK1 L-760735

(Smith et al., 1999). Em pacientes com depressão maior, o tratamento com MK-869, um

potente antagonista seletivo de receptores NK1 biodisponível oralmente, alivia sintomas de

ansiedade e depressão com efetividade similar à paroxetina (Kramer et al., 1998; Maubach

et al., 1999; Rupniak e Kramer, 1999; Kramer et al., 2000).

Assim, embora o interesse maior neste peptídeo tenha sido primariamente

focalizado para suas funções na dor e inflamação, várias linhas de pesquisa pré-clínica e

clínica têm buscado entender a participação das taquicininas e, particularmente da SP,

como moduladores da atividade neuronal em áreas cerebrais envolvidas na fisiopatologia

da ansiedade e depressão.

Estudos pré-clínicos realizados em difentes espécies e paradigmas experimentais

sugerem que os níveis de ansiedade podem ser modulados via manipulação farmacológica
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dos mecanismos taquicinérgicos centrais (Stratton et al., 1993; Zernig et al., 1993; Krase et

al., 1994; Stratton et al., 1994; Walsh et al., 1995; File, 1997; Gavioli et al., 1999). Em

estudos prévios, demonstramos que a estimulação dos receptores NK1 induz respostas do

tipo ansiogênicas em camundongos avaliados no teste do LCE (Teixeira et al., 1996). No

entanto, quando administrada dentro do núcleo basal magnocelular do palido-ventral de

ratos, a SP parece reduzir parâmetros de medo (Hasenhörl et al., 1998; Nikolaus et al.,

1999; Hasenhörl, 2000; Nikolaus et al., 2000). 

Nossos resultados com a utilização da SP free acid, um peptídeo com uma cadeia

de aminoácidos similar a da SP 1-11, porém resistente à degradação enzimática, fortalecem

os achados do envolvimento da SP na indução de respostas aversivas em ratos. O

tratamento com a SP free acid, na dose de 1 pmol, foi capaz de reduzir não somente os

parâmetros clássicos de exploração nos braços abertos, como também o número de

imersões de cabeça realizados no LCE, sem alterar, porém, o número de estiramentos

corporais. Este padrão de comportamento ansiogênico parece ser um efeito específico deste

peptídeo já que não vem acompanhado de prejuízo motor, avaliado através do número de

entradas nos braços fechados do LCE e da atividade locomotora no teste da arena. O

número de imersões de cabeça e de estiramentos corporais são elementos posturais

considerados indicativos do comportamento de avaliação de risco e têm mostrado serem

indicadores sensíveis de drogas efetivas no LCE (Rodgers e Cole, 1994). O

comportamento de imersões de cabeça trata-se de um movimento exploratório com a

cabeça sobre os lados abertos do labirinto, abaixando-se em direção ao chão. Drogas

ansiolíticas aumentam, enquanto drogas ansiogênicas reduzem o número de imersões de

cabeça (Pellow e File, 1986; Lister, 1987; Cruz et al., 1994; Cole et al, 1995; Rodgers et

al., 1995; Griebel et al., 1997; Dalvi e Rodgers, 1999; Silva e Brandão, 2000). O

comportamento de estiramento (“stretched attend postures”) faz parte do repertório natural
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dos roedores e é designado por Blanchard et al. (1989) como parte do repertório da

avaliação de risco (“risk assessment”), caracterizado por exploração cautelosa, com dorso

estirado e ventre rente ao solo. Trata-se de uma estratégia de defesa em que o animal se

estica totalmente com as patas anteriores e dorso seguido de sua retração à posição

original. Este comportamento ocorre com grande freqüência quando o animal está saindo

dos braços fechados do labirinto em direção à plataforma central, ou quando está no centro

posicionado em direção aos lados abertos (Rodgers e Cole, 1992). Algumas evidências dão

suporte à idéia de que uma diminuição do número de estiramentos seria consistente com

uma redução da ansiedade e o inverso é verdadeiro para uma atividade ansiogênica

(Blanchard et al., 1990; Cruz et al., 1994; Shepherd et al., 1994). Nesse sentido, outros

estudos demonstraram haver uma correlação entre o número de estiramentos corporais e a

elevação dos níveis de corticosterona plasmática no teste do LCE (Rodgers et al., 1999).

Ambos os resultados são interessantes, pois correlacionam este comportamento de

avaliação de risco com a exposição do animal a uma situação aversiva. Nossos resultados

mostraram que o número de imersões de cabeça foi reduzido pelo tratamento i.c.v. com a

SP 1-11 (10 pmol) ou SP free acid (1 pmol), enquanto que o número de estiramentos

corporais foi aumentado somente pela SP 1-11 (10 pmol). Estes dados demonstram que

estes peptídeos são capazes de alterar estes parâmetros comportamentais, que embora sem

alcançarem significância estatística, quando analisados junto aos parâmetros clássicos

confirmam o perfil ansiogênico destas drogas no LCE. 

Esta primeira etapa do protocolo experimental mostrou que o uso da SP free acid,

numa dose 10 vezes menor (1 pmol) que a dose ansiogênica máxima de SP (Gavioli et al.,

1999) induz respostas do tipo ansiogênicas de forma similar à SP 1-11, o que se deve

provavelmente ao fato de que a SP free acid sendo resistente à degradação enzimática

estaria em uma quantidade local equivalente à de SP 1-11 (10 pmol), quantidade esta capaz
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de alterar o comportamento de ratos no LCE. A ausência do grupo básico NH2 na porção

C-terminal da SP free acid, que está presente na molécula da SP íntegra (SP 1-11), pode

ser uma característica-chave responsável pela maior resistência à degradação enzimática e,

conseqüentemente, conferindo maior potência na indução do comportamento do tipo

ansiogênico em ratos avaliados no LCE.  Já quando os animais foram tratados com a SP

free acid 10 pmol, não houve modificação comportamental em relação ao grupo controle,

provavelmente devido à maior concentração desta neurocinina no local de ação. Este

padrão comportamental foi similar ao apresentado em estudos prévios quando do uso de

concentrações maiores de SP1-11 (40, 100 pmol; Gavioli et al., 1999), o que também

reforça dados anteriormente obtidos em camundongos (Teixeira et al., 1996). Em doses

baixas a SP seria ansiogênica atuando em receptores NK1 e, ao aumentarmos sua

disponibilidade, sua ação se faz por interação com outros receptores, alguns com efeitos

antagônicos, que são evidenciados como ansiólise somente em doses elevadas de SP. 

O metabolismo da SP tem sido investigado em diferentes tipos de tecidos (Wang et

al., 1994), no plasma (Conlon e Goke, 1984), no SNC (Sakurada et al., 1985; Kostel e

Lunte, 1997; Whelpton et al., 1998; Sakurada et al., 1999). Estudos “in vitro”

demonstraram que a SP é clivada em certas seqüências de aminoácidos dentro de 10 min

(Blumberg et al., 1980; Edvinson et al., 1983) e não é mais detectável no plasma após 15

min (Lembeck et al., 1978; Couture e Regoli, 1981). Isto está de acordo com nossos

estudos comportamentais mostrando que 15 min após a administração i.c.v. de SP 1-11 não

havia mais qualquer diferença entre o grupo controle e o tratado (Teixeira et al., 1996). Um

grande número de peptidases são capazes de hidrolisar a SP em vários sítios formando

metabólitos que podem exibir ou não uma variedade de ações biológicas e farmacológicas,

mas pouco se sabe sobre quais destas enzimas participam da degradação da SP in vivo. A

este respeito, estudos de microdiálise têm sido bastante úteis na investigação do
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metabolismo local da SP em diversas áreas cerebrais e têm permitido caracterizar as

enzimas chaves responsáveis pela sua degradação nestas áreas (Andrén e Caprioli, 1995;

Freed et al., 2001). A presença da EPN no SNC tem sido demonstrado, pelo uso de

inibidores destas enzimas, incluindo o fosforamidon e o  tiorfan (Matsas et al., 1985). Na

presença do fosforamidon, um inibidor específico da EPN, observa-se um aumento

expressivo na atividade da SP nas porções estriatais em porcos e ratos (Matsas et al., 1983;

Mauborgne et al., 1987) e uma inibição seletiva na degradação da SP em membranas

sinápticas da substância negra (Oblin et al., 1988). Além disso, Sakurada et al., em 1990,

revelaram que a administração de fosforamidon injetado simultaneamente com SP ou NKA

por via intratecal em camundongos, aumentou de maneira dose-dependente as respostas

comportamentais (“biting”, “licking” e “scratching”) induzidas por estas neurocininas. Em

contrapartida, o captopril que bloqueia a ECA não foi capaz de alterar as respostas

comportamentais destes animais (Sakurada et al., 1990). 

Em relação aos nossos estudos utilizando inibidores de peptidases, os resultados

indicam um pequeno aumento dos efeitos do tipo ansiogênico da SP quando os animais

foram pré-tratados com cada um dos inibidores de peptidases, tiorfan ou fosforamidon.

Embora não tenha sido observado uma potencialização significativa dos efeitos da SP, os

inibidores de peptidases tornaram o efeito ansiogênico deste neuropeptídeo mais evidente,

o que pode ser particularmente observado no parâmetro número de imersões de cabeça.

Nesse sentido, nossos dados estão de acordo com os descritos na literatura para outros

sistemas e processos in vivo e in vitro, envolvendo a modulação pela SP (Otsuka e

Yoshioka, 1993). Isso ocorre porque os inibidores de peptidases, reduzindo a degradação

da SP, deixam disponível uma maior concentração dessa neurocinina, permitindo uma

maior atuação em seus receptores, principalmente os do tipo NK1 onde este peptídeo é o

ligante preferencial, traduzida como potenciação dos seus efeitos ansiogênicos. No entanto,
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quando os ratos foram pré-tratados com ambos os inibidores, tiorfan e fosforamidon,

observou-se o efeito oposto, isto é, um aumento na porcentagem do tempo despendido e no

número de entradas nos braços abertos do LCE, além do aumento no número de imersões

de cabeça e uma tendência em reduzir o número de estiramentos corporais. Este conjunto

de alterações comportamentais serve de indicativo para uma possível atividade do tipo

ansiolítica do uso combinado desses inibidores. Isso se deve, possivelmente, a um

acréscimo tão grande na concentração de SP disponível, de tal maneira que permite, além

de sua ação nos receptores NK1, sua interação com outros receptores neurocinérgicos como

os receptores NK3, cuja ativação promove uma ação do tipo ansiolítica (Ribeiro et al.,

1999) e que, devido a maior disponibilidade de SP, passa a ser predominante. 

A enorme variedade de ações biológicas exercidas pelas NKs parece ser

determinada pela seqüência comum C-terminal (Munekata et al., 1987; Quartara et al.,

1992) e mediada por um ou mais dos três receptores conhecidos: NK1, NK2, NK3 (Regoli

et al., 1989; Nakanishi, 1991). No entanto, foi sugerido que a SP per se seja inativa dentro

do SNC e que seus efeitos possam ser devido à sua clivagem enzimática em um fragmento

ativo (Hall et al., 1989a). Assim, as funções da SP no SNC poderiam ser reguladas não

somente pela presença de neurônios que liberam SP, mas também pela presença e atividade

de enzimas, localizadas em várias regiões do SNC capazes de processá-la em fragmento(s)

ativo(s). Várias vias enzimáticas de degradação da SP foram demonstradas e fragmentos

amino (N)- e carboxi (C)- terminal, com diferentes tamanhos de cadeia, foram detectados

em diferentes estruturas cerebrais (Sakurada et al., 1985) tanto “in vitro” (Igwe et al.,

1988) como “in vivo” (Igwe et al., 1990). De fato, as endopeptidases e a ECA

provavelmente estão envolvidas na expressão dos efeitos da SP através da sua degradação

em um metabólito ativo. A seqüência C-terminal da SP parece realmente ser essencial para

a ativação do receptor NK1 (Otsuka e Yoshioka, 1993; Regoli et al., 1994), entretanto, nem
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todos os efeitos induzidos pela SP no SNC são mediados através desta seqüência

específica. Foi observado que algumas ações da SP podem ser bloqueadas pela co-injeção

de fragmentos N-terminal (Herrera-Marschitz et al., 1990), ou por bloqueio da

endopeptidase, sua enzima de degradação (Hall et al., 1989a). A este respeito, a SP 1-7 N-

terminal induz nocicepção em camundongos (Skilling et al., 1990); inibe o comportamento

rotacional induzido pela SP em ratos (Herrera-Marschitz et al., 1990); atenua os sinais de

abstinência em camundongos dependentes de morfina, efeito este que é bloqueado por

antagonistas SP 1-7 (Kreeger e Larson, 1996). No entanto, estudos de estrutura-atividade

da SP mostraram que os fragmentos N- e C-terminal podem exercer  ações no SNC

similares às observadas com a molécula inteira da SP no controle  da atividade

cardiovascular (Hall et al., 1989b), na nocicepção (Mousseau et al., 1987) e nos processos

de aprendizado e memória (Huston et al., 1993). 

Assim, na terceira etapa deste protocolo experimental, foram investigados os efeitos

das seqüências específicas SP 6-11 C-terminal e SP 1-7 N-terminal na ansiedade

experimental em ratos, com o objetivo de determinar qual(is) a(s) seqüência(s) da SP

era(m) responsável(is) por seu efeito do tipo ansiogênico após a administração central. A

este respeito, nossos dados mostram que a SP 6-11 (C-terminal) reduz em 82,62 % a

porcentagem do tempo despendido e em 57,15 % a porcentagem de entradas nos braços

abertos do LCE, além da redução significativa no número de imersões de cabeça (80,03

%), uma ação do tipo ansiogênica ainda mais evidente do que a observada para a SP

íntegra (SP 1-11; %TA=48,82 %, %A=14,52 %, imersões de cabeça=33,09 %). Já o

tratamento i.c.v. com a seqüência peptídica N-terminal (SP1-7) não foi capaz de alterar o

comportamento dos animais de forma significativa em nenhum dos parâmetros observados

no LCE. 

A maioria dos efeitos biológicos da SP no músculo liso, assim como seus
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poderosos efeitos pressóricos centrais, são atribuídos a seu fragmento C-terminal

(Erspamer, 1981; Traczyk e Kubicki, 1981; Fuxe et al., 1982). Várias outras atividades

biológicas podem ser atribuídas a essa seqüência peptídica, como a elevação da pressão

arterial e freqüência cardíaca, o aumento de comportamentos como “face washing”,

“hindquarter grooming”, “wet-dog shakes” (Tschöpe et al., 1995) e a diminuição no

número de “rearing” (Hall et al., 1987a), quando administrada no ventrículo lateral, além

de uma ativação comportamental com características aversivas, quando administrada na

substância cinzenta periaquedutal dorsal (De Araújo et al., 1999), o aumento da

agressividade induzido pelo isolamento (Hall e Stewart, 1984), o déficit na retenção da

esquiva inibitória após injeção intra-accumbens (Gaffori et al., 1984) e o aumento da

atividade monoaminérgica central (Hall et al., 1987b). Já entre as ações biológicas

exercidas pelo tratamento com fragmentos N-terminais, além dos efeitos opostos aos

citados anteriormente, inclue-se o efeito do tipo ansiolítico em sagüis (Callithrix

penicillata) no teste de confrontação predatória de medo/ansiedade (Barros et al., 2002).

Por outro lado, algumas atividades são similares entre seqüências C- e N-terminais como,

por exemplo, o efeito do tipo ansiolítico no LCE após a injeção unilateral no núcleo basal

do pálido-ventral de ratos (Nikolaus et al., 2000). A participação da SP e de seus

metabólitos na neuromodulação dos processos de aprendizado e memória também vêm

sendo investigada. A administração periférica de SP promove um efeito facilitador nesse

processo cognitivo (Tomaz e Nogueira, 1997), facilitando a retenção da esquiva inibitória

no modelo do labirinto em T quando administrada imediatamente após o treino (Tomaz e

Huston, 1986) e, tanto a SP quanto fragmentos N-terminais, são capazes de bloquear a

amnésia anterógrada induzida por benzodiazepínicos (Costa e Tomaz, 1998). Em

contrapartida, a administração do agonista de receptores NK1, GR 73632, em sub-regiões

da substância cinzenta periaquedutal, parece modular aspectos incondicionados, mas não
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mnemônicos, de comportamentos de medo (Huston et al., 1993; Mongeau et al., 1998).

Nesse mesmo sentido, Echeverry e col. (2001) demonstraram que a SP não foi capaz de

influenciar a retenção e a aquisição da esquiva inibitória do braço aberto do labirinto em T,

assim como, não alterou a fuga desses mesmos braços, embora em altas doses seja capaz

de aumentar o tempo de permanência na plataforma central, indicativo de uma redução do

medo/ansiedade.   

O LCE, como modelo animal etologicamente fundamentado, apresenta algumas

vantagens em relação a outros modelos no estudo comportamental. Dentre as razões

apontadas por Pellow e colaboradores (1985), validando o LCE como um modelo animal

de ansiedade destacam-se: a rapidez, a simplicidade e o baixo custo do equipamento. Além

disso, o modelo usa uma metodologia baseada em respostas inatas de medo/ansiedade de

diferentes espécies animais (camundongos, ratos, gerbilos) diante de situações

naturalmente aversivas, não envolvendo treinamentos ou estímulos nocivos como dor ou

privação de água ou comida. A maioria dos estudos com o LCE usa um equipamento com

paredes de madeira (Rodgers et al., 1997; Bertoglio e Carobrez, 2000). O labirinto

utilizado neste estudo apresenta paredes transparentes em acrílico, tendo sido validado por

Anseloni e colaboradores (1995) como modelo igualmente útil para estudar os mecanismos

biológicos da ansiedade e avaliar drogas ansiolíticas e ansiogênicas. Em razão da linha de

base elevada do presente estudo (grupo controle: 50% de entradas e tempo nos braços

abertos/total), mas um dado constante em nosso laboratório (Gavioli et al., 1999, 2000),  a

detecção de eventuais efeitos ansiolíticos da seqüência peptídica 1-7 (N-terminal) da SP

poderia ter ficado prejudicada. Entretanto, a média da taxa de exploração dos animais nos

braços abertos do LCE, apresentada neste estudo, é replicável dentro das condições do

laboratório e está de acordo com o trabalho de Anseloni et al. (1995), que validaram o LCE

com paredes transparentes em acrílico e cuja taxa de exploração dos animais nos braços
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abertos situava-se em torno de 50%. Além disso, os resultados aqui obtidos com a

utilização da seqüência peptídica N-terminal estão de acordo com outros estudos relatando

a ausência de seus efeitos biológicos em ratos, quando administrada centralmente (Tschöpe

et al., 1995; De Araújo et al., 1999). 

Neste estudo, apesar da seqüência peptídica SP 6-11 C-terminal ter induzido

respostas comportamentais quantitativamente mais evidentes do que aquelas observadas

para a SP 1-11, nossos resultados mostram que a administração i.c.v. da seqüência SP 6-11

reduz de forma significativa o número de entradas dos animais nos braços fechados do

LCE, parâmetro que têm sido correlacionado com possíveis alterações da atividade

locomotora. Neste sentido, sabe-se que o confinamento dos animais nos braços abertos do

LCE induz respostas aversivas ou estressantes evidenciadas através da elevação do limiar

da dor (Rodgers e Cole, 1994), elevação dos níveis de condutância da pele (Suer et al.,

1998) e pelo aumento dos níveis de corticosterona plasmática (Copland e Balfour, 1987;

File et al., 1988; File et al., 1994; Calvo et al., 1998; Holmes et al., 1998). No entanto,

apesar dos braços abertos do LCE serem mais aversivos do que os braços fechados, todos

os braços do labirinto provavelmente induzem medo, já que são ambientes desconhecidos

pelos animais (Bertoglio e Carobrez, 2000). Além disso, alguns estudos mostram que em

algumas circunstâncias de medo ocorre uma inibição comportamental, que inclui uma

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

estaria relacionada com o estado de congelamento (freezing), no qual os animais

permanecem imóveis. Assim, drogas que induzem medo/ansiedade podem induzir

supressão comportamental no LCE de forma generalizada, não reduzindo apenas a

preferência pelos braços abertos, mas também pelos braços fechados do labirinto, efeito

este anteriormente observado em nosso laboratório (Gavioli et al., 1999, 2002). 
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Esta etapa experimental mostrou que o efeito do tipo ansiogênico da SP 1-11 pode

ser mediado pelo seu fragmento C-terminal (SP 6-11), embora um prejuízo motor não

possa ser excluído durante a realização do teste do LCE, pois houve uma redução

significativa do número de entradas nos braços fechados do LCE. Nesse sentido, a mesma

hipótese deveria ser corroborada no teste da arena, aonde não se observou diminuição

significativa da atividade locomotora, embora tenha sido observada uma tendência em

reduzir a movimentação espontânea dos animais. Entretanto, o desempenho dos animais na

arena pode ter sido influenciado pela sua exposição prévia ao LCE. Geralmente, a ordem

utilizada destes testes é inversa à que foi utilizada neste estudo, sendo a arena utilizada

imediatamente antes do teste do LCE, com o objetivo de aumentar a atividade exploratória

e adaptação dos animais ao ambiente do teste (Lister, 1987). De fato, no presente estudo, a

arena foi utilizada como modelo para avaliação de possíveis alterações de atividade

locomotora induzida pelas drogas em estudo e não como modelo de ansiedade, já que a

análise é baseada em comportamentos que não são considerados os mais representativos de

ansiedade e as dimensões da arena não são adequadas ao estudo de efeitos ansiolíticos e/ou

ansiogênicos (Berton et al., 1997). Embora os resultados obtidos por De Araújo e

colaboradores (1999) não tenham sido acompanhados de redução da freqüência de entradas

dos animais nos braços fechados do LCE, deve-se enfatizar que os autores utilizaram doses

diferentes da empregada neste estudo e a injeção central foi procedida em uma outra região

cerebral (substância cinzenta periaquedutal). Além disso, os autores utilizaram um

fragmento da SP com uma cadeia peptídica de tamanho diferente da aqui empregada, o que

também poderia contribuir para explicar tais diferenças por mudanças nas suas

propriedades agonísticas, aspecto este que será discutido a seguir. 

Estudos de estrutura-atividade em várias preparações demonstraram que o

hexapeptídeo C-terminal e alguns de seus análogos são as seqüências de cadeia peptídica
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mínima da SP que retém a atividade biológica total e são até mesmo mais potentes do que

aquelas exibidas pela seqüência undecapeptídica (Horing e Schultheiss, 1984). Assim,

outros estudos mostraram que seqüências com cadeia peptídica menores do que a da SP 6-

11 C-terminal não exibiram qualquer atividade biológica em diferentes preparações de

tecidos (Bury e Mashford, 1976; Cridland e Henry, 1988; Cascieri et al., 1992). Sabe-se

que uma substituição de qualquer aminoácido no hexapeptídeo C-terminal produz

mudanças que incluem, principalmente, uma diminuição de suas propriedades agonísticas

(Karagiannis et al., 1994). Neste trabalho, algumas características quanto a natureza e

posição dos aminoácidos na sua estrutura molecular podem servir de suporte para explicar

esse maior efeito aversivo induzido pelo fragmento 6-11 (C-terminal), quando

microinjetado no ventrículo lateral de ratos. Embora pouco se saiba sobre a degradação dos

diferentes metabólitos da SP, existe a especulação de que os fragmentos C-terminais

seriam degradados mais lentamente do que a SP 1-11, o que permitiria uma maior

interação com o(s) receptor(es) neurocinérgico(s). Além disso, uma lipofilia maior foi

observada após a retirada do primeiro aminoácido N-terminal da molécula da SP (Igwe et

al., 1990). Com isso, teria-se uma maior capacidade de difusão para fragmentos C-

terminais que alcançariam maior número de áreas cerebrais envolvidas na modulação da

ansiedade experimental. Além disso, embora a SP 6-11 (C-terminal) seja considerada um

agonista seletivo NK1, existe indícios de que este peptídeo exiba grande afinidade pelos

receptores NK2 e, talvez, NK3. Peptídeos contendo um resíduo do aminoácido Pro na

posição 8 da cadeia, por exemplo SP, apresentam afinidade reduzida pelos receptores NK2

e NK3 e preferência pelos receptores NK1  (Cascieri et al., 1992). Resíduos de aminoácidos

aromáticos localizados na posição 4 da porção C-terminal dos peptídeos (por exemplo, Phe

na SP e SP 6-11) aumentam a afinidade pelos receptores NK1. Por outro lado, peptídeos

contendo um ou dois resíduos ácidos nas posições 6 e/ou 7 da cadeia C-terminal (por
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exemplo, Glu na SP 6-11) apresentam maior afinidade pelos receptores NK2 e NK3

(Severini et al., 2002). Como as neurocininas endógenas não são ligantes extremamente

seletivos para os diferentes tipos de receptores, NK1, NK2 e NK3, e sabendo-se que a

seqüência SP 6-11 C-terminal apresenta também afinidade pelos receptores NK2 e NK3,

utilizou-se os antagonistas FK 888 e SR 48968 para avaliar a participação dos receptores

NK1 e NK2 no efeito ansiogênico da seqüência C-terminal da SP, já que o maior efeito

ansiogênico observado para esta seqüência peptídica pode ser explicado por uma somatória

das ações via receptores NK1 e NK2, enquanto a ativação do receptor NK3 está associada a

um efeito do tipo ansiolítico (Ribeiro et al., 1999). 

A especificidade de ação da seqüência peptídica SP 6-11 (C-terminal) em induzir

respostas do tipo ansiogênicas no teste do LCE foi confirmada pela ação inibitória exercida

pelos antagonistas dos receptores neurocinérgicos NK1 (FK 888) e NK2 (SR 48968).

Nossos dados mostraram que tanto a injeção de FK 888 quanto de SR 48968, por via i.c.v.,

inibiu o comportamento aversivo induzido pela SP 6-11, observado através dos parâmetros

freqüência do tempo despendido e do número de entradas nos braços abertos do LCE,

assim como alguns parâmetros etológicos, tais como, número de imersões de cabeça,

número de estiramentos corporais e de auto-limpeza. Além disso, os antagonistas NK1 e

NK2 não produziram efeito “per se” nos animais, contrastando com estudos anteriores que

demonstraram efeitos do tipo ansiolítico para ambos os antagonistas em diferentes espécies

e modelos animais (Stratton et al., 1993, 1994; Bernatzky e Saria, 1995; Teixeira et al.,

1996), porém estando de acordo com nossos resultados prévios quando microinjetados na

região do septo lateral de ratos (Gavioli et al., 2002). Neste mesmo trabalho, Gavioli e

colaboradores demonstraram que ratos tratados com SP 1-11 10 pmol no septo lateral

expressaram reações aversivas no LCE, e que a microinjeção intra-septal de FK 888 ou SR

48968 foi capaz de inibir as respostas comportamentais induzidas pela SP injetada i.c.v..
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Estes dados juntos fortalecem a hipótese da participação de diferentes tipos de receptores

neurocinérgicos, não somente NK1 mas também NK2, na mediação das respostas aversivas

induzidas pela microinjeção central das neurocininas e de seus metabólitos. 

O comportamento de auto-limpeza (“grooming”) é um outro parâmetro etológico

que faz parte do repertório natural dos roedores e também é utilizado para estudar o

envolvimento de áreas cerebrais específicas e o efeito de diversas drogas sobre o

comportamento animal. Esse comportamento parece estar associado a situações de conflito

em diferentes espécies de animais. Ele pode estar aumentado em resposta ao medo e

estresse ou diminuído diante de uma extrema excitação (Hinde, 1970, Jolles et al., 1979).

O comportamento de auto-limpeza envolve um grupo de respostas somáticas, autonômicas

e endócrinas associadas com comportamentos adaptativos, os quais asseguram a

sobrevivência do animal (Celis e Torre, 1993). Em roedores, esse comportamento segue

uma certa hierarquia típica da espécie, iniciando-se mais comumente com a limpeza do

focinho pelas patas anteriores que previamente são levadas à boca para serem umedecidas,

progredindo para a limpeza das orelhas. Em seguida, o animal realiza lambidas pelo corpo,

até alcançar a região que envolve o ânus e a genitália. Roeling e colaboradores, em 1993,

consideraram o hipotálamo como uma “área de auto-limpeza” específica. Outras áreas do

SNC, como o septo, os núcleos amigdalóides e a substância cinzenta periaquedutal, quando

estimuladas química ou eletricamente, são capazes de induzir esse comportamento, uma

vez que possuem vias aferentes e eferentes com o hipotálamo (Spruijt et al., 1986; Roeling

et al., 1991, 1993; Van Erp et al., 1993). A ação dos peptídeos na indução do

comportamento de auto-limpeza em roedores já foi demontrada. Diversos peptídeos tais

como a adrenocorticotropina e o hormônio estimulante dos α-melanócitos (ACTH/µ-MSH)

(Gispen e Isaacson, 1981; Dunn e Hurt, 1986), endorfinas e bombesina (Crawley e Moody,

1983) são capazes de induzir esse comportamento, enquanto que o tratamento i.c.v. com
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drogas ansiolíticas, como clordiazepóxido ou diazepam, revertem completamente o

comportamento de auto-limpeza induzido por peptídeos (Moody et al., 1985). Katz, em

1980, demonstrou que a injeção central de SP aumentou, enquanto que a injeção de

neurotensina inibiu o comportamento de auto-limpeza em camundongos. Interações entre

estes neuropeptídeos podem representar um dos mecanismos regulatórios envolvidos na

modulação desse comportamento. Ravard e colaboradores, em 1994, mostraram o

envolvimento dos receptores NK1 e também NK2 na indução do comportamentos de

“grooming” e “scratching” em camundongos e estudos com camundongos knockout para

receptores NK1, por sua vez, mostraram que estes animais apresentaram um perfil

comportamental similar aos animais normais tratados com antagonistas NK1, incluindo

uma redução do número de comportamentos de auto-limpeza e “scratching” (Rupniak et

al., 2001). No presente trabalho, a freqüência de auto-limpeza parece denotar um aumento

do estado de ansiedade dos animais. A microinjeção de SP 6-11 (C-terminal) 10 pmol

causou um aumentou desse comportamento que, junto com outras alterações

comportamentais tais como a redução da exploração dos braços abertos e o aumento do

número de estiramentos corporais, corroboram o efeito do tipo ansiogênico desta seqüência

específica da SP. 

Retomando a discussão sobre o comportamento de estiramentos corporais, é

importante enfatizar que para este comportamento houve uma diferença na média dos

valores para tratamentos aparentemente “equivalentes” entre as tabelas 1, 2, 3 e 4. Nesse

sentido, deve-se levar em consideração o volume das drogas utilizadas e o número de

vezes que o experimentador manipulou os animais durante a administração das drogas.

Assim, conforme os resultados apresentados, observou-se que para os protocolos com o

uso dos inibidores de peptidases (Tabela 2) e com o uso dos antagonistas neurocinérgicos

(Tabela 4) em que os animais foram manipulados duas vezes e receberam o dobro do
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volume injetado centralmente, os valores estão elevados em relação aos protocolos

utilizando-se a SPfa (Tabela 1) e as seqüências específicas da SP (Tabela 3), com uma

única manipulação e 2 µl de injeção i.c.v., o que poderia ser explicado por um maior

estresse de manipulação e/ou uma maior difusão das drogas injetadas centralmente,

atingindo outras estruturas cerebrais além das periventriculares.  

A possibilidade de que a SP 6-11 (C-terminal) poderia estar atuando via outros

receptores, distintos dos receptores NK1 e NK2, não pode, no entanto, ser descartada. A

natureza dos receptores responsáveis por mediar os efeitos dos fragmentos C e N-terminais

ainda não foi elucidada. Wijkhuisen et al., em 1999, demonstraram que mutações na

seqüência  de aminoácidos 193-197 de receptores NK1 de células COS-7 humanas

aboliram algumas propriedades farmacológicas do septide (p-[Glu6-Pro9] SP 6-11), um

análogo sintético da SP C-terminal. A região 193-197, localizada no final da segunda alça

extracelular do receptor, parece ser o domínio de ligação de alta afinidade do septide.

Embora o septide seja considerado um agonista potente e seletivo dos receptores NK1

(Wormsen et al., 1986), suas propriedades farmacológicas atípicas (Pradier et al., 1994;

Sagan et al., 1996) têm levado mais recentemente, vários autores a especular a existência

de um receptor específico sensível ao septide (para revisão ver Glowinski, 1995). Esta

hipótese é reforçada por trabalhos que já identificaram através de estudos de ligação e pelo

uso de antagonistas (D-Pro2, D-Phe7-SP1-7) de receptores para SP 1-7 bloqueando sua

atividade biológica no cérebro e medula espinhal de camundongos (Igwe et al., 1990;

Kreeger e Larson, 1996).
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CONCLUSÕES

Nossos dados mostraram que a administração i.c.v. da SP íntegra (SP 1-11) e da sua

seqüência peptídica SP 6-11 (C-terminal) foi capaz de promover efeitos do tipo

ansiogênico, observados através da diminuição dos parâmetros de exploração nos braços

abertos do LCE. A SP 1-11 parece participar da modulação da ansiedade, mas não de

forma exclusivamente dependente da metabolização sináptica em um fragmento ativo, já

que a injeção i.c.v. da SP free acid, um peptídeo mais resistente à degradação enzimática,

ou da SP 1-11 em ratos pré-tratados com inibidores de peptidases, induziu o mesmo perfil

ansiogênico.

O uso da SP free acid numa dose 10 vezes menor (1 pmol) que a dose ansiogênica

máxima de SP (10 pmol) induziu respostas do tipo ansiogênicas de forma similar à SP 1-

11, o que se deve provavelmente ao fato de que a SP free acid sendo resistente à

degradação enzimática estaria em uma quantidade local equivalente à de SP 1-11 (10

pmol), quantidade esta capaz de alterar o comportamento de ratos no LCE.

Os resultados mostraram um aumento dos efeitos do tipo ansiogênico da SP nos

animais pré-tratados com cada um dos inibidores de peptidases, tiorfan e fosforamidon.

Isso ocorre porque os inibidores de peptidases, reduzindo a degradação da SP, deixam

disponível uma maior concentração dessa neurocinina, permitindo uma maior atuação em

seus receptores, principalmente do tipo NK1, onde este peptídeo é o ligante preferencial,

potencializando seus efeitos. Quando se fez o uso combinado dos inibidores, os animais

apresentaram um conjunto de alterações comportamentais indicativo de uma atividade do

tipo ansiolítica, possivelmente devido a um acréscimo tão grande na concentração de SP

disponível, permitindo, além de sua ação nos receptores NK1, sua interação com outros

receptores neurocinérgicos como os receptores NK3, cuja ativação promove uma ação do

tipo ansiolítica.
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Nossos dados mostraram também que a seqüência peptídica 1-7 (N-terminal) não

foi capaz de alterar o comportamento dos animais de forma significativa em nenhum dos

parâmetros observados no LCE. Em contrapartida, a seqüência peptídica 6-11 (C-terminal)

induziu respostas ansiogênicas mais evidentes quando comparadas aos animais tratados

com a SP 1-11. Para esse efeito, parece existir a participação não somente dos receptores

NK1, mas também dos receptores NK2, já que o pré-tratamento i.c.v. com FK 888,

antagonista seletivo dos receptores NK1, e com SR 48968, antagonista seletivo dos

receptores NK2 foi capaz de bloquear o efeito do tipo ansiogênico induzido pela SP 6-11

(C-terminal).
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