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do espaco infinito ...”~
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para onde até mesmo jornada nas estrelas teme seguir””.

Stephen W. Hawking
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ANEXO 1



RESUMO

Sabe-se que a ansiedade, a0 mesmo tempo em que € influenciada por fatores
genéticos, pode modular a reatividade a dor. As linhagens isogénicas de ratos Lewis (LEW)
e espontaneamente hipertensos (SHR), propostas como um modelo genético para o estudo
da ansiedade por exibirem altos e baixos niveis de ansiedade, respectivamente, ainda ndo
haviam sido comparadas em model os de nocicepcao. Ha décadas sabe-se que a substancia P
(SP) e os receptores NK1 estdo implicados na transmissdo nociceptiva e, mais
recentemente, um numero crescente de evidéncias indicam o envolvimento deste sistema
em comportamentos relacionados a ansiedade e depressdo. Uma das hipoteses para explicar
as diferencas comportamentais entre as linhagens LEW e SHR implica o gene dos
receptores NK 1, potencialmente envolvidos com os aspectos emocionais nestas linhagens.

O objetivo inicial do presente estudo foi 0 de avaliar a reatividade nociceptiva
das linhagens LEW e SHR, machos e fémeas, no teste da formalina e comparar os efeitos
produzidos pela injecdo central de SP sobre as respostas nociceptivas nestas linhagens. Em
experimentos subsequientes, investigou-se os efeitos da administracdo de um antagonista de
receptores NK1, o NKP608, em ratos LEW e SHR avdiados em dois testes de
ansiedade/emocionalidade amplamente utilizados, o labirinto em cruz elevado (LCE) e o
teste do campo aberto (TCA).

Ratos LEW e SHR de ambos o0s sexos foram injetados na pata traseira com
formaina e avaliados durante uma hora. O nimero de eventos nociceptivos (retragéo,
mordida ou lambida da pata injetada) foi utilizado como indice de nocicepgdo. Outros ratos
destas duas linhagens receberam a injecao intracerebroventricular de SP, 29 minutos depois
dainjecéo de formalina e avaliados da mesma forma durante 30 minutos. Grupos adicionais
de animais foram testados no LCE e no TCA ap0s administracdo aguda de NKP608 (0,003;
0,03 ou 0,3 mg/kg) ou clordiazepdxido (CDZ, 5 mg/kg).

Ratos LEW de ambos os sexos exibiram uma maior sensibilidade nociceptiva
do que ratos SHR. A administracdo central de SP causou um aumento significativo da
nocicepgao somente em ratos LEW machos. Todas as doses de NKP608 produziram efeitos



do tipo ansiolitico, smilar agueles do CDZ, em ratos SHR machos testados no TCA, mas
ndo no LCE. Por outro lado, este composto teve um efeito ansiolitico parcial para LEW
machos (e, em um menor grau, para fémeas SHR) no LCE, mas ndo no TCA. Fémeas LEW
ndo foram afetadas apds os tratamentos.

Estes resultados sugerem que as diferencas nos nivels basais de ansiedade
entre ratos LEW e SHR podem estar associadas a reatividade/sensibilidade nociceptiva
contrastante destas linhagens. Estes resultados também sugerem que os efeitos da SP sobre
a nocicepcao e do antagonista de receptores NK1 sobre as respostas comportamentais de
ansiedade/emocionalidade sdo linhagem-, sexo- e teste-dependentes e demonstram que as
linhagens LEW e SHR congtituem um modelo genético Util, ndo sO para estudos
comportamentais ligados a ansiedade, mas também para o estudo da dor e, tavez, da

relacdo desta com fatores psicol 0gicos.



ABSTRACT

It is known that anxiety, which is influenced by genetic factors, can modulate
reactivity to pain. The Lewis (LEW) and spontaneously hypertensive rats (SHR) inbred rat
strains, proposed as a genetic model for the study of the anxiety for showing high and low
levels of anxiety, respectively, have still not been compared in nociception models. It has
been known for decades that the substance P (SP) and NK1 receptors are implied in
nociceptive transmission and more recently, an increasing amount of evidence indicates the
involvement of this system in behaviors related to anxiety and depression. One of the
hypotheses to explain the behavior differences between the LEW and SHR strains implies
that the gene of NK1 receptors is potentially involved with the emotional aspects of these
strains.

The initial am of the present study was to evauate the nociceptive reactivity
of LEW and SHR strains, male and female, by using the formalin test and to compare the
effect produced by the central injection of SP on the nociceptive responses in these strains.
Subsequent experiments were carried out to investigate the effect of the administration of
an antagonist of NK1 receptors (NKP608), in LEW and SHR strains, evaluated in two
widely used tests of anxiety/emotionality, the elevated plus-maze (EPM) and the open field
test (OFT).

LEW and SHR rats of both sexes were injected with formalin in one hind-
paw, and the nociceptive responses (retraction, bite and licking of the injected paw) were
evaluated for one hour. Twenty nine minutes after the formalin injection, other rats of both
strains received the injection to intracerebroventricular of SP and they were evaluated in the
same manner for 30 min. Additional groups of animals were tested in the EPM and OFT
after acute administration of NKP608 (0,003; 0,03 or 0,3 mg/kg) or chlordiazepoxide
(CDZ, 5 mg/kg).

LEW rats of both sexes showed a higher nociceptive sensitivity compared to
SHR rats. The central administration of SP caused a significant increase of nociception in
LEW male rats only. All doses of NKP608 produced anxiolytic-like effects (similar to
those of CDZ) in SHR males tested in the OFT but not in the EPM. Conversdly, this



compound had a partial anxiolytic effect in LEW males (and to a lesser degree in SHR
females) in the EPM, but not in the OFT. LEW femaes were unaffected following all
pharmacological treatments.

These results suggest that the differences in the basal levels of anxiety
between LEW and SHR rats can be associated with the contrasting nociceptive
reactivity/sensitivity of these strains. The results also suggest the effect of the SP on
nociception and the NK1 receptor's antagonist on the behavioral responses related to
anxiety/emotionality are strain-, sex- and test-dependent. The results demonstrate that LEW
and SHR strains constitute a useful genetic model, not only for the study of anxiety, but
also for the study of pain and its relation to psychological factors.
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1- INTRODUCAO

1.1- Sensacéao da dor e fatores afetivo-emocionais

A Associacdo Internacional para o Estudo da Dor propde que a dor € “uma
experiéncia sensorial e emocional desagradavel associada a um dano tecidua real ou
potencial” (IASP, 1994). Esta defini¢do implica que a dor é uma experiéncia subjetiva, com
dimensdes sensoriais e afetivas que sdo geramente, mas ndo necessariamente, associadas
com um dano tecidual. A dor iniciada por estimulos nocivos (nocicepcdo) ativa
nociceptores periféricos, com uma subseqiiente transmissdo através de sistemas aferentes.
A transmisséo pode ser freqlentemente modulada por sensacOes aferentes paraelas (p. e. 0
tato) ou pela ativagdo, centramente mediada, de vias descendentes. Nossa reagcdo a dor,

porém, é de fato muito mais complexa do que isto.

Os sinais nociceptivos podem ser gerados por estimulos térmicos, mecanicos
ou guimicos de alta intensidade sobre os nociceptores, que sdo terminagdes nervosas livres
das fibras amielinicas do tipo C ou mielinicas finas do tipo Ad. Os corpos celulares destas
fibras (aferentes primérios) localizam-se nos ganglios da raiz dorsal adjacentes a medula
espinhal e os prolongamentos centrais destas células adentram a medula espinhal fazendo
singpse com neurénios de segunda ordem, principalmente, na substancia gelatinosa
(l&minas 11) do corno dorsal (Grubb, 1998). Através das vias ascendentes, lateral e medial,

0s impul sos nociceptivos séo conduzidos para estruturas superiores.

O trato espinotaldmico € uma das vias do grupo lateral, suas projecdes



terminam, predominantemente, no nlcleo ventrocaudal do tdlamo. Desta estrutura, partem
as radiagdes taldmicas para o cortex somestésico (neurdnios de terceira ordem). Esta via é
somatotopicamente organizada e envolvida com o aspecto sensitivo-discriminativo da dor
(Besson, 1999). Além desta, as vias do grupo media, terminam direta (p. e. trato
paleoespinotaldmico) ou indiretamente (p. e. trato espinomesencefdlico) nos nucleos
mediais do tdlamo medial, que apos sinapse na formagdo reticular (tronco cerebral) e na
substéncia cinzenta periaquedutal, projetam as vias reticul otalamicas que emitem colaterais
para o sistema limbico e para a substancia cinzenta periventricular. Estas vias ndo sao
somatotopi camente organizadas e estdo relacionadas ao aspecto afetivo-motivacional da

dor (Russo e Brose, 1998).

Além deste complexo sistema de transmissdo e reconhecimento da dor, os
organismos, especialmente os mamiferos, possuem mecanismos capazes de suprimi-la. Em
1965, Melzack e Wall sugeriram objetivamente um mecanismo modulatério descendente
(Teoria da Comporta). A hipétese é a existéncia de uma espécie de comporta no corno
dorsal da medula espinhal, que, quando aberta, permitiria a passagem dos impulsos
nociceptivos e, quando fechada, bloquearia a passagem destes impulsos. Presume-se que
estes sistemas analgésicos enddgenos existam com a finalidade de suprimir reflexos ou
comportamentos de dor para facilitar a luta ou fuga frente a um perigo e desta forma,
aumentar a chance de sobrevivéncia do individuo.

Situagdes que evocam medo ou estresse alteram drasticamente o estado de um
organismo, estas alteracfes incluem mudancas na atividade reflexa, percepcdo sensoria, e
atividade locomotora. Vérios estudos animais sugerem que a sensibilidade nociceptiva é

diminuida pelo estresse ou medo (i. e, ativacdo de mecanismos modulatorios



descendentes). Por exemplo, ratos submetidos a estimulos aversivos como choques nas
patas, contencdo, medo condicionado, natagcdo forcada e exposicdo a ambientes novos,
apresentam respostas atenuadas a diversos estimul os nociceptivos (Lewis et al., 1980; Blair
et al., 1982; Cannon et al., 1983; Watkins e Mayer, 1986; Vaccarino et al., 1992). Por outro
lado, estudos em humanos sugerem que a ansiedade pode aumentar a reatividade
nociceptiva (Melzack, 1961; Chapman e Feather, 1983; Rhudy e Meagher, 2000) e um
menor nimero de estudos observou isto em animais de laboratério (Meagher et al., 1998).
Pessoas com tracos de ata ansiedade, fregientemente relatam uma alta sensibilidade a dor
(Dougher, 1987; Malow et al., 1987) e necessitam de maiores doses de analgésicos.
Apesar destas evidéncias, a importéncia do estado afetivo-emocional na sensagdo da dor
ainda é freguientemente negligenciada, além de ser pouco compreendida (Stimmel, 1997).

O medo € uma reagcdo de alarme imediata produzida pela presenca de um
estimulo aversivo real. Ele é caracterizado por impulsos de luta/fuga e uma excitacdo do
sistema nervoso simpético (Barlow et al., 1996). Enquanto isso, a ansiedade é caracterizada
por uma sensacdo desagradavel de apreensdo e antecipagdo a um estimulo aversivo em
potencial, e resulta em aumento da vigilancia e da tensdo somética. Estas alteractes causam
um aumento atencional (somatico e ambiental) que facilita a receptividade sensorial. Por
estas distingbes, tem sido argumentado que o medo e a ansiedade representam,
gualitativamente, estados emocionais distintos (Maier, 1993) e podem envolver diferentes
circuitos neurais (Gray e McNaughton, 1996). Entretanto, o estado de ativacéo do sistema
nervoso central para a sensacéo da dor pode depender destes mesmos circuitos neurais, 0s
quais promoveriam diferentes consequiéncias comportamentais dependendo do seu nivel de
ativacdo. Uma ativacdo intensa poderia induzir medo e analgesia, enquanto que uma

ativagdo moderada poderia induzir ansiedade e hiperalgesia (Walters, 1994; King et al.,



1996). Em estudos clinicos, este fato também tem sido verificado, como no caso de vitimas
de estresse pds-traumdtico que relatam uma sensacéo de torpor e insensibilidade a dor
durante o medo induzido pelo trauma (Suarez e Gallup, 1979), enquanto gue pacientes com
tracos de alta ansiedade freqlentemente relatam uma maior atencdo e percepcao da dor
(Dougher, 1979; Malow et al., 1987; Barlow et al., 1996).

Estas evidéncias sugerem que o0 estado psicologico de um individuo é um fator
relevante para a sensacdo dos estimulos nociceptivos. Sendo assim, a utilizacdo de
linhagens de animais contrastantes para tracos ligados a ansiedade/emocionalidade, pode
ser uma ferramenta importante para o estudo das bases neurobiol gicas da dor, levando em
considerag@o que estes aspectos afetivo-emocionals ainda constituem um campo pouco

explorado na pesquisa da dor em animais de laboratorio.

1.2- Lewis e SHR um modelo genético para o estudo da ansiedade

Como apontado por Spooren et al. (2002), a maior parte dos estudos
farmacoldgicos de ansiedade utiliza uma populagcdo heterogénea de animais “normais’,
cujas reag0es comportamentais poderiam ser consideradas como adequadas do ponto de
vista adaptativo. No entanto, 0 estudo de populagdes extremas (ou claramente
contrastantes) quanto a diferentes tracos ligados a emocionalidade poderia trazer uma maior
contribuicdo a compreensdo de processos patol dgicos observados nas popul agdes humanas.
A influéncia de fatores genéticos sobre formas sub-clinicas de ansiedade, bem como sobre
psicopatol ogias relacionadas a ansiedade ja foi amplamente demonstrada (Bouchard, 1994;

van de Wetering et al., 1999; Scherrer et al., 2000; Lesch, 2001). Por estes motivos, a



identificacdo, localizacdo e caracterizacdo de genes capazes de influenciar estas
caracteristicas representam um avanco fundamental para a compreensdo dos mecanismos
moleculares envolvidos. Assim, a utilizacdo de modelos genéticos (i. e. neste caso
linhagens isogénicas de roedores que diferem para tracos relacionados a ansiedade) pode
facilitar o alcance destes objetivos (Gray et al., 1999).

No presente estudo, foram utilizados ratos das linhagens isogénicas
(consangliineas), Lewis (LEW) e espontaneamente hipertensos (SHR). Tem sido
recentemente proposto que estas linhagens constituem um modelo genético Util para o
estudo da ansiedade (Ramos et al., 1997; 1998), pois elas exibem comportamentos
contrastantes em testes comportamentais de ansiedade/emocionalidade. Quando
comparados com ratos SHR, os ratos LEW de ambos os sexos exibem nivels de ansiedade
significativamente mais altos no labirinto em cruz elevado, no campo aberto, na caixa
pretalbranca e no labirinto em T elevado, porém eles ndo manifestam diferencas nos niveis
basais de locomogdo em ambientes novos ou familiares (Ramos e Morméde, 1998; Ramos
et al., 1997; 1998), o que torna este modelo Util para o estudo de comportamentos
especificamente ligados a ansiedade. Foi observado também que estas duas linhagens
diferem em suas sensibilidades ao benzodiazepinico cléassico, o diazepam, quando testadas
no labirinto em cruz elevado (Takahashi et al., 2001).

Outro aspecto interessante € o fato de que ratos da linhagem LEW apresentam
uma baixa atividade do eixo hipotdlamo-pituitaria-adrenal (HPA) em resposta ap estresse.
Eles apresentam a falta ou um menor aumento dos niveis do hormoénio de liberacdo de
corticotrofinas (CRF), hormdnio adrenocorticotrofico (ACTH) e corticosterona em resposta
a uma variedade de eventos estressantes como contencao, exposi¢cdes a ambientes novos (p.

e. campo aberto), natacdo forcada ou éter (Sternberg et al., 1992), quando comparados a



outras linhagens de ratos. Em contraste com este déficit na atividade do eixo HPA
apresentado por ratos LEW, os ratos SHR exibem um aumento maior e mais prolongado
nos niveis de adrenaina e noradrenalina e também um maior aumento na frequéncia
cardiaca e pressdo sangiiinea em resposta a uma variedade de situacdes estressantes quando
comparados a outras linhagens de ratos (Kirby et al., 1989; McCarty et al., 1978),
sugerindo uma resposta exacerbada do sistema simpati co.

Um intercruzamento (F2) entre as linhagens de ratos LEW e SHR foi utilizado
para identificar e mapear loci para tracos quantitativos (QTL) gque afetam comportamentos
relacionados a emocionalidade (Ramos et al., 1999). Este estudo revelou um locus no
cromossomo 4, que afeta fortemente a locomocgao central no teste do campo aberto (medida
potencial de ansiedade). Esta regido gendmica, chamada Ofill, foi mapeada préximo ao
gene Taclr, que codifica para receptores NK1 (Ramos et al., 1999). Esta evidéncia sugere
uma possivel implicacdo dos receptores NK1 nas diferencas comportamentais observadas
entre as linhagens LEW e SHR. Se esta hip6tese for verdadeira, poderia se esperar uma
reatividade nociceptiva diferenciada entre as duas linhagens e também uma sensibilidade
diferenciada a aplicacéo de substancia P intracerebroventricular no teste da formalina,
tendo em vista que a substéncia P e os receptores NK1 estédo envolvidos na transmisséo
aferente dos impulsos nociceptivos (Lembeck, 1953; Saria, 1999). Além disso, também
poderia se esperar diferentes sensibilidades comportamentais a um antagonista de

receptores NK 1 nestas duas linhagens de ratos.



1.3- Ansiedade e sensibilidade nociceptiva: Envolvimento da
substancia P

Em 1931, von Euler e Gaddum descreveram pela primeira vez a substancia P
(SP) e, a partir dai, muitas evidéncias tém se acumulando sugerindo que este
undecapeptideo, pertencente a familia das taguicininas, € liberado de certas fibras sensoriais
atuando como um neurotransmissor ou heuromodulador (Otsuka e Y oshioka, 1993). A SP é
amais potente taquicinina para o receptor NK 1, enquanto que outras, como a heurocinina A
e neurocinina B, exibem alta afinidade pelos receptores NK2 e NK3, respectivamente
(Regoli et al., 1994). As acles biolbgicas da SP sdo devidas, principalmente, a estimulacdo
de receptores NK 1 que séo acoplados a proteina G. Esta, por sua vez, ativa a fosfolipase C,
gue causa um aumento intracelular de inositol (1,4,5)-trifosfato e diacilglicerol com uma
subsequiente elevacdo da concentragcdo de célcio intracelular Otsuka e Yoshioka, 1993).
Alternativamente, pode haver mobilizacdo de acido araquidonico, via fosfolipase A, e
também aumento de monofosfato de adenosina ciclico, via adenilato ciclase (Mitsuhashi et
al., 1994).

A SP esta implicada em inumeras funcbes fisioldgicas (para revisdo ver,
Severini et al.,, 2002) tendo importancia crucial na transmissdo nociceptiva (embeck,
1953; Iversen, 1998). Altas concentracdes de SP e de seu receptor preferencial NK1 sdo
encontradas em fibras aferentes primarias envolvidas na transmissdo de ambas, nocicepcao
aguda Kuraishi et al., 1989; Hanesch et al., 1993) e cronica (Nogushi e Ruda, 1992;
Yashpd et al., 1993). Ainda, subpopulacdes de neurdnios af erentes primarios co-expressam
SP e glutamato (Cuello et al., 1993) que cooperam na transmissdo dos impulsos

nociceptivos. Além disso, as taguicininas participam da neurotransmissdo nas vias



inibitérias descendentes e nos interneurénios no corno dorsal da medula espinhal, sugerindo
um importante envolvimento da SP na modulagcdo da dor (Battaglia e Rustioni, 1988;
Nogushi e Ruda, 1992; Cuello et al., 1993).

Ha evidéncias de que os receptores NK1 estdo primariamente implicados na
mediacdo dos efeitos da estimulagdo nociceptiva persistente (Garrett et al., 1991; Chapman
e Dickenson, 1993). O teste da formalina € um modelo de nocicepcdo que apresenta uma
resposta nociceptiva bifasica caracteristica, evidente em ratos (Dubuisson e Dennis, 1977),
camundongos (Tjalsen et al., 1992), gatos (Dubuisson e Dennis, 1977), macacos (Alrgja et
al., 1984) e humanos (Dubuisson e Dennis, 1977). A primeira fase reflete uma estimulacéo
direta das fibras C, enquanto que a segunda fase envolve a formagdo de mediadores
inflamatorios periféricos e um processo de sensibilizacgo central (Hunskaar e Hole, 1987;
Levine et al., 1993). Neste modelo, hd um preponderante envolvimento da SP e receptores
NK1 Holland e Goldstein, 1990; Levine et al., 1993; McCarson e Krause, 1994). Em
camundongos mutantes, nos quais 0 gene que codifica os receptores NK1 esta ausente
(camundongos NK 1) foi observado que a SP ndo medeia a sinalizagdo nociceptiva aguda,
contudo, o comportamento nociceptivo dos camundongos NK17~ foi significativamente

+/+

menor quando comparado aos animais selvagens (NK1™") na segunda fase do teste da
formalina. Este efeito foi similar ao observado com a utilizagdo de antagonistas NK1 (para
revisdo ver, Seguin et al., 1995), sugerindo um envolvimento da SP em processos
nociceptivos mais persistentes (De Felipe et al., 1998).

Além do envolvimento das taquicininas na dor e analgesia, a SP e 0s
receptores NK1 estdo amplamente distribuidos no sistema nervoso central de mamiferos

incluindo particularmente agquelas areas implicadas no controle do medo e ansiedade como

aamigdala, hipotdlamo, locus coeruleus e a substancia cinzenta periaquedutal (Shults et al.,



1984; McLean et al., 1991; Otsuka e Yoshioka, 1993; Ribeiro-da-Silvae Hokfelt, 2000;
Harrison e Geppetti, 2001). Estudos com diferentes espécies animais sugerem gue a injegdo
de SP nestas areas limbicas, as quais, sdo avos cléssicos para drogas ansioliticas e
antidepressivas, provoca efeitos aversivos (Aguiar e Branddo, 1994; 1996; Teixeira et al.,
1996; Gavioli et al., 1999; 2002; De Araljo et al., 1998; 1999). Entretanto, alguns outros
estudos sugerem que as propriedades da SP sobre parametros de ansiedade (i. e., aumentar
ou diminuir) dependem da dose utilizada e da via de administragcdo (Hasenthrl et al., 1998;
Nikolaus et al., 2000; Sudakov et al., 2001).

Sob o estimulo destas evidéncias, muitos antagonistas de receptores NK1 tém
sido sintetizados e testados em modelos animais de ansiedade e depresséo. Recentemente
tem sido relatado que muitos representantes desta classe de compostos exibem efeitos
ansioliticos e antidepressivos em uma variedade de modelos Cutler, 1994; De Lima e
Ribeiro, 1996; Teixera et al., 1996; File, 1997; Kramer et al., 1998; Papp, et al., 2000;
Santarelli et al., 2001; Boyce et al., 2001; Cheeta et al., 2001; Varty et al., 2002). Além
disso, como visto em camundongos mutantes, a delegdo de receptores NK1 causou, dentre
outras ateracdes, uma diminuicdo de comportamentos relacionados a ansiedade (Rupniak
et al., 2000; Santarelli et al., 2001). Bilkei-Gorzo e colaboradores (2002) também
verificaram uma diminuicdo de comportamentos relacionados a ansiedade e depressdo em
camundongos com supressao seletiva do gene Tacl. Em humanos, foi relatado que um
antagonista de receptores NK 1, o MK-869, reduziu os indices de depressao e ansiedade em
pacientes com disturbios de depressdo maior e ata ansiedade (Kramer et al., 1998). Este
conjunto de evidéncias sugere que o bloqueio de receptores NK1 € potencialmente Util no
tratamento de distUrbios relacionados a ansiedade e depressio.

Recentemente foi sintetizado um antagonista, 0 NKP608, que demonstrou



possuir alta afinidade para receptores NK1 de ratos, gerbilos e humanos, além de ser
potente, biodisponivel oralmente e capaz de atravessar a barreira hematoencefélica tanto em
testesin vivo quanto in vitro (Vassout et al., 2000). Sobre este composto, tém sido descritos
efeitos do tipo ansiolitico, similar aos produzidos por benzodiazepinicos, nos testes de
interacdo social e exploragdo social em ratos (Vassout et al., 2000; File, 2000) e no teste de
investigacdo social em gerbilos (Gentsch et al., 2002). No entanto, este composto
demonstrou um efeito parcial do tipo ansiolitico no teste de hipertermia induzida pelo
estresse em camundongos (Spooren et al., 2002), um paradigma que ndo envolve
componentes sociais. Estes resultados sugerem que os efeitos do tipo ansiolitico do
NKP608 pode depender do contexto (social/ndo-social) do teste utilizado. Além disso,
permanece a ser determinado, se 0 NKP608 e outros antagonistas de receptores NK1 serdo
igualmente efetivos em linhagens de animais com nivels basais de ansiedade contrastantes,
0 que poderia ser um modelo importante e aternativo de estados psicopatol égicos em
humanos.

Um grande desafio no estudo da ansiedade € a busca de correlagBes entre
testes animais especificos e subtipos de distirbios de ansiedade em humanos. Apesar das
dificuldades praticas em estabel ecer este tipo de relagéo, testes animais envolvendo conflito
(p. e o labirinto em cruz-elevado) sdo freglientemente vistos como modelos de distirbios
de ansiedade generalizada, enquanto que testes de interacéo social tém sido sugeridos como
modelos de fobia social ou panico Gyertyan, 1992). Por estas razfes, uma avaliacdo do
NKP608 em modelos classicos de ansiedade/emocionalidade, como o labirinto em cruz
elevado e o teste do campo aberto, poderia ser Gtil para uma melhor avaliacéo do potencial
terapéutico deste composto.

Em resumo, o conjunto de evidéncias apresentado acima sugere que fatores
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psicologicos, como a ansiedade, podem modular a reatividade nociceptiva e que fatores
genéticos tém uma influéncia significante sobre estas respostas comportamentais de
ansiedade e nocicepcdo. Ratos Lewis e SHR tém sido propostos como um modelo genético
para o0 estudo da ansiedade por exibirem atos e baixos niveis de ansiedade,
respectivamente. Uma das hipGteses para explicar as diferencas psiconeuroendocrinas
destas duas linhagens, implica o gene Taclr, mapeado através de uma andlise de QTL. Se
esta hipotese for verdadeira, poderiam ser esperadas diferencas interlinhagens no sistema da
SP/receptores NK1 e suas fungbes. Assim, esperar-se-ia uma reatividade nociceptiva
diferenciada tanto em condi¢cdo normal como apds a administracdo de SP nestas duas
linhagens em um teste de nocicepcdo persistente. Além disso, uma sensibilidade distinta
destas linhagens a antagonistas de receptores NK1 aplicados por via sistémica sobre
aspectos comportamentais de ansiedade/emocionalidade também poderia ser esperada.
Considerando os fatos descritos acima, o presente trabalho desenvolvido no laboratério de
Psicofarmacologia do Departamento de Farmacologia em conjunto com o laboratério de
Genética do Comportamento do Departamento de Biologia Celular, Embriologia e Genética

da UFSC teve 0s seguintes objetivos:
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2- OBJETIVOS

2.1- OBJETIVOS GERAIS

Caracterizar a reatividade nociceptiva basal e com a administragdo central de
SP das linhagens isogénicas de ratos LEW e SHR de ambos os sexos em um modelo de
nocicepcao persistente e investigar nelas o envolvimento de receptores NK1 em respostas

de ansiedade/emocionalidade em testes que ndo envolvam estimul os sociais.

2.2- OBJETIVOS ESPECIFICOS

Caracterizar as respostas nociceptivas de ratos LEW e SHR de ambos os sexos nas
duas fases do teste da formalina de nocicepcdo persistente e analisar as possiveis

diferencas entre linhagens e sexos.

Investigar se a injecdo intracerebroventricular de SP causa alteraces linhagem- e
sexo-dependentes na reatividade nociceptiva avaliada na segunda fase do teste da

formalina (30-60 minutos).

Verificar os efeitos do antagonista NK1, o NKP608, em ratos LEW e SHR de
ambos 0s sexos em dois testes comportamentais amplamente usados para avaliar

ansiedade/emocionalidade, o labirinto em cruz elevado e o teste do campo aberto.
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3- MATERIAIS E METODOS

3.1- Planejamento experimental

Este estudo foi realizado em trés etapas:

1 Inicialmente realizou-se um estudo comparativo da reatividade basal
das linhagens LEW e SHR de ambos os sexos nas duas fases do teste da formalina.

2. Apbs, investigou-se os efeitos da injecdo i. ¢. v. de SP sobre a
reatividade nociceptiva das linhagens LEW e SHR em parte da segunda fase do teste
da formalina (conforme verificado nos experimentos do item 1, esta foi a fase em que
as diferencas nociceptivas interlinhagens foram mais evidentes). Para este teste,
devido a disponibilidade limitada destes animais, foram reutilizados, apds quatro dias,
animais que j& haviam sido tratados com SP e testados no labirinto em cruz elevado e
no teste do campo aberto em um estudo redizado pelo grupo da professora Dra.
Thereza C. M. de Lima do Departamento de Farmacologia da UFSC, sendo que estes
ultimos dados n&o constituem parte deste trabal ho.

3. Finalmente, na terceira etapa, avaliou-se os efeitos de um antagonista

NK1, o NKP608, no labirinto em cruz elevado e no teste do campo aberto.
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3.2- Animais

No presente estudo, foram utilizadas duas linhagens isogénicas de ratos, Lewis
(LEW) e ratos espontaneamente hipertensos (SHR), que foram obtidas em 1999 da
UNICAMP (Campinas-SP) e UFES (VitériaES), respectivamente, tendo sido mantidas
desde entdo, sob um sistema de acasalamento irm&o/irma, no laboratério de Genética do
Comportamento da UFSC. Os animais foram desmamados e separados por sexo na quarta
semana de idade e, depois disso, foram aojados em gaiolas plésticas (40 x 32 x 16,5 cm)
com no Maximo cinco ratos/caixa, tendo comida (racéo comercial) e agua disponiveis ad
libitum. Eles foram mantidos sob um sistema claro/escuro de 12 h (periodo claro a partir
das 07:00 h) e temperatura controlada de 23 + 2 °C.

Para a comparacdo de ratos LEW e SHR de ambos os sexos no teste da
formalina, sem ou com tratamento com SP (etapas 1 e 2), foram utilizados animais de 12-
14 semanas de idade, pesando entre 200-350 g. As duas linhagens foram testadas
alternadamente no mesmo dia (somente um sexo/dia) e quando recebiam algum tratamento
(i. e SP ou veiculo), este também era feito aternadamente. Para os testes de
ansiedade/emocionalidade (labirinto em cruz elevado e teste do campo aberto)
especificamente, foram utilizados animais com 9 semanas de idade e a média do peso dos
animais foi de 232 g e 160 g para machos e fémeas SHR e 234 g e 172 g para machos e
fémeas LEW, respectivamente. Estes ratos foram injetados (p. 0.) com 1 dos 5 tratamentos
farmacol 6gicos e, entdo, submetidos ao labirinto em cruz elevado e, imediatamente apds, ao
teste do campo aberto. Machos e fémeas foram testados em dias aternados. Em cada dia,

ratos LEW e SHR de ambos os sexos foram tratados com algum dos cinco tratamentos e

14



testados aternadamente, sendo os tratamentos fixados aleatoriamente. Todos os testes
foram conduzidos entre 13:00 h e 18:00 h. O presente estudo foi realizado de acordo com

0s regulamentos locais para 0 uso ético de animais na pesquisa (CEUA/UFSC).

3.3- Drogas

Como anestésico para a cirurgia estereotéxica, foram utilizados o tiopental
sédico (Thionembutal ®, ABBOTT Laboratories, IllinoissEUA) e o hidrato de cloral
(Merck, Darmstadt-Alemanha). Para administracdo i. c. v. foi utilizada SP (Sigma, St.
LouissUSA), que foi preparada como solugdo estoque (1 mM), dissolvida em solugdo
tampdo-fosfato (Physiological Buffer Solution, PBS) e estocada a -20 °C em tubos
Eppendorf siliconizados. A partir desta solugéo estoque, no momento da utilizacdo, a droga
foi diluida para a concentracdo desejada com PBS. O grupo controle recebia um volume
equivalente de veiculo (PBS). A SP ou o PBS foram injetados em um volume de 2 pl, e a
concentracdo de SP foi de 10 pmol, esta dose foi selecionada a partir de estudos prévios
realizados por Gavioli et al. (1999). As drogas foram administradas 29 min depois da

injecéo de formalina.

A administracdo do antagonista NKP608 (Quinoline-4-carboxilic acid [trans-
(2R,  495)-1-(3,5-his-trifluoromethyl-benzoyl)-2-(4- chloro-benzyl)-piperidin-4-yl]-amide)
(Novartis Pharma AG; Basdl, Suica) foi realizada por gavagem ora (p. 0.). A droga foi
suspensa em 0,5 % de metilcelulose (metocel) e administrada (2 mi/kg) nas doses de 0,003;
0,03 ou 0,3 mg/kg. Estas doses foram selecionadas com base nos dados de Vassout et al.

(2000). O grupo controle recebeu um volume similar de 0,5 % de metocel. Um grupo
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adicional tratado com 5 mg/kg de clordiazepoxido-HCI serviu como controle positivo.

Todos os tratamentos foram dados 90 min antes do primeiro teste.

3.4- Administracdo central de drogas

3.4.1- Cirurgia Estereotaxica

Os animais foram anestesiados com uma mistura de tiopental sodico (20
mg/kg) e hidrato de cloral (300 mg/kg) (vol/vol; 1 mg/kg; i. p.). Em seguida, foram
individualmente imobilizados em um aparelho estereotaxico (Stéelting, mod. 300, USA) e
canulados no ventriculo lateral. Uma canula guia de 19 mm (cdibre: 22 interno; 28
externo) foi implantada no ventriculo lateral e fixada com cimento poliacrilico dentério
aderido a dois parafusos que ficavam presos ao cranio de cada animal. Utilizamos as
seguintes coordenadas estereotaxicas: 0,8 mm antero-posterior ao bregma; 1,5 mm médio-
lateral a0 bregma e 3,5 mm abaixo da superficie do cranio (Paxinos & Watson, 1986). Apds
a canulagdo, foram colocados estiletes dentro das canulas-guia para prevenir entupimento, e
estes foram removidos apenas imediatamente antes do procedimento das infusdes. Os

experimentos foram iniciados apds 5 dias de recuperacao pds-operatoria.

3.4.2- Administracao de drogas

Para a administracdo das drogas, os animais foram cuidadosamente

imobilizados com o auxilio de um pano limpo, e um injetor (1 mm maior que a canuld) foi
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inserido na canula guia. O injetor (agulha odontol 6gica) estava acoplado através de um tubo
de polietileno (PE 10) de aproximadamente 10 cm a uma seringa Hamilton ® (0,5 pl) e um
volume de 0,2 pl foi injetado em 30 s, permanecendo o injetor na canula guia por mais 30 s

depois da infusdo. Este procedimento foi realizado 29 min depois da injegdo de formalina

3.4.3- Andlise histolégica

Para verificar se as injecbes foram corretamente aplicadas, a0 término dos
experimentos, os ratos foram anestesiados com éter e perfundidos intracardiacamente com
solucéo fisiolégica (0,9 %) e, em seguida, com formaina 10 %. Os animais foram
decapitados e seus cérebros retirados e fixados em solucéo de formalina 10 %. Os animais

gue ndo apresentaram uma correta localizagdo das canulas foram descartados.

3.5- Avaliagcdo Comportamental

3.5.1- Teste da formalina

O teste da formaina de nocicepcdo foi realizado em caixas de acrilico
medindo 28 x 28 x 28 cm, com um espelho posicionado em um angulo de 45° atras da caixa
para facilitar a completa visualizagdo das patas dos ratos (Figura 1). Cada rato foi injetado

com 50 pl de formalina a5 % na regido dorsal da pata traseira direita e entdo observados
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por 60 min na comparacdo LEW e SHR, e dos 30 aos 60 min na comparacéo LEW e SHR

tratados com SP ou PBS por viai. ¢. v. O nimero de eventos nociceptivos (retraco,

mordida e lambida) da pata injetada foi quantificado através de visualizagdo direta e
considerado como indice de nocicepcdo. Geramente o teste da formalina para ratos é
dividido em duas diferentes fases. A primeira fase, de 0-10 minutos (Fase 1) e a fase tardia
de 10-60 minutos (Fase 2) (Dubuisson e Dennis, 1977; Hunskaar e Hole, 1987). As caixas
foram limpas com uma esponja com agua e secas com papel toalha entre cada animal e este

procedimento também foi adotado para os demais testes comportamentais.

Figura 1- Caixa para avaliagcdo das respostas nociceptivas no teste da formalina.
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3.5.2- Labirinto em cruz elevado (LCE)

O aparelho feito de madeira coberta com laminas de formica preta possui quatro
bracos elevados (52 cm de altura) com 50 cm de comprimento e 10 cm de largura (Figura
2). Os bracos estéo dispostos perpendicularmente, com dois bragos opostos fechados por
paredes de 40 cm de altura e dois bragos abertos, tendo em sua interseccdo uma plataforma
central (10 x 13,5 cm) que da acesso a qualquer um dos quatro bracos. Cada rato foi
colocado na plataforma central com a face voltada para um brago aberto e, em seguida, 0s
seguintes comportamentos foram registrados por 5 min: nimero de entradas e tempo gasto
(com as quatro patas) dentro de cada tipo de brago. A porcentagem de entradas nos bragos
abertos em relagdo ao nimero total de entradas foi calculada. O comportamento de cada
animal no labirinto foi gravado por uma camera de video posicionada acima do labirinto e
monitorado em outra sala via um circuito fechado de TV-camera. Neste teste, drogas ou
procedimentos com atividade ansiolitica geramente aumentam a freqiéncia de entradas
e/ou 0 tempo gasto nos bragos abertos, enquanto que procedimentos ou drogas ansiogénicas
fazem o inverso. A freqiéncia de entradas nos bracos fechados geralmente ndo é afetada

(Pellow et al., 1985).
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Figura 2- Labirinto em cruz elevado (LCE) para avaliacdo de comportamentos
relacionados a ansiedade.
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3.5.3- Teste do campo aberto (TCA)

O aparelho é feito de madeira coberta com férmica impermeédvel branca
(dividida por linhas pretas em 25 quadrados de 20 x 20 cm) e paredes brancas (Figura 3).
Cada rato foi colocado no centro do campo aberto e as seguintes varidveis foram
registradas. numero de cruzamentos periféricos, adjacentes a parede (locomogdo
periférica), nimero de cruzamentos centrais, distantes das paredes (locomogdo central),

tempo na &rea centra (tempo no centro) e numero total de bolos fecais (defecacdo).

Figura 3- Arena do teste do campo aberto (TCA) para avaliacdo de comportamentos
relacionados a emocionalidade.
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PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

Etapal

Etapa 2

Etapa 3

Formalina

(50ul, 5%, regido dorsal da pata traseira)

LEWIS SHR (O e D)

Quantificagao

Fase 1 (0-10 min) Fase 2 (10-60 min)

Estereotaxia

Implantacdo de canulas no ventriculo lateral (i. c. v.)

7 dias

Formalina

(50ul, 5%, regido dorsal da pata traseira)

LEWIS SHR (0e D)

| 29 min
Administragdo I.C.V, (2 )

SP (120 pmol) ou PBS

Quantificacéo

(30 - 60 min)

Administragéo (p. 0.)

NKP608; CDZ ou METOCEL

(NKP608 - 0,003; 0,03 ou 0,3 mg/kg; CDZ — 5 mg/kg)

LEWIS SHR (Oe D)

LCE (5 min)

TCA 5 min)
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3.6- Analise Estatistica

Os dados foram expressos como a média + o erro padrdo da média (e. p. m.).
As comparagdes estatisticas das médias dos grupos foram redlizadas por andlise de
variancia (ANOVA) de duas vias para todos os protocolos experimentais. Para analisar os
dados da reatividade basal das duas linhagens no teste da formalina (etapa 1), consideramos
0 sexo e a linhagem como variaveis independentes. Quando avaliamos o efeito da
administracdo i. c. v. de SP (etapa 2) e p. 0. do NKP608 (etapa 3) as andlises estatisticas
foram realizadas separadamente para cada sexo usando ANOVA de duas vias para efeito
linhagem e tratamento. As comparacOes especificas entre LEW e SHR tratados com veiculo
foram realizadas para cada sexo usando o teste t de Student. Para uma varidvel especifica
(tempo gasto nos bragos abertos do LCE), na qual a ANOVA de duas vias detectou apenas
um efeito proximo da significancia para o tratamento com NKP608, também foi realizada
uma ANOVA de uma via para efeito tratamento em ratos LEW machos somente. Para
todos os dados, o teste de Duncan foi utilizado nas comparagdes post-hoc das médias em
pontos individuais sempre que um efeito significativo fosse detectado pela ANOVA. Todas

as analises foram realizadas utilizando o programa estatistico, “ Satistica 5.1” .
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4- RESULTADOS

4.1- Comparacao LEW e SHR no teste da formalina de nocicepcéao

Os resultados agrupados por linhagem e sexo sdo apresentados na Figura 4. A
andlise de variancia, ANOVA de duas vias, revelou um efeito significante para linhagem
(F1, 29)= 145,7; p < 0,01) e sexo (F(1, 29)= 6,8; p < 0,05) para a Fase 2 do teste da formalina
Ratos LEW de ambos os sexos, na Fase 2, foram claramente mais reativos a formalina,
guando comparados com ratos SHR, o que fica evidenciado por um maior nimero de
eventos nociceptivos (retragdo, lambida ou mordida) observados nestes subgrupos. Por
outro lado, na fase inicial do teste (Fase 1), apesar de haver uma tendéncia na mesma
direcio (LEW > SHR), observada para ambos os sexos, ndo houve diferencas

estatisticamente significantes.
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Fase 1

100
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80— _T_
70+
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B SHR
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MACHOS FEMEAS

Fase 2

450+
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350

[ lLewis
H SHR

-

300
250
200

150
**
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MACHOS FEMEAS

100+

NUmero de eventos

50

Figura 4- Numero de eventos nociceptivos (retracdo, mordida ou lambida) no teste da
formalina realizados por ratos LEW e SHR de ambos os sexos. A Fase 1 corresponde ao
tempo de 0-10 min e a Fase 2 dos 10-60 min depois dainjecdo de formalina (5 %) naregiéo
dorsa da pata traseira. As barras e as linhas verticais representam a média e o e. p. m. dos
animais agrupados por sexo e linhagem (machos LEW, machos e fémeas SHR, n=9; fémeas
LEW, n=6). Para cada sexo, diferencas significantes interlinhagens sdo representadas por
** (p< 0,01, ANOVA deduasvias).
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4.2- Efeito da administracédo i. c. v. de SP em ratos LEW e SHR no
teste da formalina de nocicepc¢éo

Os resultados agrupados por sexo, linhagem e tratamento sdo apresentados na
Figura5. Para os ratos machos, a ANOVA de duas vias revelou um efeito significante para
linhagem (F(1, 25y= 29,2; p < 0,01) e tratamento (F, 25= 5,5; p < 0,05). As comparagoes
post-hoc subseqUentes indicaram que ratos machos LEW foram mais reativos a formalina
em comparagdo com ratos SHR, por exibirem um maior nimero de eventos nociceptivos (p
< 0,01) avaliados em parte da Fase 2 do teste da formalina (30-60 min). Além disso, o teste
post-hoc revelou um aumento significante do nimero de eventos nociceptivos para ratos
LEW tratados com SP (i. c. v.), em comparagdo com os animais LEW gque receberam PBS
(controle) (p < 0,05). Para as fémeas, a andlise por ANOVA de duas vias revelou um efeito
significante para linhagem somente (F1, 3= 30,5; p < 0,01), sendo que as ratas LEW foram
mais reativas a formaina do que as ratas SHR, exibindo maior nimero de eventos
nociceptivos. O tratamento com SP n&o produziu ateracOes estatisticamente significantes

para as fémeas das duas linhagens.
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Figura 5- Numero de eventos nociceptivos (retragdo, mordida ou lambida) no teste da
formalina realizados por ratos LEW e SHR de ambos os sexos tratados (29 min depois da
formalina) com SP (10 pmol) ou PBS por viai. c. v. e avaliados dos 30-60 min. As barras e
as linhas verticais representam a média e 0 e. p. m. dos animais agrupados por Sexo,
linhagem e tratamento (machos LEW tratados com SP ou PBS, n=6; machos SHR tratados
com SP, n=9 ou PBS, n=8; fémeas LEW tratadas com SP, n=8 ou PBS, n=12; e fémeas
SHR tratadas com SP ou PBS, n=9). Para cada linhagem, diferencas significantes do
tratamento em relagdo ao grupo controle sdo representadas por * (p < 0,05). Diferencas
significantes interlinhagens para ratos tratados com veiculo sdo representadas por * (p <
0,01; ANOVA de duas vias, seguida do teste de Duncan).
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4.3- Efeitos do NKP608 sobre a ansiedade no Labirinto em cruz
elevado (LCE)

Para machos, os resultados agrupados por linhagem e tratamento sdo
apresentados na Tabela 1 e Figura 6. A ANOVA de duas vias revelou um efeito
significante do tratamento sobre o tempo gasto nos bragos abertos (F, 90)= 3,73; p < 0,01),
0 nimero de entradas nos bracos abertos (F, 90= 12,43; p < 0,01), a porcentagem de
entradas nos bragos abertos (F, 90= 6,09; p < 0,01), o tempo gasto nos bragos fechados
(Fa, 90= 3,46; p < 0,01) e 0 nimero de entradas totais nos bragos (Fg, 9= 10,72; p < 0,01).
As comparagdes post-hoc indicaram que ratos LEW tratados com CDZ (5 mg/kg) gastaram
mais tempo nos bragcos abertos (p < 0,05) e apresentaram uma maior porcentagem de
entradas nos bragos abertos (p < 0,01) do que o grupo controle. Além disso, ratos LEW
tratados com CDZ ou NKP608 (0,3 mg/kg) apresentaram mais entradas nos bracos abertos
(p< 0,01 parao CDZ e p < 0,05 parao NKP608), mais entradas totais nos bracos (p < 0,01)
e gastaram menos tempo nos bracos fechados (p < 0,01 para o CDZ e p < 0,05 para o
NKP608) do que o grupo controle. A comparacdo post-hoc seguida da ANOVA de umavia
para efeito tratamento em machos LEW somente, revelou que o CDZ e o NKP608 (0,3
mg/kg) causaram um significante aumento do tempo gasto nos bragos abertos neste sub-
grupo especifico. Ratos SHR tratados com CDZ apresentaram uma maior porcentagem (p <
0,05) e nimero (p < 0,01) de entradas nos bragos abertos e mais entradas totais nos bracos
(p < 0,01) do que os ratos controle. As comparagdes interlinhagens indicaram que ratos
SHR tratados com veiculo gastaram mais tempo nos bragos abertos (t= -3,04; p < 0,01) e

menos tempo nos bragos fechados (t= 4,21; p < 0,01) do que ratos LEW.
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Figura 6- Tempo gasto nos bracos abertos e nimero de entradas nos bracos abertos e
fechados do labirinto em cruz elevado por ratos machos LEW e SHR tratados com CDZ,

metocel (0,5 %) ou NKP608 em trés diferentes doses. As barras e linhas verticais
representam a média e o e. p. m. dos animais agrupados por linhagem e tratamento (n=10).

Para cada linhagem, diferencas significantes do tratamento em relagcdo ao grupo controle
s80 representadas por * ou ** (p < 0,05 e p < 0,01, respectivamente; ANOVA de duas vias,

seguida do teste de Duncan). Diferencas significantes interlinhagens para ratos tratados
com veiculo s#0 representadas por * (p < 0,01; teste t de Student). * Diferencas
significantes do tratamento em relacdo ao grupo controle quando ANOVA de uma via foi

aplicada pararatos LEW somente (p < 0,05).
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Tabela 1- Medidas no labirinto em cruz elevado (média + e. p. m.) de ratos machos LEW e

SHR com 9 semanas de idade.

Tratamento Dose Entradas nos Tempo nos Entradas totais
(mg/kg, v. 0.) bragos abertos  bragos fechados nos bragos
(%) ()
LEW
CDz 5 49,0 + 4,2** 126,6 £ 13,3** 16,1+ 1,4**
Veiculo 0 20,5+ 6,0 1834+ 10,4 79+12
NKP608 0,003 25,6+ 6,9 158,6 £ 12,3 11,7+ 1,7
0,03 319+64 1715+ 11,3 93+14
0,3 334+50 141,7 £ 10,0* 13,4+ 1,7**
SHR
CDz 5 55,6 £ 1,2* 69,4+ 6,7 15,8+ 1,1**
Veiculo 0 34,4+6,3 103,5 + 15,8% 9,4+0,8
NKP608 0,003 325+5,0 109,0+ 12,7 94+0,8
0,03 49,3+ 7,3 87,3+ 19,3 9,1+0,8
0,3 352+6,7 98,3+ 15,2 9,7+11

Para cada linhagem, diferencas significantes do tratamento em relagdo ao grupo

controle sdo representadas por * e ** (p < 0,05 e p < 0,01, respectivamente; ANOVA

de duas vias, seguida do teste de Duncan). Diferencas significantes interlinhagem para

ratos tratados com veiculo s30 representadas por * (p < 0,01; teste t de Student).
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Para fémeas, os resultados sdo agrupados por linhagem e tratamento e
apresentados na Tabela 2e Figura 7. A ANOVA de duas vias revelou um efeito gera
significante do tratamento para o tempo gasto nos bracos fechados (F, 90= 5,45; p < 0,01)
e para 0 nimero de entradas totais nos bracos do labirinto (Fa, 0= 7,47; p < 0,01). Foi
encontrada uma significante interagdo tratamento x linhagem para o tempo gasto nos bragos
abertos (F4, 90)= 2,49; p < 0,05), para 0 nimero de entradas nos bragos abertos (F, 90)=
4,27, p < 0,01) e para a porcentagem de entradas nos bragos abertos (F(, 99= 2,81; p <
0,05). As analises post-hoc demonstraram que fémeas SHR tratadas com CDZ fizeram mais
entradas nos bragos abertos, exibiram maior porcentagem de entradas nos bragos abertos,
gastaram menos tempo nos bracos fechados e realizaram mais entradas totais nos bragos (p
< 0,01) do que o grupo controle. Ainda, fémeas SHR tratadas com ambos CDZ e NKP6038
(0,03 mg/kg) gastaram mais tempo nos bragos abertos (p < 0,01 para CDZ e p < 0,05 para
NKP608) do que seu grupo controle. A ANOVA também revelou um efeito geral para
linhagem para entradas nos bragos fechados (LEW > SHR). A comparagéo interlinhagem
indicou que fémeas SHR gastaram menos tempo nos bragos fechados (t= 2,93; p < 0,01) do

gue as fémeas LEW.
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Figura 7- Tempo gasto nos bragos abertos e nimero de entradas nos bracos abertos e
fechados do labirinto em cruz elevado por fémeas LEW e SHR tratadas com CDZ, metocel
(0,5 %) ou NKP608 em trés diferentes doses. As barras e linhas verticais representam a
média e 0 e. p. m. dos animais agrupados por linhagem e tratamento (n=10). Para cada
linhagem, diferencas significantes do tratamento em relagdo a0 grupo controle sdo
representadas por * ou ** (p < 0,05 e p < 0,01, respectivamente; ANOVA de duas vias,
seguida do teste de Duncan).

32



Tabela 2- Medidas no labirinto em cruz elevado (média £ e. p. m.) de ratos fémeas LEW e

SHR com 9 semanas de idade.

Tratamento Dose (mgkg, Entradas nos Tempo nos Entradas totais
V. 0.) bracos abertos  bragos fechados nos bragos
(%) ()
LEW
CDz 5 47,7+ 3,0 109,0 £ 10,7 18,0+ 1,4
Veiculo 0 40,2+ 4,2 1296+ 7,1 154+ 1,3
NKP608 0,003 40,8+ 5,7 146,8+ 11,5 141+16
0,03 339+54 146,7 £ 12,2 125+15
0,3 441+24 122,7+9,1 159+0,9
SHR
CDz 5 68,4 + 2,6%* 46,4 + 6,9** 21,6 £ 0,8**
Veiculo 0 43,2+ 3,0 97,7 + 8,2% 14,8+ 0,9
NKP608 0,003 50,0+ 4,0 785+11,2 14,8+ 0,9
0,03 52,2+ 35 839+104 157+1,1
0,3 443+ 2,6 98,6+ 7,0 149+12

Para cada linhagem, diferencas significantes do tratamento em relagdo ao grupo
controle sdo representados por ** (p < 0,01). Diferengas significantes interlinhagem

para ratos tratados com veiculo s3o representadas por ** (p < 0,01; teste t de Student).
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4.4- Efeitos do NKP608 sobre a emocionalidade no Teste do campo
aberto (TCA)

Para os ratos machos, os resultados agrupados por linhagem e tratamento séo
apresentados na Figura 8e Tabela 3 A ANOVA de duas vias revelou uma significante
interagdo tratamento x linhagem para locomogéo central (F4, s9)= 3,33; p < 0,05) e para
tempo no centro (F, ss)= 2,89; p < 0,05). As andlises post-hoc demonstraram que machos
da linhagem SHR tratados com CDZ ou com qualquer uma das doses de NKP608
realizaram uma maior nimero de cruzamentos e gastaram mais tempo na érea central e
aversiva do campo aberto do que ratos controle tratados com veiculo (p < 0,01). Nenhum
efeito dos tratamentos foi observado em ratos LEW machos. A ANOVA também revelou
um efeito geral para linhagem para locomocdo periférica (LEW > SHR). A comparacdo
interlinhagem de ratos tratados com veiculo revelou que ratos SHR cruzaram mais
quadrantes (t=-4,79; p<0,01) e gastaram mais tempo (t=-2,41; p<0,05) na érea centra da

arenado que ratos LEW.
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Figura 8- Locomocéo e tempo gasto na area central e locomocgao total no teste do campo
aberto por ratos machos LEW e SHR tratados com CDZ, metocel (0,5 %) ou NKP608 em
trés diferentes doses. As barras e linhas verticais representam a média e 0 e. p. m. dos
animais agrupados por linhagem e tratamento (n=9). Para cada linhagem, diferencas
significantes do tratamento em relac&o ao grupo controle sdo representadas por ** (p<0,01;
ANOVA de duas vias seguido do teste de Duncan). Diferencas significantes interlinhagens
para ratos tratados com vefculo sio representadas por ¥ e # (p<0,05 e p<0,01,
respectivamente; teste t de Student).
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Tabela 3- Medidas no teste do campo aberto (média £ e. p. m.) de ratos machos LEW e
SHR com 9 semanas de idade.

Tratamento Dose (mgkg, Defecacdo L ocomocéo
V. 0.) periférica

LEW
CDz 5 20+0,6 79,9+ 9,6
Veiculo 0 1,7+0,8 82,6 + 10,2
NKP608 0,003 2,3+0,8 93,0+6,2
0,03 2,7+05 76,8+ 10,3
0,3 2,4+0,6 79,0+ 8,7

SHR
CDz 5 30+04 61,7+ 3,9
Veiculo 0 29+0,6 60,4+ 34
NKP608 0,003 1,9+0,5 64,9+ 3,2
0,03 2,4+05 55,0+ 4,9
0,3 24+04 64,0+ 4,4
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Para fémeas, os resultados agrupados por linhagem e tratamento sdo
apresentados na Figura 9 e Tabela 4. A ANOVA de duas vias ndo revelou nenhum efeito
no fator tratamento, mas demonstrou um efeito geral da linhagem (SHR > LEW) sobre a
locomog&o central (F, 90)=172,21; p<0,01), o tempo no centro (F, 00)=123,76; p<0,01) e a
locomogéo total (F,90=21,19; p<0,01). Para animais tratados com veiculo, as fémeas SHR
exibiram uma maior locomocao (t=-5,46; p<0,01) e gastaram mais tempo (t=-3,76; p<0,01)
na area central do campo aberto do que fémeas LEW. Para defecacdo, nenhum efeito

significante foi observado tanto para machos quanto para fémeas.
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Figura 9- Locomocado e tempo gasto na &rea central e locomogdo total no teste do campo
aberto pelas fémeas LEW e SHR tratadas com CDZ, metocel (0,5 %) ou NKP608 em trés
diferentes doses. As barras e linhas verticais representam a média e o0 e. p. m. dos animais
agrupados por linhagem e tratamento (n=9). Diferencas significantes interlinhagens para
ratas tratadas com vefculo s30 representadas por *# (p<0,01; teste t de Student).
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Tabela 4- Medidas no teste do campo aberto (média = e. p. m.) de ratas LEW e SHR

fémeas com 9 semanas de idade.

Tratamento Dose (mgkg, Defecacdo L ocomocéo
V. 0.) periférica

LEW
CDhz 5 22+0,7 851+54
Veiculo 0 1,3+ 0,6 89,972
NKP608 0,003 2,4+0,7 86,0+ 7,1
0,03 2,3+0,7 89,4+6,1
0,3 1,1+0,6 79,7114

SHR
CDz 5 1,2+0,6 90,5+ 5,3
Veiculo 0 22+£0,6 84,452
NKP608 0,003 1,6+0,7 869+44
0,03 0,7+04 84,2+28
0,3 1,0+0,6 78,8+ 5,3
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5- DISCUSSAO

A dor ndo é simplesmente determinada pela intensidade da estimulacdo
nociceptiva, mas também depende de fatores psicolégicos como o estado emocional e
motivacional de um organismo. Alguns estudos indicam que a ansiedade € um fator
emocional que pode influenciar de maneira importante a severidade da dor. Em humanos,
tem sido sugerido que a ansiedade ndo sO aumenta a sensibilidade a dor como também
resulta em uma necessidade de maiores quantidades de analgésicos para 0 seu alivio
(Rhudy e Meagher, 2000; Stimmel, 1997). Apesar destas evidéncias, h4 uma grande
dificuldade em estabelecer esta relacdo em animais de laboratorio (Meagher et al., 1998) e
encontrar modelos animais apropriados que correlacionem nocicepcdo e ansiedade ainda €
um grande desafio. Sendo assim, a descoberta de novos modelos e técnicas experimentais
gue favoregcam o aparecimento desta relacdo, representaria um avanco fundamental para o
entendimento das bases neurobiol 6gicas envolvidas em tais processos, de modo a favorecer
o0 desenvolvimento de novos medicamentos e estratégias terapéuticas com menor incidéncia
de efeitos colaterais indesgjados para o tratamento de processos dolorosos.

Os resultados do presente estudo demonstram que ratos LEW (mais ansiosos),
de ambos os sexos, exibem uma exagerada resposta comportamental de nocicepcdo durante
a segunda fase do teste da formalina, quando comparados a ratos da linhagem SHR (menos
ansiosos). Isto foi evidenciado pelo maior nimero de eventos nociceptivos observados em
ratos LEW (aproximadamente 4 vezes maior, em relacdo aos ratos SHR). Na primeira fase
do teste, houve uma tendéncia no mesmo sentido (LEW > SHR), embora n&o

estatisticamente significante. Estes dados sugerem que estas diferencas estgjam
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possivelmente relacionadas as diferencas basais nos niveis de ansiedade comumente
observadas entre ratos LEW e SHR e que, apesar de serem dados preliminares, 0s mesmos
sugerem que este par de linhagens constitui um modelo genético Util para o estudo da dor.

A ansiedade é caracterizada por uma sensacdo desagradavel de apreensdo e
antecipacdo a um estimulo aversivo em potencial, e resulta em aumento da vigilancia e da
tensdo somatica. I1sto causa um aumento atencional (somatico e ambiental) que facilita a
receptividade sensorial. Os resultados do presente estudo estdo de acordo com estes dados
obtidos em estudos clinicos, nos quais, verifica-se que pacientes com tracos de alta
ansiedade fregiientemente relatam uma maior atencéo e percepcao da dor (Dougher, 1979;
Maow et al., 1987; Barlow et al., 1996).

As diferencas nociceptivas observadas entre as duas linhagens poderiam ser
resultantes apenas de fatores atencionais, dissociados das caracteristicas relacionadas a
ansiedade, haja visto que a linhagem de ratos SHR também tém sido estudada como um
modelo animal de disturbio de hiperatividade e déficit de atencdo (Morméde et al., 2002).
Estudos com humanos sugerem que, quando a atencdo de um individuo esté direcionada
para o foco da dor, a sensacéo desta poderia estar aumentada. Por outro lado, quando o foco
da atencdo estd voltado para outro estimulo qualquer (i. e., distracdo), a reatividade
dolorosa pode ser sensivelmente reduzida (Arntz et al., 1994; Weisenberg et al., 1984;
Janssen e Arntz, 1996). Ainda assim, quando individuos estdo em uma situacdo normal, isto
€, nem com a atengdo direcionada ao foco da dor, nem atraidos para outro foco, a ansiedade
(maior ou menor) pode influenciar a sensacdo de dor para cada individuo (Arntz et al.,
1994; Janssen e Arntz, 1996). Em outras palavras, o individuo mais ansioso tende a sentir
mais dor. Apesar da cautela necesséria para a extrapolacdo de dados clinicos para model os

animais, € possivel que tal correlacdo tenha ocorrido no presente estudo. Os ratos SHR
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exibiram um numero constante e reduzido de eventos nociceptivos ao longo do tempo
(dados ndo demonstrados), especialmente na segunda fase do teste da formalina. Por ser um
teste de longa duracdo, o animal j& estava habituado com o ambiente e apresentava-se
estético, apenas apresentando eventos de retracdo da pata injetada. Portanto, o fator
atencdo, provavelmente, ndo seria responsavel pelas diferencas nociceptivas observadas
entre as linhagens.

De outra perspectiva, sabe-se que os ratos SHR tém uma sensibilidade
nociceptiva diferenciada quando comparados a ratos isogénicos Wistar Kyoto (WKY)), seu
controle normotenso. Ratos SHR exibem uma maior laténcia a nocicepcdo quando
comparados aos ratos WKY no teste da placa quente (Sitsen e Jong, 1983; Hoffmann et al.,
1998), no teste de retirada da cauda a um estimulo térmico (Saavedra, 1981) e no teste de
nocicepcdo mecanica de Randall-Sdlitto (Chipkin e Latranyi, 1984). Outros estudos,
contudo, indicam ateracfes conflitantes no processamento nociceptivo destes animais. Por
exemplo, ratos SHR e WKY ndo diferiram no teste de retirada da cauda a um estimulo
térmico (Meller et al., 1992) ou na placa quente (Wendel e Bennett, 1981), enquanto no
teste da formalina, ratos SHR exibiram respostas nociceptivas normais (Tchakarov et al.,
1985) ou mesmo exageradas (Taylor et al., 1995). Mais recentemente, Taylor et al. (2001),
verificaram que os ratos SHR foram hipoal gésicos no teste da placa quente e hiperalgésicos
em dois modelos de nocicepcdo persistente, quando comparados a ratos WKY ou a ratos
geneticamente heterogéneos Sprague-Dawley. Em suma, a hipoalgesia de ratos SHR parece
ser restrita a um numero limitado de model os agudos como o teste da placa quente.

No mesmo estudo acima mencionado (Taylor et al., 2001), os autores
investigaram, se a hipoalgesia apresentada por ratos SHR no teste da placa quente estava

relacionada a presséo arterial destes animais. Foi verificado, assim como em outros estudos
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(Sitsen e Jong, 1983), que a hipertensdo arteria ndo esta relacionada as respostas
nociceptivas. Em adicdo, Irvine et al. (1995), verificaram que a droga anti-hipertensiva
hidralazina foi efetiva em reduzir a pressdo arterial de ratos SHR a nivels comparaveis aos
animais normotensos, mas teve pouca influéncia sobre os parametros nociceptivos no teste
da placa quente. Por outro lado, o captopril, outra droga anti-hipertensiva, menos efetiva do
gue a hidralazina em reduzir a pressdo arterial de ratos SHR, eliminou as diferencas na
laténcia no teste da placa quente. Este efeito observado com o captopril sobre a nocicepcéo
pode ser devido a acdo desta droga sobre os niveis de peptideos como a SP ou a
bradicinina. O captopril tem como mecanismo de agdo a inibicdo da enzima conversora de
angiotensina (ECA), sendo que a SP e a bradicinina séo substratos para esta enzima (ECA).
Neste caso, a concentracdo destes peptideos poderia estar aumentada, consequientemente,
aumentando a resatividade nociceptiva no teste da placa quente de forma indireta e ndo pelo
fato de diminuir a pressdo arterial. Estas evidéncias, associadas aguelas que ja foram
mencionadas anteriormente, indicam que ratos SHR exibem uma resposta nociceptiva e
cardiovascular exagerada (Taylor et al., 1995) no teste da formalina; que a presséo arterial
per se ndo é um fator primario em mediar as diferencas nociceptivas encontradas entre ratos
LEW e SHR, e sugerem ainda que neuropeptideos como a SP podem estar envolvidos
nestas diferencas.

Outro aspecto relevante a ser discutido é o possivel envolvimento do eixo
HPA nos resultados agui obtidos. O eixo HPA pode ser ativado pela exposicdo de animais a
situacbes de estresse Sternberg et al., 1992) ou também por estimulos nociceptivos,
incluindo o teste daformalina (Alois et al., 1995). Estes fatores estimulam uma cascata de
eventos, envolvendo a liberacdo de CRH do nucleo paraventricular do hipotdlamo, que

favorece a secrecdo de hormonios adrenocorticotréficos (ACTH) pela pituitéria que, por
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suavez, estimulam a liberac&o de corticosterona pelo cortex adrenal ao sistema circulatério.
Fatores genéticos também sdo parciadmente responsaveis pela variacdo interindividual
observada nas respostas relacionadas ao estresse (Castanon e Mormede, 1994). Sabe-se que
ratos da linhagem LEW apresentam uma atividade diminuida ou atenuada do eixo HPA,
evidenciado pela falta ou um menor aumento dos horménios CRH, ACTH e corticosterona
em resposta a uma variedade de eventos estressantes (Sternberg et al., 1992), quando
comparados a outras linhagens de ratos. Por outro lado, ratos SHR exibem uma resposta
exacerbada do sistema simpatico ao estresse em comparacdo com outras linhagens de ratos
(Kirby et al., 1989; McCarty et al., 1978).

Com base nestas evidéncias, poder-se-ia questionar se as respostas
nociceptivas diferenciadas entre ratos LEW e SHR n&o seriam decorrentes das suas
diferencas na atividade do eixo HPA. Hé vérias décadas, sabe-se que os glicocorticdides (p.
e. corticosterona, hidrocortisona) possuem, dentre outras, uma atividade antiinflamatoria
(Hench et al., 1950; Barnes e Adcock, 1993). O teste da formalina apresenta um importante
aspecto que é a sua natureza hifasica das respostas nociceptivas, evidente em ratos,
camundongos, gatos, macacos e humanos (Dubuisson e Dennis, 1977; Alrga et al., 1984;
Tjdsen et al., 1992). A primeira fase reflete uma estimulacdo direta das fibras C, enquanto
gue a segunda fase envolve a formacdo de mediadores inflamatdrios periféricos e um
processo de sensibilizacdo central (Hunskaar e Hole, 1987; Levine et al., 1993).

No presente estudo, coincidindo com estas evidéncias, as respostas
nociceptivas interlinhagens foram contrastastes na segunda fase do teste da formalina.
Taylor e colaboradores (1998) verificaram um grande aumento e de longa duragéo na
concentracdo de ACTH e corticosterona, particularmente na segunda fase do teste da

formalina. Apesar da corticosterona exercer acfes antiinflamatorias e das evidéncias de que
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a inflamag&o contribui para a nocicepcéo no teste da formalina (Tjglsen et al., 1992), os
resultados daquele estudo indicaram que a liberagdo de corticosterona enddgena ndo foi
antinociceptiva (Taylor et al., 1998). Sendo assim, a liberacdo de corticosterona induzida
pela formalina ndo parece reduzir a nocicepcdo e estes resultados sdo consistentes com
outros estudos (Lariviere et al., 1995; Fuchs e Melzack, 1996). Com base nestas evidéncias
e embora no presente estudo ndo tenham sido efetuados experimentos especificos para este
fim, podemos supor gque o envolvimento do eixo HPA nas respostas aqui obtidas ndo parece
constituir papel preponderante em nosso estudo.

Uma hipétese dternativa para explicar as diferencas entre linhagens
observadas no presente estudo, seria um possivel envolvimento de mecanismos anal gésicos
endogenos. Varios estudos animais sugerem que a sensibilidade nociceptiva é diminuida
pelo medo, estresse ou dor (Lewis et al., 1980; Blair et al., 1982; Melzack e Wall, 1965). A
injecdo de formalina é um fator que pode ativar sistemas antinociceptivos. Este fato é
refletido na interffase (10-20 min), periodo em que as respostas nociceptivas sao
acentuadamente atenuadas pela liberagdo de substancias antinociceptivas endogenas (p. e.
endorfinas). Em nosso experimento, apos este periodo entre a primeira e segunda fase,
observamos um aumento gradativo e depois uma constancia das respostas nociceptivas para
ambas as linhagens, sugerindo que a ativagdo deste sistema antinociceptivo descendente
ndo persistiu na segunda fase. Esta justificativa ainda pode ser reforcada pelo fato de que,
geralmente, animais mais ansiosos ativam mais intensamente sistemas antinoci ceptivos do
gue animais menos ansi0sos, ao contréario do que poderia ser cogitado neste estudo.

Como mencionado na introducdo deste trabaho, através de um
intercruzamento (F2) entre as linhagens LEW e SHR, foi mapeado um QTL no

cromossomo 4, proximo ao gene Taclr, afetando comportamentos relacionados a
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emocionalidade. Este gene, devido a sua funcdo e localizacéo, foi o0 melhor gene candidato
para respostas emaocionais identificado naquele estudo (Ramos et al., 1999). Se este gene €,
de fato, o responsavel pelos efeitos emocionais observados, seria de se esperar que 0s ratos
LEW e SHR diferissem em relagdo ao receptor NK1 e também em relacdo a suas
propriedades funcionais. Sabe-se, desde a década de 50, que a SP esta intimamente
relacionada a transmissdo nociceptiva (Lembeck, 1953). Mais recentemente, tem sido
verificado que a SP e os receptores NK1, modulam a ansiedade e a depressdo (Kramer et
al., 1998). Sendo assim, a SP e seu receptor preferencial NK1 podem estar implicados nas
diferencas comportamentais de nocicepcdo e de ansiedade/emocionalidade observadas entre
aslinhagens LEW e SHR.

Na conducdo dos estimulos nociceptivos, sabe-se que, perifericamente, a
liberacdo de SP contribui para uma resposta inflamatéria neurogénica, induzindo
vasodilatacdo de arteriolas e extravasamento de proteinas plasmaticas em vénulas pos-
capilares que promovem edema (Harrison e Geppetti, 2001; Lembeck e Holzer, 1979),
além de induzir um acimulo de outras substéancias implicadas em inflamag&o, nocicepcdo e
sensibilizacdo de nociceptores. Em nivel de medula espinhal, h& uma grande concentracéo
de SP nas laminas superficiais do corno dorsal e diversas evidéncias indicam que a
liberac&o de SP contribui para o processamento nociceptivo espinhal (Cuello et al., 1993).
No teste da formalina em particular, estudos demonstram que antagonistas de receptores
NK1 (Seguin et al., 1995) bem como a delecéo genética de receptores NK1 (De Felipe et
al., 1998) exercem uma sUpPressao No processamento nociceptivo, especificamente durante
a segunda fase do teste.

Como descrito no paragrafo anterior, as evidéncias do envolvimento da SP na

transmissdo dos estimulos nociceptivos sdo mais convincentes na periferia: nas terminacoes
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dos nervos sensoriais (aferentes primarios) e no corno dorsal da medula espinhal onde estes
neurénios aferentes primérios (principamente fibras C) fazem singpse com neurdnios de
segunda ordem através da liberagdo de glutamato e SP. No entanto, em nivel supramedular,
o envolvimento da SP ainda € pouco estudado. Alguns dados da literatura mostram que os
resultados obtidos pela injegdo i. c. v. de SP sobre a reatividade nociceptiva séo muito
complexos. Harelatos de que SP entre 2 e 2000 pmol néo afeta as respostas nociceptivas de
camundongos e ratos no teste da placa quente (Hayes e Tyres, 1979). JA Mathe-
Sphirenssen et al. (1978), encontraram que a injecdo de SP na dose de 30 pmol induziu
antinocicepcdo em ratos. Frederickson et al. (1978) demonstraram que a SP (1,25-5 pmol)
injetada i. c. v. também produziu um efeito antinociceptivo sensivel a naloxona em
camundongos, entretanto, quando a dose aplicada foi maior que 50 pmol, um efeito
hiperalgésico foi observado. Sendo assim, a SP pode ter uma acdo dua no cérebro,
liberando opidides enddgenos em baixas doses e excitando a atividade de vias neuronais
nociceptivas em doses maiores.

No presente estudo quando administramos SP ha dose de 10 pmol, por viai. c.
V., verificamos um aumento significativo do niumero de eventos nociceptivos em ratos
LEW machos comparados ao respectivo grupo controle, sugerindo uma maior sensibilidade
a SP destes animais sobre a reatividade nociceptiva no teste da formalina. O mesmo
tratamento, embora ndo estatisticamente significante, produziu uma tendéncia no mesmo
sentido (SP > PBS) para fémeas LEW e machos SHR, porém ndo modificou as respostas
para fémeas SHR. Na comparacdo dos animais que receberam PBS, replicando e
reforcando nossos resultados, verificamos que ratos LEW de ambos os sexos exibiram uma

maior quantidade de eventos nociceptivos do que ratos SHR.
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Apbs sinapse dos neurdnios aferentes primarios com neurdnios aferentes de
segunda ordem, os impulsos nociceptivos sd0 conduzidos, através de diversos tratos
ascendentes, para éreas cerebrais superiores. Em nosso estudo, o efeito pré-nociceptivo
induzido pela SP para ratos LEW machos é de origem supramedular devido, talvez, a
ativacdo direta de vias aferentes em &reas cerebrais superiores, ou, de forma indireta, pelo
envolvimento facilitatorio de outras é&reas periventriculares. Permanece a serem
determinadas as exatas estruturas envolvidas neste processo.

Dentre as areas cerebrais implicadas na condugdo dos estimulos nociceptivos,
o tdlamo é uma importante estrutura que integra estes impulsos. Varias fibras ascendentes
espinhais contendo SP projetam-se ao talamo através de tratos nociceptivos cléssicos como
o trato espino-talamo-cortical (Battaglia et al., 1992). Vé&rias outras vias, contendo SP,
originadas da medula espinha e de sitios do tronco cerebral, implicadas em nocicepcéo,
convergem para nucleos taldmicos (Monconduit et al., 1999; Ranville, 2002; Otsuka e
Yoshioka, 1993). Em nosso estudo, a SP pode estar atuando de forma a facilitar a
transmissdo aferente dos impulsos nociceptivos, através de sinapses entre neurénios do
talamo e neurbnios de terceira ordem, que conduzem os impulsos para areas corticais e
subcorticais envolvidas em aspectos cognitivos, motivacionais e afetivos da sensagéo
nociceptiva (Besson, 1999). Alternativamente, a SP pode estar afetando estruturas
periventriculares implicadas em comportamentos relacionados a ansiedade e nocicepcao,
gue, indiretamente, podem estar interferindo na sensagcdo nociceptiva. Tratos ascendentes
gue conduzem os impulsos nociceptivos também se projetam diretamente para areas
limbicas periventriculares, como por exemplo, aamigdala e o hipotdlamo, ou indiretamente
passando pelo tdlamo (Besson, 1999). Neste sentido, estudos indicam que a administracéo

de SP por viai. c. v. (Teixeira et al., 1996; Gavioli et al., 2002) ou intra septal (Gavioli et
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al., 1999) pode causar efeitos ansiogénicos em roedores que, por sua vez, poderia estar
facilitando a receptividade sensorial. Contudo, isto ainda ndo foi pesquisado nestas
linhagens de ratos.

Em conjunto, os resultados obtidos nos testes de nocicepgdo sem ou com
tratamento com SP, sugerem que as diferencas na sensibilidade nociceptiva verificadas
entre as linhagens de ratos LEW e SHR ndo devem estar relacionadas a fatores como a
pressdo arterial, atividade/reatividade do eixo HPA ou mecanismos antinociceptivos
enddgenos. No entanto, estudos futuros dedicados especificamente a investigacdo destes
aspectos serdo necessarios antes que qualquer destes fatores possa ter seu envolvimento de
fato descartado.

Alternativamente, as diferencas nociceptivas entre os ratos LEW e SHR
poderiam estar correlacionadas, entdo, as diferencas basais de ansiedade/emocionalidade
observadas entre estas linhagens (Ramos et al., 1997; 1998). Portanto, as linhagens de ratos
LEW e SHR podem representar um modelo genético Util para o estudo de comportamentos
nociceptivos influenciados por fatores afetivo-emocionals e podem ser importantes
ferramentas para a busca de novas abordagens e medicamentos para o tratamento da dor em
humanos. Além disso, estes resultados também sugerem que a SP pode estar envolvida na
transmissdo aferente dos impulsos nociceptivos em nivel supramedular através de uma acéo
facilitatéria direta sobre estruturas implicadas na condugdo dos impulsos nociceptivos ou,
indiretamente, através de uma agdo sobre estruturas limbicas periventriculares que
poderiam estar amplificando a sensagéo/reacéo nociceptiva. No entanto, a influéncia deste
neuropeptideo parece ser dependente do sexo e da linhagem, sendo os ratos LEW machos
0s mais sensiveis. Também neste sentido, estudos bioquimicos, moleculares e

comportamentais adicionais 80 necessarios para consolidar estas hipoteses.
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Em relacdo aos efeitos do NKP608, um antagonista de receptores NK1
potente e seletivo, sobre a ansiedade/emocionalidade de ratos LEW e SHR, nossos
resultados reforcam a nocdo emergente de que antagonistas de receptores NK1 tém um
perfil ansiolitico e corrobora a hip6tese que as taguicininas estéo envolvidas em distirbios
de ansiedade e/ou depresséo (Teixeira et al., 1996; Kramer et al., 1998; Stout et al., 2001;
Spooren et al., 2002; Gentsch et al., 2002; Papp, et al., 2000; File, 2000; Varty et al., 2002;
Santarelli et al., 2001; Bilkei-Gorzo et al., 2002). Em concordancia com estudos prévios
utilizando o NKP608 {assout et al., 2000; File, 2000; Gentsch et al., 2002), estes
resultados também confirmam os efeitos do tipo-ansiolitico do NKP608 e sugerem que
estas respostas podem depender do genétipo e do sexo dos animais testados e também do
contexto psicol 6gico do teste comportamental. Quando administrado em diferentes doses, o
NKP608 produziu no TCA, um efeito do tipo ansiolitico que foi equivalente ao do
clordiazepdxido (CDZ) em ratos machos SHR, mas ndo em ratos LEW. Por outro lado, no
LCE, foi visto um efeito ansiolitico do NKP608 somente em ratos machos LEW. Estes
dados representam o primeiro estudo pré-clinico a investigar o efeito ansiolitico do
NKP608 no LCE e no TCA, dois testes de ansiedade amplamente utilizados. E também o
primeiro estudo a descrever os efeitos farmacol 6gicos desta droga em linhagens isogénicas
de roedores que exibem niveis basais de ansiedade experimental contrastantes.

No LCE, amaior dose de NKP608 (0,3 mg/kg) demonstrou um efeito do tipo
ansiolitico (embora menos pronunciado do que o causado pelo CDZ) em ratos machos
LEW, aumentando o nimero de entradas e 0 tempo gasto nos bracos abertos e diminuindo
0 tempo gasto nos bracos fechados, sem afetar as medidas de locomocéo geral (entradas
nos bragos fechados e entradas totais). Para fémeas SHR, a dose intermediaria de NKP608

aumentou somente um dos indices de ansiedade, o tempo gasto nos bracos abertos, sem
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aterar a locomogdo geral. Estes dados apontam para um efeito ansiolitico fraco e
dependente do gendtipo deste antagonista NK1 no LCE. Neste mesmo teste, o
benzodiazepinico classico CDZ, na dose de 5 mg/kg, demonstrou um efeito ansiolitico mais
robusto em machos de ambas as linhagens e em fémeas SHR, sem causar efeitos
estimulantes ou sedativos (avaliado pelo nimero de entradas nos bragos fechados) em
guaisquer dos grupos testados. Isto valida as condigcdes experimentais do LCE realizadas
em nosso laboratorio. No LCE redlizado em fémeas LEW, o CDZ demonstrou ser
desprovido de efeito ansialitico, as quais podem ser menos sensiveis do que 0s outros
grupos a benzodiazepinicos. Takahashi et al. (2001) relataram que o diazepam, outro
benzodiazepinico amplamente utilizado no tratamento da ansiedade, teve um efeito
ansiolitico para ratos machos SHR testados no LCE, mas n&o para ratos machos LEW,
sugerindo, deste modo, uma maior sensibilidade da linhagem SHR & benzodiazepinas. O
antagonista de receptores 5-HTogoc, 0 SB206553, que demonstrou produzir efeito
ansiolitico em ratos Sprague-Dawley (geneticamente heterogéneos), ndo teve efeito em
ratos LEW ou SHR testados no L CE (Takahashi et al., 2001).

No TCA, todas as doses de NKP608 e o CDZ (5 mg/kg) foram similarmente
efetivas em ratos SHR machos, 0 que é verificado pela maior aproximagdo destes animais
da area central aversiva sem qualquer alteracdo da sua locomocéo total e periférica, sendo
este efeito consistente com o perfil ansiolitico das duas drogas. No entanto, 0s mesmos
tratamentos farmacol 6gicos ndo tiveram efeito neste teste para todos os outros grupos de
ratos (machos LEW; fémeas LEW e SHR). Ratos machos SHR demonstraram serem
altamente sensiveis a0 NKP608 no TCA, considerando que a menor dose (0,003 mg/kg) j&
foi suficiente para produzir o nivel maximo de aproximacdo do centro da arena. As

diferencas nas respostas comportamentais observadas em relacdo as fémeas SHR
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representam um aspecto relevante a ser discutido. E possivel que um efeito “teto” ja tenha
sido alcancado pelo grupo controle (i. e., baixa ansiedade), e por este motivo ficaria dificil
demonstrar algum efeito ansiolitico da droga. Por outro lado, para ratos LEW de ambos os
sexos, a auséncia de efeito ansiolitico observada no TCA sugere que o perfil de dta
ansiedade desta linhagem pode ser resistente a ambos os tratamentos, CDZ e NKP608,
neste teste especifico. A defecacdo, apesar de ser considerada como uma das medidas mais
cléssicas de emocionalidade (Gray, 1979), ndo foi diferente entre os tratamentos, linhagens
ou sexos. Contudo, deve ser observado que quando os ratos foram submetidos ao TCA,
estes ndo eram mais inexperientes (teste naive), pois eles ja tinham sido expostos
imediatamente antes ao LCE. Permanece a ser determinado se os presentes resultados
seriam confirmados em um TCA usando ratos totalmente inexperientes (“naive’). Em
conjunto, os presentes resultados indicam que os receptores NK1 podem modular alguns
indices de “medo” no TCA e que esta modulacdo depende do sexo e gendtipo dos ratos
usados. Estes dados estariam em concordancia, assim como os dados de nocicepgdo, com a
hipdtese mencionada anteriormente de que o gene para o receptor NK1 (mapeado préoximo
ao locus que influencia a locomocgdo central no TCA) pode estar envolvido no controle da
emocionalidade em ratos LEW e SHR (Ramos et al., 1999).

O LCE é um modelo de ansiedade baseado na tendéncia natural dos roedores
a se esquivarem de locais altos e abertos, devido ao seu medo inato de ambientes novos
associado a sua inabilidade de manifestar tigmotaxia nestas areas (Montgomery, 1955;
Pellow et al., 1985; Treit et al., 1993). A aproximacdo dos bragos abertos do LCE pode ser
especificamente aumentada por ansioliticos benzodiazepinicos e diminuida por substancias
ansiogénicas, como a ioimbina, cafeina ou anfetamina Handley and McBlane, 1993).

Compostos relacionados a serotonina, como a buspirona, produzem resultados variaveis no
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LCE (Pellow et al., 1985; Treit et al., 1993; Handley and McBlane, 1993; Hogg, 1996). No
TCA, por outro lado, que foi originalmente desenvolvido por Hall (1934; 1936), a atividade
locomotora dos roedores € influenciada simultaneamente pelo medo e exploracdo (Markel
et al., 1989) e suas medidas podem ser divididas em central e periférica. Em uma arena
grande e desconhecida, os roedores tendem a se esquivar do centro e concentrar a sua
ambulacdo na éarea periférica, onde eles podem tocar fisicamente as paredes (Treit et al.,
1993; Ramos and Mormede, 1998). O efeito ansiolitico de drogas ndo tem sido
universalmente verificado no TCA (Fisher e Hughes, 1996; Angrini et al., 1998), mas o
fato de que pequenas doses de diazepam aumentam a locomogdo central no TCA sugere
gue este teste pode ser, na realidade, mais sensivel a benzodiazepinas do que outros
model os tradicionais de ansiedade (Nazar et al., 1997).

Ha crescentes evidéncias de que diferentes testes de ansiedade podem avaliar
tipos distintos de emocionalidade (Treit, 1985; Lister, 1990; Ramos e Mormede, 1998).
Deste modo, dois modelos comportamentais usados para avaliar ansidlise induzida
farmacol ogicamente pode revelar, de fato, diferentes formas de ansiedade controladas por
diferentes mecanismos neuroquimicos (File et al., 1993). Estudos fatoriais tém
demonstrado, por exemplo, que a locomogdo centra no TCA ndo pertence & mesma
dimensdo psicoldgica do que a maioria das medidas de ansiedade do LCE (Ramos €t al.,
1997; 1998). Além disso, alguns modelos de ansiedade (p. e. teste de interacdo social) sdo
considerados adequados para uma linhagem especifica (ou sexo) de animais, mas ndo para
outras (File, 1993). Portanto, as diferencas entre sexos e linhagens na sensibilidade ao
NKP608, demonstradas no presente estudo, parecem depender do teste comportamental
usado, o0 gque provavelmente resulta dos diferentes tipos de experiéncias psicol bgicas que 0

LCE e o TCA podem evocar em cada linhagem de ratos LEW ou SHR. A interpretacdo das
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interaces entre teste e linhagem podera gradualmente ser aperfeicoada quando estudos
adicionais reconhecerem e investigarem especificamente sua existéncia e seu significado
biol égico.

Ratos da linhagem SHR tém sido geralmente caracterizados como menos
“medrosos’ e mais ativos do que ratos de algumas outras linhagens (Gentsch et al., 1987;
Goto et al., 1993; Soderpalm, 1989). Quando comparados com ratos LEW, os ratos SHR
exibem baixos indices de comportamentos relacionados a ansiedade em uma variedade de
testes, sem diferir em indices de locomocdo gera (Ramos et al., 1997; 1998). Foi
encontrado que estas diferencas interlinhagens (LEW x SHR) sdo de origem genética
(Ramos et al., 1998). Os presentes resultados sugerem que machos SHR sd0 menos
medrosos do que os ratos LEW machos no LCE e no TCA. Além disso, fémeas LEW e
SHR demonstraram claramente diferencas em seus indices de emocionalidade no TCA sem,
contudo diferirem em sua locomoc&o, uma observacdo que estd de acordo com estudos
prévios (Ramos et al., 1997; 1998). No entanto, em contraste com outros estudos nédo-
farmacol gicos, aqui, fémeas LEW e SHR nao diferiram estatisticamente em seus indices
de ansiedade no LCE, possivelmente devido ao fato de que no presente estudo elas foram
manipuladas e submetidas ao estresse de uma administracéo por gavagem ora antes dos
testes.

Em estudos anteriores utilizando modelos experimentais envolvendo um
contexto social, como os testes de investigagdo social em gerbilos Gentsch et al., 2002),
interacdo social em ratos (Vassout et al., 2000; File et al., 2000) e exploragéo social em
ratos (Vassout et al., 2000), foi demonstrado que o NKP608 causou efeitos do tipo
ansiolitico, quantitativamente comparavel aos efeitos causados pelo benzodiazepinico CDZ.

No teste de hipertermia induzida pelo estresse, um paradigma ndo social, Spooren et al.
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(2002) relatou somente um efeito ansiolitico parcial do NKP608 em camundongos.
Evidéncias experimentais sugerem que a reatividade emocional de roedores pode variar
com o contexto ambiental (vegja Ramos e Mormeéde, 1998). Deste modo, um animal que &
altamente “medroso” em uma situagcdo social pode ndo exibir o mesmo perfil emocional em
outra situaco aversiva nao-social (p. e. os bragos abertos do LCE ou o centro do TCA) e
vice-versa (Berton et al., 1997). A este respeito, as psicopatologias relacionadas a
ansiedade em humanos sdo divididas em varios subtipos e tem sido sugerido que diferentes
modelos animais podem corresponder a diferentes classes de distirbios de ansiedade
(Lister, 1990). Portanto, para uma melhor avaliacdo do potencia terapéutico de um novo
composto ansiolitico, € importante que estudos pré-clinicos incluam uma variedade de
testes.

Este € o primeiro estudo a investigar os efeitos do NKP608 em dois modelos
ndo-sociais de ansiedade/emocionalidade amplamente reconhecidos, o LCE e o TCA. Além
do mais, este antagonista NK1 demonstrou um forte efeito ansiolitico em machos SHR,
enquanto que para ratos machos da linhagem LEW, ele produziu um efeito ansiolitico
apenas moderado. Como somente uma faixa de doses de NKP608 foi testada neste trabal ho,
0s presentes resultados devem ser interpretados com cautela. Desta forma, estudos
adicionais com estas linhagens e outros modelos de ansiedade e/ou outras linhagens nos
mesmos dois modelos deveriam ser conduzidos para uma melhor compreensdo dos efeitos
psicofarmacol 6gicos do NK P608.

As diferencas sexuais na prevaéncia, etiologia e respostas terapéuticas de
disturbios psiquidtricos sdo fendmenos bem documentados (Earls, 1987), mas os
mecanismos neurobiol 6gicos envolvidos ainda séo pobremente compreendidos (Blanchard

et al., 1995). A respeito das diferentes categorias de distirbios relacionados a ansiedade (p.
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e. distirbios de ansiedade generalizada e agorafobia), as mulheres tém uma maior
prevaléncia do que os homens (Cameron e Hill, 1989; Weinstock, 1999; van de Wetering et
al.,, 1999). Em animais, por outro lado, as diferencas sexuais na emocionalidade néo
seguem uma direcdo consistente, apesar das fémeas serem frequentemente consideradas
como menos “medrosas’ do que machos, sendo isto refletido por uma maior locomogéo e
menor defecacdo destas no TCA (Gray, 1979; Johnston e File, 1991; Ramos et al., 1997,
1998). A maior parte dos modelos de ansiedade tém sido estabelecida e validada usando
animais machos, portanto, pouco € sabido sobre suas validades em fémeas. Além do mais,
desde que significantes interacdes entre 0 sexo e o gendtipo tém sido relatadas em diversos
estudos sobre comportamento emocional (Fernandez-Guasti e Picazo, 1990; Blanchard et
al., 1991; Ramos et al., 1999), certamente no futuro estes aspectos deverdo receber mais
atencdo. No presente estudo, as fémeas foram menos sensivels aos tratamentos
farmacol6gicos (a0 benzodiazepinico e a0 antagonista NK1) do que os machos,
especialmente para a linhagem LEW. Os horménios sexuais podem influenciar o humor e
também os efeitos de drogas psicoativas (Fink et al., 1996; Godfroid, 1999).
Conseguientemente, estudos adicionais objetivando investigar as diferencas entre sexos e
sexo/gendtipo sobre as respostas emocionais, poderdo fornecer resultados mais conclusivos.

Em resumo, o presente estudo demonstrou que uma administracdo aguda por
via oral de NKP608 produziu claramente efeitos do tipo ansiolitico em machos SHR
guando testados no TCA, mas ndo no LCE. Por outro lado, para machos LEW (e, em menor
grau, em SHR fémeas) este composto demonstrou um efeito ansiolitico parcia quando os
animais foram testados no LCE, mas ndo no TCA. Fémeas LEW foram insensiveis a todos
os tratamentos farmacol 6gicos utilizados neste estudo. Estes dados indicam que os efeitos

psicofarmacol 6gicos do NKP608 sdo dependentes da linhagem, do sexo e do teste utilizado.
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6- CONCLUSOES

Os resultados do presente estudo sugerem que as diferencas basais nos niveis
de ansiedade observadas entre as linhagens de ratos LEW e SHR podem ser um fator
crucial para a sua reatividade/sensibilidade nociceptiva diferenciada e, portanto, este par de
linhagens pode ser um modelo genético til, ndo sO para 0 estudo de comportamentos
ligados a ansiedade, mas também para o0 estudo da dor e, talvez, da relacdo desta com
fatores psicoldgicos. Estes resultados também sugerem que ratos LEW e SHR exibem uma
sensibilidade diferenciada a SP e ao antagonista NK1, o NKP608, sobre a nocicepcéo e
ansiedade/emocionalidade, estando assim de acordo com a hipétese da implicagcdo do gene
Taclr nas diferencas comportamentals destas duas linhagens. Além disso, os presentes
dados confirmam e estendem o potencial terapéutico do NKP608 para o tratamento da
ansiedade e corrobora a idéia de que as taquicininas sdo importantes em orquestrar as
respostas dos animais em comportamentos relacionados a0 medo, podendo assim,
compostos desta classe ter aplicagdo terapéutica em condicOes relacionadas a0 estresse,
como ansiedade e/ou depressdo, aém do seu potencial como anal gésicos.

Os presentes resultados demonstram, acima de tudo, que a complexidade das
respostas nociceptivas e emocionais requer estudos mais detalhados e amplos e que,
ignorando-se as diferencas entre sexos, linhagens e testes na pesquisa pré-clinica pode-se

chegar a uma explicacéo excessivamente simplificada da agéo de drogas.
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