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...”A satisfactory scientific definition of
emotion can only be generated with the aid of
some neural analysis. The analysis must seek
to specify how environmental and
psychological events influence wunderlying
brain processes that actively modulate clearly
observable behaviors. Thereby, a good
definition of emotion may be deemed a proper
end-point, rather than the beginning, of our
inquiries”,

(J. Panksepp,1986)
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ABREVIATURAS




AM: amigdala

ATYV: area tegmental ventral

BD: bulbo dorsal

BV: bulbo ventral

BZDs: benzodiazepinicos

CDL: coluna neuronal dorsolateral
CDM: coluna neuronal dorsomedial
CL: coluna neuronal lateral

CVL: coluna neuronal ventrolateral
GABA: icido gama aminobutirico
HL/FPM: hipotalamo lateral/feixe prosencefalico medial
HM: hipotalamo medial

ICV: intracerebroventricular

LCE: labirinto em cruz elevado

MCP: matéria cinzenta periaquedutal
MCPD: matéria cinzenta periaquedutal dorsal
NMDA: N-metil-D-aspartato

NMS: nicleo medial do septo

SCA: sistema cerebral aversivo

SCBZ: semicarbazida

SIC: sistema de inibi¢io comportamental
SN: substancia negra

SNC: sistema nervoso central

SP: substancia P

5-HT: 5-hidroxitriptamina (serotonina)

6-OHDA: 6-hidroxidopamina
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1. MEDO E REACAO DE DEFESA

estudo dos processos neurais das reagoes de defesa no homem, bem

como nos mamiferos inferiores, busca compreender de forma

= objetiva um fenémeno que sempre foi encarado e avaliado de forma
fundamentalmente subjetiva, a emogdo. Sabe-se hoje que as respostas observadas
durante situagdes que significam perigo ao organismo, como o medo, O estresse e a
ansiedade, sdo reagdes fisiologicas passiveis de serem medidas e quantificadas, que,
em geral, sempre vém acompanhadas de um componente subjetivo, o qual
acostumou-se chamar de componente psicolégico ou emocional desses processos.
Pode-se afirmar que os primeiros estudos sobre o comportamento
emocional foram iniciados de forma sistematica a partir do trabalho de Charles
Darwin (1965) em seu livro “T#e expression of emotion in man and animals™. Nessa obra,
baseada em sua teoria da evolu¢do, Darwin analisa o fenomeno da emogdo no
homem e em outros animais, com base principalmente em estudos classicos sobre
expressoes faciais. Ele verificou que em diferentes espécies de mamiferos, como o
cfo, o gato, o macaco e o homem os mesmos tipos de musculos faciais estfo
envolvidos nas mesmas expressoes que indicam um determinado estado emocional,
como por exemplo dor, alegria, tristeza. Através dessas observagdes Darwin propos
que a estrutura fisioldgica, bem como os habitos de todos os animais, foram
gradualmente adquiridos, através de um processo evolutivo, e que no caso das
emogdes os padrdes de expressdes, inclusive com o desenvolvimento de musculos
faciais para dar suporte as mesmas, ndo eram mais que conseqiiéncia dessa
evolugdo. Segundo Darwin, a expressdo comportamental, particularmente a
expressdo facial, era o aspecto fundamental da emogédo, e que esta é produto de
processos inatos, com um complexo padrdo de reagdo, que evoluiu nas diversas
formas de vida devido seu valor funcional de sobrevivéncia. Além disso, embora
altamente modificados pela aprendizagem e maturagdo do organismo, os padrdes

basicos encontram-se presentes em uma ampla faixa da escala filogenética, que vai



das aves ao homem, mostrando uma marcante consisténcia tanto entre uma
mesma espécie quanto entre espécies diferentes.

Entre as diversas emogdes, sem davida o medo foi a primeira a merecer a
atencdo especial de Darwin em sua obra acima citada, onde ele fez aquela que ¢ a
mais detalhada descri¢do de um individuo com medo. Resumidamente, podemos
dizer que o medo, como todas as outras emogdes é um legado evolutivo vital, cujo
principal objetivo é dar chance ao organismo de livrar-se de uma situagdo
ameagadora a sua sobrevivéncia. Sem medo, pode-se dizer que qualquer animal
ficaria impossibilitado de sobreviver por muito tempo em condigdes ambientais
naturais. Como bem observou Marks (1987), o medo nio sé é atil como muitas
vezes chega a ser atrativo para muitas pessoas, vide a imensa quantidade de
esportes extremamente perigosos e os milhdes de délares que sdo gastos em livros e
filmes de suspense e terror. O que se percebe é que parece existir uma espécie de
nivel “6timo” de medo para o desempenho ser adequado, enquanto que acima
dele ja passamos a reagir inadequadamente. O medo se da através de um conjunto
de reagdes, que geralmente ocorrem em sequéncia, incluindo uma expressao facial
caracteristica, um profundo componente subjetivo, acompanhado de mudancas
fisiolégicas caracterizadas por respostas simpaticas similares aquelas observadas no
comportamento agressivo e que envolvem palidez da pele, dilatacdo das pupilas,
piloeregdo, aumento dos batimentos cardiacos e pressdo sanguinea, aumento do
fluxo sanguineo nos musculos, contragio da bexiga e do reto. Em uma situagio de
medo extremo, a sensagio sentida é de terror, com respostas que vio de secura na
boca e garganta ao desmaio, com nauseas e calafrios (Marks, 1987).

Os estados aversivos e as mudangas fisiologicas que os acompanham e que
caracterizam as emocdes basicas parecem ser elaborados em circuitos cerebrais que
sdo compartilhados com todos os mamiferos. Assim, tem-se observado que se por
um lado a experiéncia subjetiva e cognitiva de muitas emogdes pare¢am ser um
fenémeno unicamente humano, por outro lado suas alteracdes fisioldgicas e
comportamentais sugerem possuir uma heranca neural em comum com os outros
animais. Com o aumento da complexidade do neocértex e, sobretudo com o

surgimento da palavra e da cultura, no homem, as emogdes basicas foram sendo



cada vez mais elaboradas e, da mesma forma, suas expressdes. Porém, os
elementos basicos dos sistemas motivacionais primarios como o medo, a raiva e o
panico permaneceram constantes sob a roupagem diversificada que € tecida pelo
constante aprendizado, sendo que a esses sistemas motivacionais primarios
correspondem organizages neurais, cujas caracteristicas parecem persistir ao

longo da escala evolutiva (Pankseep, 1982, 1990).

2. NEUROANATOMIA DA REACAO DE DEFESA

conhecimento acerca dos circuitos neurais da reagdo de defesa

teve um grande avango nas ultimas décadas, com o

desenvolvimento dos modelos animais de ansiedade. Os circuitos
bésicos das emogdes, os quais sdo compartilhados por todos os mamiferos parecem
ser a origem evolutiva da vida psiquica, os quais estabeleceram valores inatos e
prioridades que facilitassem a sobrevivéncia (Pankseep, 1990). Os primeiros
trabalhos a demonstrar que as respostas de defesa dos animais, mediante situagdes
de perigo ou dor, sdo comandados por algumas estruturas cerebrais que parecem
obedecer a uma légica adaptativa, foram aqueles realizados no inicio do século,
através da metodologia de estimulagdes elétricas ou ablagdes cerebrais. Com a
técnica de implantes simultaneos de varios eletrodos, Delgado et al (1954) e
Hunspergger (1959) demonstraram reagles afetivas em gatos estimulados em
regides do prosencéfalo, tais como amigdala, estria terminal e adjacéncias, bem
como em estruturas do tronco cerebral, como a matéria cinzenta do mesencéfalo.
Esses resultados apoiavam os trabalhos de Cannon (1927) e Bard (1928), os quais
haviam mostrado que a estimulagfo elétrica de regides hipotalamicas de gatos
promoviam respostas caracteristicas, como a defesa afetiva, e que a ablacdo dessa
estrutura levava a aboli¢do de tais respostas.

Os trabalhos de Delgado (Delgado et al., 1954; Delgado, 1955) também

mostravam que a estimulagdo quimica (acetilcolina) e mecanica (pingamento na



cauda) dessas estruturas produziam um quadro semelhante a estimulagdo elétrica
das mesmas bem como de outras estruturas, tais como o tidlamo e matéria cinzenta
do mesencéfalo, sugerindo uma relagdo funcional entre os mecanismos de
nocicepgdo e medo. Seguindo esses passos, um grande nimero de investigadores,
na década de 60, acumularam resultados que levavam cada vez mais a idéia de
que os substratos neurais das respostas emotivas encontravam-se localizadas ao
longo de um eixo longitudinal, que vai do prosencéfalo até o tronco cerebral, e
que compreendia fundamentalmente o complexo amigdaldide, ao longo da estria
terminal, o hipotdlamo e a matéria cinzenta mesencefélica. Esses resultados foram
fortalecidos pelos trabalhos realizados por Chapman et al.(1954) e Nashold et al.
(1969), com a estimulacdo elétrica do complexo amigdaléide e da matéria
cinzenta mesencefalica, respectivamente, em pacientes neurocirargicos. Os
mesmos obtiveram relatos de sensagdes extremamente desagradaveis, com
componentes de dor e medo, sensagdo de perigo iminente, acompanhado de
respostas autonomicas, tais como piloeregdo, suor, aumento da pressdo arterial,
num quadro bastante semelhante aquele obtido com a estimulagdo elétrica da
matéria cinzenta de gatos e macacos.

E possivel que a primeira proposta de um circuito basico para as emogdes
tenha sido aquela feita por Papez (1937). Baseado nos resultados de trabalhos
como os de Cannon (1927) e Bard (1928) e sustentado por dados anatémicos,
clinicos e compartamentais, ele sugeriu que o circuito compreendido pelo
hipotalamo, giro do cingulo e hipocampo, com todas as suas interconexdes,
representavam, teoricamente, as bases anatomicas das emogdes. Segundo Papez,
as relagdes mituas e complexas entre essas estruturas seriam as responsaveis pela
modulagdo dos processos emocionais, via mediacdo de estruturas corticais. A
principal caracteristica desse sistema é que ele mostrava que as emogdes, no
homem, ocorrem através de dois fenémenos diferenciados: a expressao
emocional, ou via de agdo da emogdo, e a experiéncia emocional, isto ¢,
o sentimento subjetivo dessa emogZo. Papez, através de seus trabalhos, concluiu

que para a expressiao emocional é fundamental a agfo integrativa do



hipot4lamo, enquanto que para a experiéncia subjetiva o essencial é a participagdo
do cortex.

Com o advento da teoria evolutiva, os investigadores propuseram a
existéncia de um “circuito neural” das emog¢des como um processo adaptativo,
resultados das mudangas que ocorreram no meio ambiente das diferentes espécies.
Para lidar com essas mudangas, que podem significar perigo para sua integridade,
os animais adquiriram padrdes anatomicos e comportamentais de defesa e, como
extensdo desse processo, circuitos neuronais comandando reagdes tipicas de defesa
espécie-especifica foram evoluindo em seus cérebros. Nessa perspectiva, a busca
pelos mecanismos cerebrais que regulam as reagOes de defesa se tornou a pega
fundamental para o entendimento das bases neurais das emogdes (para revisio ver
Graeff, 1994).

Dessa forma, os trabalhos com estimulagio elétrica e ablagdes de estruturas
do SNC foram, ao longo do tempo, sendo substituidos, ou pelo menos
secundarizados, pela utilizacio de técnicas muito mais refinadas e especificas,
através do uso de ferramentas neuroquimicas, imunoldgicas e farmacoldgicas.
Através de trabalhos utilizando técnicas de marcac¢io neural nio sé foi possivel
replicar os resultados obtidos com os trabalhos pioneiros de estimulagao
elétrica e ablagdes, como principalmente foi possivel se ter um conhecimento bem
mais detalhado do construto neuroanatémico da emogdo em suas diversas

formas.

Siegel et al. (Fuchs et al., 1981; Fuchs & Siegel, 1984; Fuchs et al., 198))
realizaram uma das melhores reconstrugdes neuroanatomicas dos substratos
neurais do medo e emocgdes a ele relacionadas. Eles verificaram, através de
marcagdes radioativas anterégradas de neurdnios da zona hipotalamica
anterior, fibras ascendentes para a amigdala e nicleo do leito da estria
terminal, bem como fibras descendentes do hipotadlamo medial para o complexo
mediano parafascicular do tdlamo e matéria cinzenta central do mesencéfalo. O
mesmo padrio de conexdes também foi observado através do transporte

retrogrado com hoseradish peroxidase (HRP) administrada na MCP (Pankseep,
1990).



Com base em trabalhos como esses, aliados a evidéncias de que substancias
endégenas atuam como mediadores e/ou moduladores desses processos de defesa
na circuitaria neural, certos autores (Gray, 1982a, 1982b; Graeff, 1981) tém
proposto novos modelos de funcionamento dos sistemas emocionais nos
mamiferos. Neste trabalho vamos abordar, brevemente, os dois mais relevantes
desses modelos, os quais estdo servindo de base para as pesquisas e discussdes

acerca dos mecanismos neurais das emocdes.

2. 1. O Sistema de Inibicio Comportamental

A utilizagdo de compostos farmacolégicos com o intuito de se entender
melhor os mecanismos da ansiedade humana, bem como as desordens
psiquiatricas, proporcionaram um grande avango sobre o conhecimento de vias
neurais e substancias enddgenas envolvidas nesses processos. Dentre as chamadas
drogas ansioliticas, os benzodiazepinicos (BZDs) sdo, sem davida alguma, a classe
desses compostos que maiores contribui¢des tém dado a essas investigagdes. Com a
descoberta de receptores enddgenos para as benzodiazepinas (Braestrup et al.,
1977; Braestrup & Nielsen, 1980), houve um avanco considerdvel no
conhecimento das bases moleculares da agdo dos chamados tranquilizantes
menores, e por conseguinte, sobre os mecanismos neurais da ansiedade e suas
desordens.

Baseado em experimentos com animais de laboratério, principalmente
ratos, submetidos a diferentes situagSes de aprendizagem (reforcamento positivo e
negativo, puni¢do e extingdo) e utilizando compostos ansioliticos, particularmente
os BZDs, Gray (1982a, 1982b, 1987) prop6s um modelo para se avaliar o modo de
acdo desses compostos nos mecanismos da ansiedade, o qual ficou conhecido como
Sistema de Inibi¢do Comportamental (SIC). Resumidamente, esse modelo
pressupde que existe um sistema de inibicdo comportamental, o qual tem como
objetivo responder a sinais do meio ambiente que signifiquem punigdo, frustragdo

ou novidade para o organismo. Esses trés tipos de estimulos aversivos ativariam



esse sistema neuroanatomico, o que resultaria na sensagido de ansiedade. Como
consequéncia imediata dessa ativagio ocorre uma supressdo do comportamento no
qual o animal esta engajado no momento, bem como um aumento da atengio aos
estimulos ambientais presentes e um aumento na motivagdo geral do animal, que o
possibilita emitir respostas adequadas a tal situagao.

Esse sistema de inibigdo comportamental funcionaria através de um sistema
formado preponderantemente pelo septo e o hipocampo, com o auxilio de outras
estruturas relacionadas. O chamado sistema septo-hipocampal teria a tarefa basica
de comparar, de forma permanente, os estimulos atuais do meio ambiente com
aqueles que sdo esperados pelo animal. Para tanto, ele atuaria de duas formas: se
os estimulos que se apresentam so aqueles esperados pelo animal, o sistema septo-
hipocampal estd atuando como um “verificador” ou comparador, sendo que o
controle do comportamento em geral se da através de outros mecanismos
cerebrais. Porém, no momento em que ocorre uma mudanga entre o estimulo
presente no meio ambiente e aquele esperado pelo animal (no caso da novidade),
ou surge a expectativa de um estimulo aversivo, o sistema septo-hipocampal toma
diretamente para si o controle sobre o comportamento, passando a funcionar
como um controlador. Assim, ele opera as vias de entrada do sistema, com a ajuda
de outras estruturas cerebrais, agindo como uma espécie de computador,
observando e detectando estimulos ansiogénicos e ativando os mecanismos de
respostas apropriadas a eles.

Através de diversos experimentos, Gray (1982a, 1982b) demonstrou que
existe uma grande similaridade entre os efeitos produzidos pela administragdo de
drogas ansioliticas e aqueles produzidos por lesdes no sistema septo-hipocampal.
Com base nesses resultados, ele propés um modo de agfo para os tranquilizantes
menores, principalmente os BDZs, e um possivel mecanismo para a ansiedade. No
momento em que o sistema septo-hipocampal esta atuando como um controlador,
ou seja, quando o animal esta em confronto com uma situagdo ameagadora, esse
sistema estaria mediando, pelo menos em parte, a ansiedade. A administragdo de
drogas ansioliticas, de forma similar as lesOes, ird promover, de forma direta ou

indireta, a acfo destes compostos nesse sistema reduzindo os efeitos



comportamentais dos estimulos ambientais aversivos, ou seja, reduzindo a

ansiedade.

2. 2. Sistema Cerebral Aversivo

O sistema septo-hipocampal, sem davida cumpre um papel
preponderante na inibicdo comportamental verificada em situagdes de perigo ou
frustracdo para uma determinada espécie, no entanto, as reagdes ativas
caracteristicas de situagdes aversivas, como a luta, a fuga e o congelamento, nio
sdo integradas pelo sistema septo-hipocampal. Diversos trabalhos, incluindo os
experimentos classicos com estimulagdo elétrica de estruturas cerebrais
demonstram que a amigdala (AM) no prosencéfalo, o hipotalamo medial (HM) e a
matéria cinzenta periaqueductal dorsal (MCPD) no mesencéfalo, constituem o
principal substrato neural responsavel pela elaboragdo dessas respostas e que esse
sistema, assim como o sistema septo-hipocampal, estd envolvido na acdo
antiaversiva dos compostos ansioliticos.

Baseado nessas evidéncias, Graeff (1981) propds um sistema anatomo-
funcional, ao qual denominou de sistema cerebral aversivo (SCA), formado
basicamente por essas estruturas, as quais estariam atuando na geragdo e
elaboracgdo de respostas aversivas. A estimulagdo elétrica dessas estruturas induz
reagoes defensivas em diversas espécies animais, inclusive o homem (Nashold ¢t al.,
1929; Hess & Briigger, 1943; Delgado ¢t al., 1954; Chapman et al., 1954; De
Molina & Hunspergger, 1962; Olds & Olds, 1962,1963; Siegel & Brownstein,
1975; Azevedo, 1987). Em macacos, a estimulagdo elétrica da MCP também
produz um quadro caracteristico de aversdo, onde os mesmos demonstram
contorc¢do ipsilateral da face, tentativa de fuga ou ataque e vocalizagdo (Delgado,
1954,1955; Jirgens & Pratt, 1979). Além do mais, ratos estimulados eletricamente
nessa estrutura ou em camadas profundas do coliculo superior apresentam,
inicialmente, uma resposta de congelamento, seguido de rotagdes e atividade

locomotora intensa, culminando em uma tipica reagdo de fuga, caracterizada por

saltos, corridas e galopes.



A amigdala recebe projecOes de areas corticais e subcorticais que trazem
informacgGes de todo o sistema sensorial, enquanto fibras eferentes partem do
nucleo central para o hipotdlamo medial e a matéria cinzenta central, bem como
para nucleos regulatérios autonémicos no tronco cerebral (para revisdo ver Graeff,
1993). Assim, a amigdala parece retransmitir estimulos inatos ou condicionados do
medo para as estruturas caudais do SNC, que sdo mais diretamente responsaveis
por manifestagGes comportamentais e autonomicas do medo (Hitchcock & Davis,
1987; Davis, 1992). Segundo Fanselow (1991), a amigdala teria a funcfo de avaliar
o grau de ameaga dos diferentes estimulos que sinalizam perigo, enviando o
resultado de tal avaliagdo para a MCP. Esta Gltima, por sua vez, seria responsavel
por selecionar e organizar a resposta de defesa apropriada. A MCP envia projecdes
descendentes a formagao reticular e por¢des mais baixas do tronco cerebral (Ruda,
1975). O teto mesencefélico, ao longo de seu curso rostrocaudal envia muitas fibras
para o tegmento radiando-se em um plano coronal (Nauta, 1958; Hamilton, 1973).
Através dessas fibras eferentes a MCP tem acesso a condugido tegmental
ascendente e descendente e nucleos do tronco cerebral e, portanto, aos sistemas
motores e autonomicos que executam as respostas que compdem a reagao
integrada de defesa. Desse modo, a materia cinzenta que circunda o terceiro
ventriculo e o aqueduto (sistema periventricular) ndo s6 coordena a expressdo
comportamental do medo, mas também parece ser responsavel por suas
propriedades motivacionais ou aversivas (para revisdo ver Graeff, 1994).

A estimulagdo do HM produz um padrido de defesa similar, entretanto, os
saltos sdo coordenados e ndo € verificado o aparecimento de congelamento e
rotacGes (Milani & Graeff, 1987). A reacdo de defesa obtida com a estimulacdo
elétrica da amigdala é bastante similar aquela observada com a estimulagio do
hipotalamo, sugerindo uma agéo integrativa entre essas duas estruturas, porém, ¢
observado que a estimulagio elétrica do hipotalamo leva a uma resposta imediata,
enquanto que na amigdala ela ocorre de forma gradual (Hilton & Zbrozyna, 1963).
Esses autores sugeriram que enquanto o hipotalamo e a MCP sfo os centros da

integragdo final, ativando as mudangas autondmicas e somaticas da reacdo de



defesa, a AM é responsavel pelo controle refinado da intensidade e tempo de
duragdo dessa reagdo afetiva.

Evidéncias mais recentes (Melo ¢ al., 1992; Brandao et al., 1993; Brandao et
al., 1994) tém demonstrado que o coliculo inferior, conhecido principalmente por
suas fungdes no processamentos de informagdes auditivas, onde atua como uma
verdadeira estacdo relé ao nivel do tronco cerebral, parece cumprir, também, um
papel preponderante no comando de respostas defensivas. Assim, foi verificado
que microinje¢des de aminoacidos excitatdrios, bem como de antagonistas de
receptores GABA A nessa estrutura, causam uma ativagdo comportamental
acompanhadas de reacGes autondmicas, que so tipicas da reagido de defesa. Além,
do mais foi verificado que a estimulacdo elétrica dessa estrutura possui clara
propriedade aversiva na medida que os animais aprendem rapidamente emitir uma
resposta para livrar-se do estimulo, no teste do “switch-off”.

Do ponto de vista anatémico, varios esperimentos tém demonstrado que o
SCA possue um padréo altamente complexo de interconexdes entre suas diversas
estruturas. Além das conexdes entre si, esse sistema possui importantes conexoes
com outras estruturas cerebrais que também participam das bases neurais do
comportamento emocional. Assim, o SCA estabelece contatos anatomo-funcionais
com o sistema limbico, incluindo o sistema septo-hipocampal, o talamo
intralaminar e o cortex pré-frontal (Nauta, 1958; Chi, 1970; Hamilton, 1973;
Beckstead, 1979; Hardy & Leichnetz, 1981). Além do mais o hipotdlamo esta
diretamente envolvido nos mecanismos neurais que controlam as fungdes
hipofisarias, comandando assim os aspectos enddcrinos que acompanham o

comportamento emocional (Pankseep, 1990).
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3. MATERIA CINZENTA PERIAQUEDUTAL

3. 1. Neuroanatomia e Citoarquitetura

5

MCP é uma estrutura proeminente, possuindo um tamanho relativo
& de cerca de 10% do mesencéfalo do cérebro de mamiferos como o
homem, o gato e o rato. Sua posicdo anatOmica, entre o
romboencéfalo e o diencéfalo, lhe proporciona uma posigdo privilegiada para
influenciar e participar de varios sistemas sensoriais ascendentes e trajetos
sensoriais descendentes. Diferentemente do romboencéfalo e do diencéfalo, o
mesencéfalo é uma das partes do cerebro que menos sofreu mudangas evolutivas.
No caso da MCP sua forma, por exemplo, parece variar muito pouco de uma
espécie para outra, sugerindo que ela esteja envolvida em importantes fungdes de
protecdo ou regulacdo homeostatica, que requerem essa aparente estabilidade
evolutiva (Beitz, 1982; Mantyh, 1982a, 1982b; Mantyh & Peschanski, 1982 ;
Carrive, 1993).

Diversas projecSes ascendentes e descendentes convergem na MCP,
sugerindo que essa estrutura estd interligada a um grande nimero de redes
neuronais que coordenam estratégias distintas para enfrentar diferentes tipos de
ameacas, estimulos dolorosos e/ou estressantes. Assim, ela recebe aferéncias diretas
da medula espinhal e nicleo trigeminal, o que implica em um papel funcional nos
processos dos estimulos somato-sensoriais, provavelmente de natureza nociceptiva
(Yezierski, 1988; Mantyh, 1982). A MCP recebe aferéncias de outras estruturas
relacionadas no tronco cerebral, como as camadas profundas do coliculo superior,
o nucleo mediano da rafe e a formacdo reticular ascendente ( Beitz, 1982; Mantyh,
1982a, 1982bs Mantyh & Peschanski, 1982). Por outro lado, ela também esta
conectada a uma série de estruturas prosencefalicas, as quais estfo relacionadas aos
estados emocionais, como o cértex limbico, a amigdala, o nucleo do leito da estria
terminal e o hipotalamo (Graeff, 1990; Shipley, 1991). Essas conexdes sugerem

que a MCP cumpre um papel de pivé na expressio de estados emocionais
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(Bandler, 1982; Bandler & Carrive, 1988), sustentando uma mediagdo entre as
funcGes de estruturas subcorticais e estruturas prosencefalicas. Os primeiros
estudos do ponto de vista funcional sobre a MCP apéiam essa hipétese, uma vez
que apontam para um papel dessa estrutura na mediagdo da analgesia (Reynolds,
1969) e do comportamento defensivo (Hunsperger, 1956; De Mbolina &
Hunsperger, 1959).

O fato de que a MCP ¢ claramente uma estrutura heterogénea, tanto do
ponto de vista morfolégico como do ponto de vista funcional, e o fato de que todas
as tentativas de subdivisdo da mesma sempre foram baseadas fundamentalmente
em critérios citoarquitetonicos (Beitz, 1985; Hamilton, 1973; Paxinos & Watson
1986), um grupo de autores (Bandler ¢ al., 1991) propés um novo modelo de
representacdo da MOCP, baseado em suas caracteristicas anatomicas e sua
representagdo funcional dos substratos neurais da reagdo de defesa e as alteragdes
cardiovasculares que a acompanham. Esse modelo foi concebido a partir de uma
série de observagSes comportamentais, fisiologicas e anatdémicas. A primeira
proposi¢do desse modelo é que a MCP esta organizada, primariamente, ao longo
de um eixo longitudinal no centro do tronco cerebral e sua especificidade
anatomo-funcional expressa na forma de colunas neuronais longitudinais, as quais
se estendem por longas distancias ao longo do eixo rostrocaudal dessa estrutura.
Partindo dessa perspectiva, esse grupo de pesquisadores subdividiu a MCP em
quatro  principais regides: dorsomedial, dorsolateral, lateral e
ventrolateral.

A coluna neuronal dorsolateral (CDL) esta localizada principalmente no
terco rostral e intermediario da MCP. A mesma possue um grupo muito especial
de conexdes aferentes e eferentes, projetando-se largamente para regides do
sistema limbico e regides corticais e praticamente sem eferéncias para estruturas do
tronco cerebral. Ja a coluna dorsomedial (CDM) esta localizada imediatamente
acima do aqueduto de Sylvius, limitando-se lateralmente com a CDL. Essa coluna
esta presente ao longo de toda a extensfo rostrocaudal da MCP. Ao contrario da
CDL, a CDM possui neur6nios que se projetam extensamente para as estruturas

mais caudais do tronco cerebral, principalmente o bulbo ventromedial (BVM).
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Assim como a CDL, essa coluna possui conexdes prosencefalicas, bem como
conexdes corticais, altamente organizadas.

A coluna neuronal lateral (CL) encontra-se localizada na regido
imediatamente lateral ao aqueduto. Essa coluna se projeta extensamente para o
bulbo ventral (BV), o bulbo ventrolateral (BVL) e bulbo dorsal (BD),
principalmente para o niicleo do trato solitario. Ela recebe uma significante
aferéncia da porgdo cervical da medula espinhal, do hipotalamo anterior/regido
pré-optica medial, nicleo central da amigdala e coértex cingulado anterior. A
por¢do mais caudal da coluna lateral se projeta extensamente até a medula,
recebendo uma Unica aferéncia somatosensoria que surge da porgio lombar da
medula espinhal. Por sua vez, a coluna ventrolateral (CVL) esta localizada na
metade caudal da MCP, e suas conex8es anatomicas sdo similares aquelas da

coluna lateral em sua porgao mais rostral (a figura Ol ilustra as quatro colunas).

3. 2. Integracido Funcional das Reacdes de Defesa

Pelo menos durante os Gltimos quinze anos, tem sido observado o
desenvolvimento de duas grandes linhas de pesquisa sobre as fung¢ées da MCP,
as quais, apesar de serem conduzidas independentemente, acumulam resultados
que pressupdem uma total inter-relagio das mesmas. A primeira dessas linhas é
a que investiga o papel da MCP na mediagdo dos processos nociceptivos
(Lovick, 1991, 1993) e a outra é acerca do envolvimento dessa estrutura na
integragdo das respostas comportamentais que ocorrem face aos estimulos

ameagadores e/ou estressantes (Bandler & Depaulis, 1991; Bandler ¢z al., 1991).
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FIG. 1. Representagio das quatro colunas neuronais da MCPD, segundo Bandler et al. (1991).
Reproduzido de Carrive (1993). A- Coluna dorsomedial; B- Coluna dorsolateral; C-Colunas

lateral e ventrolateral.

Trabalhos utilizando a técnica de estimulagZo elétrica cerebral mostram qué
a estimulacio da MCPD é capaz de eliciar comportamentos de defesa em ratos,
gatos e macacos (Delgado, 1955; De Molina & Hunsperger, 1959; Schmitt &
Karli, 1980). Dados mais recentes sugerem que a estimulacéo elétrica da MCPD
nio apenas elicia comportamento de defesa, como também induz analgesia nos
limiares elétricos que induzem comportamentos aversivos de congelamento e fuga
(Coimbra et al., 1992). De Molina & Hunsperger (1959) demonstraram que lesGes
na MCPD provocam um prejuizo crénico nos padrdes das respostas evocadas por
ameacas ambientais ou por estimulac¢io elétrica do HM ou amigdala. Por outro

lado, a destrui¢io do HM ou amigdala nio afeta a reagio de defesa eliciada pela
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estimulagio elétrica da MCPD. Foi demonstrado que ratos descerebrados, porém
com o mesencéfalo intacto, continuam capazes de coordenar comportamentos
defensivos (Woods, 1964). Ao contrario, lesSes na MCPD de ratos selvagens
eliminam o comportamento de defesa a varios estimulos ameacadores (Blanchard et
al., 1981). Trabalhos com paradigmas de aprendizagem mostram que a
estimulac@o elétrica da MCPD e regifes do teto mesencefalico juntamente com o
hipotalamo medial levam os animais a aprenderem uma tarefa para esquivar-se da
estimulagdo elétrica nessas estruturas (Delgado et al., 1954; Delgado, 1955; Olds &
Olds, 1962, 1963; Nakao, 1968). Outra importante fonte de dados sobre o papel
funcional da por¢io dorsal da MCP nas reacdes defensivas é aquela oferecida pelos
trabalhos de Graeff et al. (Schenberg & Graeff, 1978; Graeff,1990, 1991, 1993;
Nogueira & Graeff, 1991) e BrandZo et al. ( Motta & BrandZo, 1993; BrandZo,
1993; Brandao ¢t al., 1994; Motta et al., 1995). Diversos trabalhos de ambos os
grupos de pesquisadores tém demonstrado que a MCPD esta envolvido nas
respostas tipicas de fuga caracterizadas por corridas, saltos e congelamento
causados tanto por estimulagdo elétrica, como por microinjecdes de substancias
quimicas diretamente nessa regifo.

Utilizando a técnica de microinje¢des de aminoacido excitatérios, os quais
excitam somente corpos celulares, Bandler (1982) foi o primeiro a demonstrar que
os neuronios da MCP de ratos e ndo apenas fibras de passagem nessa regido, estao
mediando a integracio das reacGes de defesa. Trabalhos posteriores vieram
confirmar esses resultados (Krieger & Graeff, 1985; Hilton & Redfern, 1986).
Posteriormente, Bandler ¢t al. (Bandler & Depaulis, 1991; Bandler ¢t al., 1985;
Depaulis, 1989, 1991; Depaulis & vergnes, 1986; Depaulis ¢t al., 1992) realizaram
uma série de experimentos com gatos e ratos, utilizando a técnica de microinje¢des
com aminoacidos excitatorios e o uso de testes sensoriais e verificaram que as CL e
CVL da MCP possuem grupos distintos de neur6nios que integram diferentes
componentes das reagdes de defesa. Assim, foi observado que a CL esta
relacionada com a ativagdo somatica e autondmica, caracteristicas da resposta do
organismo a um estimulo cutdneo superficial (como o calor radiante). A CVL

parece estar relacionada com a inibigio autonémica e somatica que parece

15



corresponder a uma resposta do organismo a um estimulo profundamente nocivo
(como inje¢do de formalina nos misculos do pescogo) ou de um perido de
recuperagdo do organismo em resposta a uma situagdo estressante, e que €
caracterizado por uma inibi¢do simpatica, com relaxamento muscular e
imobilidade fisica.

Existem evidéncias apontando a amigdala como o ponto de convergéncia
dos varios estimulos aversivos. Ja foi demonstrado, por exemplo, que lesGes nessa
estrutura diminui a apresentagdo de respostas defensivas tipicas, como o
congelamento e a analgesia, tanto na presenga de um estimulo ameagador inato
quanto na presenca de um estimulo aprendido. Por outro lado, a MCP ¢
considerada a grande coordenadora das varias atividades defensivas, verificando-se
que a amigdala emite proje¢des de seu nicleo central para essa estrutura. O que
parece ocorrer ¢ um sistema funcional entre amigdala e MCP, onde ocorre uma
convergéncia de “inputs” sensoriais que produzem comportamentos relacionados
ao medo. Essas respostas podem ser separadas na MCP, sendo um exemplo disso o
fato de que a administragdo de naloxona nessa estrutura, em sua parte ventral,
reduz a analgesia induzida pelo medo, porém, nfo altera o congelamento. Isso
pode significar que na MCP ventral a analgesia ¢ iniciada pela liberagdo de
opidides enddgenos, enquanto que o congelamento, e provavelmente outras
respostas defensivas espécie-especificas ocorrem via outros mecanismos (para
revisao ver Fanselow, 1991).

Baseado nessas evidéncias, Fanselow (1991) propés um modelo para
explicar essa interagdo entre AM-MCP na reagdo de defesa, o qual sugere que a
amigdala é a estrutura responsavel pela recep¢do de varios estimulos aversivos,
sendo ela que manda sinais para a MCP sobre o grau de perigo que o animal esta
experienciando. A MCP, por sua vez, se encontra em uma posi¢do privilegiada,
com seu sistema analgésico descendente e sua mediagdo das respostas autonomicas
e somaticas, para coordenar os varios componentes das respostas defensivas,
conforme o grau de perigo que coloca em risco a sobrevivéncia do organismo.
Dessa forma, a MCP seria a estrutura central da geracdo e selecio das respostas

defensivas.
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4. NEUROPEPTIDEOS

* mecanismos mediados pelo sistema de aminoacidos, bem como
pelas aminas biogénicas (para revisdo ver Graeff, 1990; Branddo et al., 1994;
Handley, 1995).

Tem sido sugerido que os neuropeptideos com atividade opidide
também participam da modulagdo de comportamentos defensivos. Sabe-se que o
eixo que comprende o complexo amigdaldide, o hipotdlamo e a matéria cinzenta
mesencefalica, os quais regulam as respostas defensivas, contém uma alta
densidade de neurénios encefalinérgicos, bem como receptores opidides (Shaikh &
Siegel, 1988; Shaikh et al., 1991). Jacquet & Lajtha (1973, 1974) e Jacquet (1981)
demonstraram que altas doses de morfina microinjetadas diretamente na MCPD
de ratos induzem um tipo de reagdo denominada “comportamento motor
explosivo”, enquanto que pequenas doses desse opidide microinjetadas na MCPD
ou no HM provocam uma diminuigdo dos efeitos aversivos induzidos pela
estimulagdo elétrica dessas estruturas. Jenck ef al. (1983, 1986), utilizando o teste do
“switch-off” verificaram efeitos similares. Resultados mais recentes tém
demonstrado que microinje¢des de morfina diretamente na MCPD de ratos
causam efeitos que variam em funcdo das doses utilizadas, onde baixas doses
elevam o limiar da estimulagéo elétrica capaz de induzir congelamento e fuga em
uma arena circular. Essas mesmas doses sdo capazes de aumentar a exploragdo
relativa dos bragos abertos em um labirinto em cruz elevado. Tanto o efeito
antiaversivo da estimulagdo elétrica quanto os efeitos ansioliticos nos bragos
abertos do labirinto foram antagonizados por microinje¢cdes de naloxona,
diretamente na MCPD. No entanto, doses mais altas de morfina na MCPD
causam um comportamento motor explosivo, bem como se mostram ansiogénicas
no labirinto em cruz elevado. Esses efeitos de doses mais altas ndo sdo

antagonizados pela naloxona, por ndo serem mediados por receptores do tipo M,
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mas sim por receptores do tipo k, uma vez que foram antagonizados por um

bloqueador especifico de receptores do tipo ¥k, o nor-binaltorfimina (Motta &
Branddo, 1993; Motta et al., 1995).

Ja é sabido que a supressdo do comportamento defensivo afetivo € mediado
através de receptores opidides do tipo p e do tipo J, ao nivel da MCP, em gatos.
Com isso, tem sido sugerido que os peptideos opidides, seriam a origem dos
“inputs” em sitios da MCP nos quais o comportamento defensivo é eliciado. Com
relagdo as possiveis fontes de origens de aferentes opidides a sitios da MCP existem
diversas evidéncias de que podem ser neurénios da porcio central do complexo
amigdaldide. Assim, ja foi verificado que esse niicleo é capaz de abolir a defesa
afetiva quando estimulado eletricamente. Ao mesmo tempo possui altas
concentragdes de neurdnios que reagem imunologicamente as encefalinas, além de
conter determinados grupos de neurdnios que projetam seus axonios diretamente
ata a MCP. No entanto, existe uma alternativa de que a defesa afetiva tem origem
em interneurdnios dentro da MCP que sdo ativados por fibras ndo opidides da
amigdala central.

Um outro grupo de neuropeptideos com atividade n3o opidide, composto
pela neurotensina, substancia P e colecistocinina, tém sido, em grau variado,
implicado na mediagdo quimica do comportamento defensivo. Por 1sso, os
neuropeptideos, de maneira geral, e a substancia P, em particular, serfo
focalizados neste trabalho.

Existem evidéncias de que os neuropeptideos surgiram de wuma
diferenciagdo entre a comunicagdo neuronal comum e a hormonal, realizando
fungdes neuro-secretérias, ou seja, neurohormonais. FEssas substancias,
primeiramente conhecidas por suas fungdes no sistema periférico foram detectadas
no cérebro através da utilizagdo de técnicas imunoldgicas. Até o presente
momento, mais de vinte tipo de peptideos hormonais ja foram identificados no
SNC passando a ser considerados neuropeptideos, candidatos a
neurotransmissores e neuromoduladores.Os neuropeptideos sio diversificados e
representam, em sua maioria, aqueles peptideos que foram previamente

identificados como horménios locais (sistémicos) na periferia, principalmente no
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trato gastrointestinal (Iversen, 1987). Ao que tudo indica, eles possuem uma ampla
variedade de fungdes, em um mesmo organismo, podendo atuar como hormonio e
como neuromodulador (Eipper et al., 1986; Acher, 1981; Mains et al., 1983). Todos
os trabalhos demonstram que essas substancias encontram-se localizadas apenas
em elementos neuronais, onde estdo altamente concentrados em terminais
nervosos e, em menor concentragdo, em outras partes do neurénio (Iversen, 1987).

Além de seu papel neurofisioldgico relevante, os neuropeptideos estdo cada
vez mais sendo implicados nos processos psicofisioldgicos. Diversos trabalhos tém
demonstrado que essas substancias, quando administradas periférica ou
centralmente, sdo capazes de influenciar um grande nimero de comportamentos
tais como o alimentar, o decorrente da ativagdo do sistema de nocicepgdo, os
mecanismos de regeneracdo celular, e os processos de aprendizagem e memoria (
Nemeroff ¢t al., 1984; Huston et al., 1993).

O primeiro grupo de neuropeptideos que teve suas fungdes
comportamentais investigadas foi o grupo de peptideo com atividade hormonal.
Com o desenvolvimento dos estudos sobre suas fungdes, uma grande soma de
experimentos demonstraram que os hormoénios do eixo pituitario-hipotalamico
estdo implicados em varios processos comportamentais. As primeiras evidéncias
sobre esse fato se deram por meio de observagdes sobre as modifica¢des no
comportamento de ratos que sofreram a retirada da adeno-hipoéfise ou da glandula
pituitaria inteira, ou que sofriam de diabete insipida, a qual produz uma deficiéncia
na sintese de vasopressina. Foi observado que ocorria um prejuizo na
aprendizagem de uma tarefa de esquiva ativa, na caixa de vai-e-vem, o qual podia
ser prontamente restabelecido através do tratamento com o hormonio
adrenocorticotropina (ACTH) ou vasopressina, bem como com os fragmentos
desses peptideos. Esses estudos levaram a conclusdo de que o complexo pituitario-
hipotalamico parece ser a origem dos neuropeptideos, gerados a partir dos
hormoénios desse complexo, os quais por sua vez podem ser considerados as
moléculas precursoras desses fragmentos (De Wied ¢t al., 1974; Willey et al., 1974).
Diversos estudos tém demonstrado que esses neuropeptideos hormonais tém uma

participacdo fundamental em fenomenos comportamentais complexos, como a
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motivagdo, a aprendizagem e memoria, além de afetarem os processos de
tolerancia e dependéncia dos analogos narcéticos e influenciarem o processo sono-
vigilia (para revisdo sobre a participagdo dos neuropeptideos hormonais no
comportamento ver De Wied, 1977).

Além dos peptideos hormonais, evidéncias demonstram que peptideos com
outros tipos de atividades, como os opidides, as taquicininas etc., também
participam como neuromediadores e/ou neuromoduladores em diversas fungdes
comportamentais no SNC dos mamiferos. Como os hormonios, esses
neuropeptideos parecem estar realcionados com os processos de aprendizagem e
memoOria, 0s processos nociceptivos e nos processos de regenerado celular e
sindromes das demeéncias senis (para revisdo ver Nemeroff et al. 1984; Huston et al.,
1993).

Existe ainda uma grande dificuldade para se classificar os neuropeptideos
como neurotransmissores, neuromoduladores ou hormédnios locais, sendo que as
evidéncias apontam para uma participa¢do dessas substancias nas trés fungdes. Os
resultados favorecem a hipétese de que essas substancias atuam principalmente
como moduladoras da sensibilidade de grandes popula¢des de neurénios, por um
longo periodo de tempo, ao invés de um mecanismo do tipo tudo-ou-nada das
sinapses  convencionais, podendo atuar como neuromodulador e/ou
neurotransmissor em um mesmo tecido (Lundberg & Hokfelt, 1983; Iversen,
1984). Essas caracteristicas no modo de ag¢do dos neuropeptideos, por meio de
sinais quimicamente codificados e enderecados, garante um enriquecimento no
repertério de transferéncia de informagio no sistema nervoso, em adi¢do as
sinapses convencionais realizadas em vias anatomicamente definidas (Iversen,
1987).

Uma outra caracteristica dos neuropeptideos, e que justifica seu modo de
agdo peculiar , é que eles podem coexistir amplamente um com o outro, além de
coexistirem com diversos neurotransmissores classicos, em um Unico neurdnio.
Nao se sabe ao certo se essa coexisténcia ocorre em uma mesma vesicula ou em
vesiculas separadas. Porém, tem sido observado que a variavel mais importante

nesse processo € a composigdo dos receptores pés sinapticos, pois sdo eles que vio
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definir a fungo de cada substincia existente nas vesiculas pré-sinapticas.
Evidéncias demonstram que essas substancias s6 coexistem em uma determinada
subpopulagio de neurOnios que possuem caracteristicas neuroquimicas
particulares, porém, o significado funcional dessa coexisténcia ainda ndo esta
totalmente esclarecido. Alguns modelos experimentais mostram que o0s
neuropeptideos amplificam os efeitos causados pelo neurotransmissor classico, o
que sugere um processo adaptativo (plasticidade) do SNC. Tem sido observado
que quando ocorre uma interagio quimica entre os neuropeptideos e uma amina
biogénica, h4 um consideravel aumento nos diversos sinais quimicos que um
neurdnio pode utilizar para comunicar-se com células vizinhas ou mais distantes.
Eles parecem facilitar a agdo dos neurotransmissores classicos nas células pds
sinapticas, parecendo responder a um componente da resposta que ¢
caracterizado por um inicio lento e de longa durag¢io, com uma agio de carater
modulador. Evidéncias sugerem que essas substancias sO coexistem em uma
determinada populagdo de neurdnios com caracteristicas neuroquimicas
particulares. E demonstrado também que para um neuropeptideo ser liberado é
necessario uma estimulagio muito maior que a exigida pelos outros
neurotransmissores (Lundberg & Hokfelt, 1983; Iversen, 1984; Eipper et al. 1986).
Esse fenémeno da coexisténcia de diferentes neuropeptideos, ou de
neuropeptideos com neurotransmissores classicos, em um mesmo tecido, se deve,
provavelmente a sua forma especifica de transferéncia de informag?o, a qual, sem
davida, requer a utilizagdo de multiplos sinais quimicos. Assim, as substancias
quimicas que sdo liberadas individualmente, mas que fazem parte de uma
coexisténcia, podem, por si s6, nfo serem capazes de alterar a atividade de um
determinado neurdnio alvo, ou seja, somente aquelas células capazes de responder
a mais de um componente da “mistura” estard apto a responder. Dessa forma, a
coexisténcia, ou o uso de diversos sinais quimicos, parece significar uma espécie de
codificacdo quimica altamente elaborada, significando um maior nivel de
complexidade na organizacdo funcional da circuitaria neural, a fim de responder a
funcdes de carater complexo. Suas consequéncias podem ser ainda mais complexas

se os componentes daquilo que os autores costuma chamar de “coquetel sinaptico”
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varlarem com o tempo, o que parece ocorrer com os neuropeptideos. Se isso
ocorre, entdo ocorre uma troca quimica bem mais elaborada nas sinapses, mesmo
que a membrana pds-sinatica ndo possua receptores para cada uma das substancias
ativas no terminal em comum (Swanson, 1983; Iversen, 1987). Segundo alguns
autores, a coexisténcia leva a necessidade de se investigar se o balango existente
entre os multiplos mensageiros é perturbada durante as varias doengas nervosas, €
como os diversos tipos de drogas podem afetar a complexa interagdo entre os
compostos liberados nas sinapses (Lundberg & Hokfelt, 1983).

Algumas regides do SNC sdo particularmente ricas em terminais nervosos
contendo neuropeptideos. Dentre elas estdo as areas limbicas do prosencéfalo,
amigdala, estria terminal, septo e hipotadlamo, além da area pré-optica. Por outro
lado, determinadas regides, como o cerebelo, sdo praticamente desprovidas de
neuropeptideos. Outra regido rica em neuropeptideos é a substancia nigra, em sua
parte reticulada. A localizagdo de muitas dessas substancias em diferentes
subpopulagdes de pequenos neurdnios no sistema sensério primario, sugerem que
os neuropeptideos podem cumprir um papel de neurotransmissor nos mecanismos
da nocicepcao. Como ja foi discutido, € bastante comum a presenga de mais de um
neuropeptideo em uma subpopulagdo de neuronios, muitas vezes em coexisténcia
com neurotransmissores classicos. Assim, é possivel encontrar a coexisténcia de SP
e a calcitonina em neuro6nios sensorios, ou SP ooexistindo com noradrenalina e
acetilcolina nos nervos autondmicos periféricos, o que sugere uma fungéo para os
neuropeptideos nos mecanismos viscerais periféricos. Em alguns lugares, como no
hipotalamo e plexo mesentérico existem por volta de seis peptideos. No entanto, a
distribuigdo dessas substancias, até o momento, n#do tém oferecido pistas
consistentes sobre seu valor funcional. Trabalhos @ vitro, com a utilizagdo de
tecidos cerebrais ou sinaptossomas, tém mostrado a liberagdo dessas substancias
por meio de uma alta concentragdo de ions de potéassio, ou por substdncias
despolarizantes. Tem sido amplamente verificado que alguns neuropeptideos sdo
liberados por estimulacdo de vias neurais em trabalhos i vivo. Em ambos os casos
essa liberagdo requer a presenca de calcio, o que sugere que essas substincias sdo

normalmente liberados de neurdnios através de um mecanismo dependente de
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calcio, o que significaria um papel de neurotransmissores para as mesmas
(Brownstein et al., 1976; Cuello & Kazanawa, 1978; Ljungdahl et al., 1978; Nicoll e
al., 1980; Iversen, 1987).

4. 1. Substancia P

No ano de 1931, von Euler & Gaddum relataram a descoberta de uma
substancia presente em extratos de cérebro e intestino de equinos. Essa substancia
apresentava um efeito hipotensor em coelhos, bem como induzia contragdes de
jejuno isolado, semelhantes aquelas induzidas por acetilcolina. Essas contragdes, no
entanto, niao eram bloqueadas por antagonistas colinérgicos. Os autores
denominaram a fragdo ativa desse extrato de substincia P (SP), sendo ela
conhecida por esse nome até hoje. Quase quarenta anos depois, Chang & Leeman
(1970) isolaram um extrato do hipotdlamo de boi que possuia as mesmas
caracteristicas quimicas e biologicas da SP, o que levou esses autores a classifica-la
como um undecapeptideo, com a seguinte sequéncia de aminoécidos: H-ARG-
PRO-LIS-PRO-GLN-GLN-PHE-PHE-GLY-LEU-MET-NH> . Apds a sintese da
SP foi possivel o desenvolvimento de métodos mais precisos para estudos
neuroquimicos, fisiolégicos e farmacoldgicos desse neuropeptideo.

O papel de candidato a neurotransmissor e/ou neuromodulador foi dado a
SP com base principalmente no fato desse neuropeptideo preencher os critérios
basicos que servem para caracterizar um neurotransmissor, uma vez que ela se
encontra amplamente, porém seletivamente, distribuida no sistema nervoso central
e periférico dos mamiferos, encontra-se em fibras de passagem e terminais
nervosos, € liberada por despolarizacdo dependente de célcio, podendo alterar a
atividade de neurdnios vizinhos (Shults, et al., 1984). Como neurotransmissor, é
postulado que a SP esteja atuando em trés sistemas basicos: nas aferéncias
nociceptivas primarias, no trato estriato-nigral e no trato habenulo-peduncular
(Nicoll ez al., 1980). E interessante notar que a biosintese da SP nfio estd ainda
bastante esclarecida e que sua forma de degradagdo ndo estd satisfatoriamente

descrita nos sitos de transmissao mais relevantes, havendo uma grande necessidade
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de se estender o conhecimento acerca das peptidases responsaveis por encerrar a

acio desse neuropeptideo (Shults ¢t al., 1984; Iversen, 1987)).

4. 1. 1. Neuroquimica

A substancia P (SP) pertence a uma familia especifica de peptideos,
conhecida pelo nome de taquicinina. As taquicininas sdo caracterizadas por sua
diversidade funcional, possuindo em comum a sequéncia C-terminal, Phe-Gly-
Leu-Met-NHj (Erspamer, 1981; Maggio, 1988; Nicoll ez al., 1990). A substancia P
foi o primeiro neuropeptideo a ser caracterizado como uma taquicinina, tendo sido
considerada durante muito tempo a Unica existente no SNC dos mamiferos.
Porém, duas outras taquicininas, a neurocinina o e a neurocinina 3 foram isoladas
e sequenciadas do cérebro de mamiferos (Emson et al., 1987).

E sabido que a SP é sintetizada a partir de fragmentos precursores, as pré-
pro-taquicininas, no soma das células, através de um processo de quebra
enzimética, sendo entfo transportada pelo axoplasma até as terminagdes nervosas.
A SP fica armazenada em vesiculas e sua liberacdo se da por despolarizagdo, por
meio de um processo dependente de célcio. Na fenda sinaptica ela é degradada por
endopeptidases que encontram-se livres no espaco extracelular ou ligadas a
membrana. De modo geral, seu efeito é facilitador, deflagrando, tanto a nivel
periférico quanto central, potenciais pds-sinapticos excitatérios (Lembeck ¢t al.,
| 1953; Jessel, 1978; Schenker & Leeman, 1980; Cuello, 1987; Chang, 1988; Endo
et al., 1989a, 1989b).

A primeira evidéncia farmacoldgica sobre a existéncia de receptores para
taquicininas, particularmente para a SP, foi discutida por Erspamer et al. (1978),
sendo a partir de seus trabalhos que Lee ¢t al. (1982) propuseram a existéncia de
dois tipos de receptores para a SP, o SP-P e o SP-E. A partir de trabalhos com
fragmentos de SP, foram propostos novas classificagdes de receptores para a SP,
sendo que Piercey ef al. (1985) demonstraram que, levando em consideragdo a

atividade da porgdo N-terminal, era possivel uma classificagdo alternativa para
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receptores desse neuropeptideo. Com isso, propuseram dois tipos de receptores
que se diferenciavam em sua sensibilidade a esse fragmento N-terminal, os
receptores do tipo SPi, insensiveis ao fragmento N-terminal, e os receptores do
tipo SPs, sensiveis a esses fragmentos Atualmente, os receptores das taquicininas
foram reclassificados em quatro subtipos, NK-1, NK-2, NK-3 eNK-4 , baseados
principalmente no fato de seus ligantes endogenos serem SP, NPK, NKB ou NKA,
respectivamente (Iversen, 1989). E provavel que todos esses subtipos de receptores
existam no SNC, embora somente o receptor NK-1 e NK-3 tém tido seus sitios

mapeados de forma mais detalhada (Huston et al., 1993).

4. 1. 2. Distribuicdao

Através de métodos radioimunoldgicos e imunohistoquimicos, foi possivel
observar que a SP estd amplamente distribuida em todas as espécies de mamiferos
(Cuello & Kanazawa, 1978; Ljungdahl, Hokfelt & Nilsson, 1978; Pernow , 1983;
Brownstein et al., 1976). No prosencéfalo uma ampla rede de fibras pode ser
encontrada nas camadas I e II do coértex, com  projecGes do nucleo
interpeduncular posterior até o cértex frontal, através do feixe prosencefélico
medial. Na amigdala existem algumas projecGes para a estria terminal e
hipotalamo lateral. No hipocampo existem fibras aferentes contendo SP, as quais
parecem originar-se, ou pelo menos ter uma trajetdria no septo e nicleo tegmental
dorso-lateral.

No telencéfalo, um grande nimero de corpos celulares imunorreativos a SP
pode ser encontrado no septo, caudado-putamen, amigdala e na parte ventral do
globo palido. Ja no diencéfalo, células reativas a SP sdo encontradas
preferencialmente na area pré-Optica medial, no nucleo supraquiasmatico, no
nacleo medial da habénula, na zona incerta e no hipotdlamo. Existe também, um
agrupamento celular reativo a SP na substancia cinzenta central, ventral ao

terceiro ventriculo, que se estende até o mesencéfalo.
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A maior concentragdo de terminais nervosos contendo SP, no SNC, é
encontrado no mesencéfalo, particularmente na parte reticulada da substancia
negra (SN). Nessa estrutura, os terminais contendo SP fazem contatos sindpticos
com dendritos e corpos celulares dopaminérgicos, os quais originam-se no corpo
estriado, chegando até a substancia negra através da anmsa lenticularis. Sio
encontrados terminais contendo SP na area tegmental ventral e no nucleo
interpeduncular. Existem também neur6nios contendo SP na matéria cinzenta
periaquedutal e no nacleo dorsal da rafe, bem como fibras no locus coeruleus, ntcleo
parabraquial, nicleo do trato solitario, nacleo espinhal do nervo trigémeo e no
nucleo do nervo vago.

Na medula espinhal a SP pode ser encontrada em neurénios da coluna
dorsal e em fibras da substancia cinzenta. Essas fibras tém origens diversas:
neurdnios sensoriais primarios, interneuronios da substancia gelatinosa e neuronios
descendentes de nucleos supramedulares. Os neurdnios ganglionares dos nervos
cranianos e da medula que contém SP tém como origem de seus ramos periféricos,
a pele, as papilas gustativas, vasos sanguineos (onde ela tem um papel dilatador
sobre veias e artérias), glandulas endécrinas, sudoriparas e salivares, mucosa nasal,
traquéia, bronquios, polpa dentaria, rins e bexiga. Além disso, ela pode ser
encontrada no trato gastrointestinal, sistema visual periférico, trato respiratdrio,
além dos nervos vago, ciatico, esplancnico e frénico. E importante salientar que a
SP encontra-se circulante no plasma sanguineo (30-600 pMol/1 no homem; 425
pMol/ 1 no rato), provavelmente ligada a proteinas maiores, as quais impedem sua
degradac3o. E sabido que no homem o nivel circulante de SP varia em um ritimo

ultradiano (11/2 h) durante o sono (Pernow, 1983).

4.1.3. Fisiologia

A ampla distribuicdo de SP no sistema nervoso €, por si s6, um forte indicio
da participagdo desse neuropeptideo em diversos sistemas funcionais. Uma das
participacOes mais conhecidas da SP em processos fisiolégicos bésicos ocorre nos
mecanismos mediadores da dor, sendo que a primeira grande evidéncia de um

papel da SP como neurotransmissor ocorreu exatamente através de estudos sobre a
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nocicepgio, em fibras sensoriais, particularmente as fibras C, que convergem a
informagdo dolorosa. Através desses estudos, foi proposto que a SP seria o
neurotransmissor das vias sensoriais, estando localizada nos neur6nios sensoriais
primarios e sendo liberada através da estimulag@o de fibras nervosas A-delta e G,
estimulando os neur6nios do corno dorsal da medula espinhal, que reagem a
estimulos dolorosos (Nicoll ez al., 1980).

Existem duas grandes evidéncias do envolvimento da SP como um
neurotransmissor primario nos mecanismos da dor, uma é oferecida pelos
trabalhos anatomicos realizados por grupos como os de Hokfelt ¢t al. (1975, 1977),
Ljungdahl et al. (1978) e Cuello & Kanazawa (1978), os quais evidenciam uma
grande concentragdo de fibras reativas a SP na substancia gelatinosa da medula
espinhal, a qual é dramaticamente diminuida com a sec¢fo da raiz dorsal. Esses
resultados, somados a presenca de fibras reativas a SP na pele reforcam a
possibilidade desse neuropeptideo estar mediando os processos de nocicepgio.
Outra é aquela obtida com técnicas imunohistoquimicas nas aferéncias da polpa
dentaria, as quais no homem parecem cumprir um papel exclusivo na mediagao
da sensagdo dolorosa, onde foi verificado fibras contendo SP, que desaparecem
ap0s secgdo do nervo alveolar inferior (Anderson ¢t al., 1970; Olgart et al., 1977a,
1977b).

Existem diversos trabalhos que sugerem uma agdo modulatéria entre a SP e
o sistema de opidides enddgenos nos mecanismos de nocicepcio. Jessel & Iversen
(1977) demonstraram que a liberagdo de SP induzida por potassio de fatias do
nicleo trigeminal foi reduzido por peptideos opidides, bem como opidides
sintéticos, e que esse bloqueio foi prevenido por naloxona. Mudge et al. (1979)
também mostraram que a encefalina pode inibir a libera¢do da SP de neur6nios
em culturas e como nesse caso neuronios sensoriais eram os unicos tipos de células
presentes, a encefalina provavelmente estaria agindo diretamente nesses neuronios.
Duggan et al. (1976), demonstraram, através da técnica de iontoforese, que a
encefalina e opidides sintéticos, como a morfina, na substancia gelatinosa, bloqueia
a ativagio de neurdnios das laminas IV e V, exclusivamente com estimulos

nocivos, e esse efeito também ¢é revertido pela naloxona.
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Embora o sitio preciso de agio dos opidides nos neurdnios sensoriais ndo
tenha sido determinado de forma satisfatéria nesses trabalhos, os mesmos serviram,
acima de tudo, para estabelecer uma relagdo funcional entre os opidides e os
neurdnios que contém SP. Dois provaveis mecanismos de ac¢do pelos quais os
opidides estariam inibindo a transmissdo da dor seria ou pelo aumento da
condutancia, de forma que o potencial de a¢do ndo despolarizaria efetivamente a
membrana do terminal nervoso, ou inibindo o influxo de calcio necesario para a
liberagio do neurotransmissor (Nicoll ¢t al., 1980). Mudge ez al. (1979) sugerem que
a encefalina inibe a SP por esse Gltimo mecanismo.

Um outro conhecido efeito da SP € sobre sua modulagdo do
comportamento motor. Altera¢Ges nos padrdoes do comportamento motor foram
descritas ap0s injegdes centrais e periféricas, em ratos e camundongos. Inje¢Ses de
SP na érea tegmental ventral (ATV) e SN, em ratos, induzem um aumento nos
comportamentos de locomocdo, limpeza e levantar sobre as patas traseiras (Kelley
& Iversen, 1978; Kelley et al., 1979, 1985). Esses mesmos padrdes de respostas sdo
observados em camundongos, apds inje¢des intracerebroventricular (ICV)
(Naranjo & Del Rio, 1984; Hall ¢ al., 1987). Doses na faixa de 0,3 a 1,25 pg ICV)
induzem um forte aumento na locomogdo, enquanto que doses mais altas (ICV)
produzem imobilidade, rigidez e rotagoes (Rondeau et al., 1978).

O que tem sido observado € que essas alteracGes no comportamento
motor, causadas por inje¢des da SP, sdo dependentes do ritimo circadiano.
Treptow et al. (1983) obtiveram um aumento na locomogdo durante a fase de
repouso e uma redugdo deste comportamento durante a fase de atividade, em
ratos, apos injecdo central (12,5 pg/kg) e periférica (125 pg/kg) de SP. Por outro
lado, em camundongos, foi observado uma redugdo dos comportamentos de
locomogZo, de levantar e limpeza trinta minutos ap0s inje¢ao sistémica de SP (Hall
& Stwart, 1983; Hall e al., 1985), e recdugio da locomogéo e aumento da limpeza
apos injecdo de SP no ventriculo lateral (Katz, 1979). Essa agdo da SP sobre o
comportamento motor tem sido relacionada com o sistema dopaminérgico
mesotelencefalico, sendo que esse sistema é reconhecidamente um alvo para a

agio da SP. As evidéncias sobre essa provavel relagdo tém sido verificadas através
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de andlises comportamentais e neuroquimicas,Ja foi verificado, por exemplo, que
a injegdo unilateral de SP na substancia negra reticulada induz rotagles
contralaterais ao hemisfério injetado, bem como um aumento na taxa de
renovagio dopaminérgica no niacleo caudado-putamen ipsilateral, em ratos (Olpe
& Koella, 1977; James & Starr, 1979). Além do mais, quando injetada na ATV de
ratos (onde existe uma verdadeira sobreposi¢ido entre a distribuigdo de teminais
nervosos contendo SP e corpos celulares dopaminérgicos), a SP aumenta, por
cerca de duas horas, a atividade motora espontanea em ratos (Kelley ¢f al., 1979).
Nesse trabalho, a interagéo entre dopamina e SP foi evidenciada pela potenciagéo
do efeito da anfetamina e pelo bloqueio dessa atividade motora pelo haloperidol
ou por lesdes neurotdxicas, com 6-OHDA, da ATV.

Trabalhos mais recentes tém mostrado que os efeitos da SP sobre o sistema
dopaminérgico podem ser observados através da utilizagdo de sues fraguimentos
moleculares. Assim, através da técnica de microidialise foi analizado o contetido de
dopamina extracelular do ntcleo acimbens e neoestriato, apds microinje¢des da
molécula completa de SP e de seus fragmentos N-terminal (SP1-7) e C-terminal
(DIME C-7). Os resultados mostraram que a dose de 37 nmol/kg de SPcausou um
aumento moderado nos niveis de dopamina extreacelular do estriado que
perdurou por cerca de cinco horas, enquanto que ndo hove nenhuma alteragio
por parte dos dois fragmentos, nessa mesma dose. No entanto, a dose de 185
nmol/ de SP e de 37 nmol/kg de seu fragmento C-terminal, no nicleo acimbens,
causou um aumento exacerbado nos niveis extracelulares de dopamina nessa
estrutura, que persistiu por volta de duas horas (Huston ¢t al., 1993).

Sem duvida nenhuma, um dos efeitos da SP que mais tem sido investigado é
quanto sua participacdo nos mecanismos de aprendizagem e memoria, bem como
nos processos de refor¢co (Huston & Oitzl, 1989; Hasenshrl et al., 1992). Diversos
trabalhos tém demonstrado que microinje¢des de SP, imediatamente ap0s o treino
pode facilitar ou prejudicar a aprendizagem de uma tarefa de esquiva inibitéria,
dependendo da estrutura cerebral na qual ela for injetada. Assim, foi demonstrado
que a injecdo de SP na SN e na AMde ratos prejudica a retengdo de um teste de

esquiva inibitéria, observando-se um quadro de amnésia retrograda (Huston &
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Staubli, 1978, 1979), enquanto que na regiio do hipotdlamo lateral/feixe
prosencefalico medial (HL/FPM), bem como no nacleo medial do septo (NMS),
esses mesmos autores (Stdubli & Huston, 1979, 1980) verificaram uma facilitagéo
da aprendizagem para a mesma tarefa, além do teste de preferéncia por lugar em
um modelo do labirinto em T modificado. E interessante notar que esses efeitos
foram similar aqueles observados através da estimulagdo elétrica, imediatamente
apods o treino, dessas mesmas estruturas (Huston et al., 1977; Destrade & Jaffard,
1978).

A administragdo periférica desse neuropeptideo também influencia os
processos de aprendizagem e memoria, quando adminsitrada apds o treino, em
ratos e camundongos. E possivel observar esse efeito em diversas tarefas
comportamentais que incluem, por exemplo, a aprendizagem de diferentes
respostas de esquiva inibitéria (Schlesinger ¢t al., 1983; Tomaz & Huston, 1986;
Pelleymounter et al, 1988; Tomaz ¢t al., 1990), habituacdo (Aguiar & Tomaz,
1990; Gerhardt et al., 1993), discriminagdo positivamente reforgada (Schlesinger,
1986), e a aprendizagem em um labirinto aquatico (Hasendhrl et al., 1990).
Paralelo a esses efeitos nos processos de aprendizagem e memoria existem fortes
evidéncias de que a SP também estd envolvida nos processos de reforgo. O fato de
que a SP pode possuir tanto efeitos facilitadores (Staubli & Huston, 1985), quanto
efeitos prejudiciais (Huston & Staubli, 1979; Stein & Belluzzi, 1979) sobre a
aprendizagem e memoria, levaram a hipdtese de que os efeitos da SP nesses
processos estdo subordinados as propriedades aversivas ou recompensadoras de
determinadas regides cerebrais, isto é, a SP pode causar efeitos reforgadores
psositivos  (facilitadores da aprendizagem) ou punitivos (prejudiciais a
aprendizagem), dependendo do sitio cerebral na qual ela exercer sua atividade.
essa hipotese esta de acordo com a teoria do reforco central, defendida por Huston
et al. (1977), a qual sugere que reforgadores com valor positivo, apés o treino de
uma determinada tarefa, facilitam a aquisi¢do e consolidagdo da mesma, enqanto
que estimulos com propiedades aversivas ao organismos tendem a prejudicar essa

aprendizagem e sua consolidagao.
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Semelhante a seus efeitos sobre o comportamento motor, a participagdo da
SP nos mecanismos da aprendizagem parece depender, também, de sua estrutura
molecular. Assim, ja foi demonstrado que o fragmento N-terminal (SP1-7) de SP
apresenta os mesmos efeitos facilitadores, bem como efeitos reforcadores positivos,
da molécula completa de SP, tanto através da administragio sistémica quanto da
administragao central, em diversas tarefas comportamentais (Huston et al., 1983).

Existem resultados na literatura demonstrando que a SP também possui
propriedades neurotréficas, ou neuroprotetoras (Jonsson & Hallman, 1982;
Ywasaki ¢f al., 1989). Esses resultados tém levado a investigagdo de uma possivel
participacdo da SP em doencas neurodegenerativas, como o mal de Parkinson ou a
doenca de Alzheimer. Utilizando a lesdo unilateral com 6-hodroxidopamina (6-
OHDA) do sistema mesoestriatal, Mattioli (1992a) e Mattiloi et al.1992b)
demonstraram que o tratamento diario com SP (37 nmol /kg), foi capaz nio s6
de prevenir os déficits funcionais comumente induzidos por esse tipo de lesdo
(assimetria no comportamento de rotagédo), como também aumentou a rapidez na
recuperacdo do comportamento de tigmotaxia. Foi verificado que esse efeito
facilitador da SP parecia estar relacionado ao grau de deple¢do de dopamina
estriatal, ou seja, apenas os animais com uma deplecdo parcial desse
neurotransmissor tiveram uma facilitacdo dos efeitos da SP na recuperagdo da
lesdo, enquanto os animais que tiveram uma deplecdo de cerca de 98% de
dopamina estriatal ndo sofreram tal influéncia. Isso sugere que os efeitos
preventivos ou recuperativos da SP se ddo através de uma interagdo entre esse
neuropeptideo e adopamina. E possivel que a SP tenha atuado através de
neuréonios dopaminérgicos residuais, ou através de sistemas pos sinapticos, a fim de
compensar a perda da inervagdo dopaminérgica.

Experimentos i vitro tém sugerido que a SP aumenta o crescimento de
fibras neurais em culturas de ganglios da raiz dorsal da medula espinhal de pintos
(Narumi & Fujita, 1978). Ela também promove o crescimento de neurdnios
simpaticos, bem como acelera o crescimento e aumenta a espessura de feixes
neurais de raizes espinhais em ratos (Koslova et al., 1987). Existem evidéncias de

que essa relacdo entre SP e plasticidade neural também ocorre a nivel central.

31



Assim, Johnsson & Hallman (1982), demonstraram que a SP atua na facilita¢do
do desenvolvimento de neurénios noradrenérgicos, ap6s lesdes dos mesmos por 6-
OHDA, em ratos. Por outro lado, Nakai & Kasamatsu (1984) através de estudos
histoquimicos observaram que inje¢des intraventriculares de SP aumentam a
inervagdo catecolaminérgica do cortex occipital de ratos, em sitios préoximos de
regides lesadas por 6-OHDA. Porém, esse mesmo efeito ndo foi verificado quando
a injecado foi diretamente no sito lesado pela droga, o que sugere que a agio da SP
tenha ocorrido através da ativagdo direta dos corpos celulares catecolaminérgicos
do locus coeruleus. Esse efeito regenerador da SP também j4 foi observado em outras
espécies ndo mamiferas. Liineburg & Flohr (1988) demonstraram que a SP é capaz
de facilitar a recuperagdo funcional de sapos (Rana temporaria) com lesdo unilateral
do labirinto. Assim, os ratos tratados com SP apresentaram uma compensago
vestibular mais rapida, dose-dependente, do que aqueles tratados apenas com o
veiculo da SP.

E sugerido que os efeitos da SP nos processos de recuperagio funcional apés
degeneragdo neuronal seja semelhante aqueles das neurotrofinas, que sdo proteinas
responsaveis por fungdes reguladoras no desenvolvimento e maturagéo do sistema
nervoso e na recuperacdo de tecidos lesados. Essas neurotrofinas e,
hipoteticamente a SP, agiriam como o fator de crescimento neural (NGF),
controlando o desenvolvimento de neur6nios, a regeneragao funcional dos mesmos
e sendo responsavel pela sintese e expressdo de moléculas celulares. Esses efeitos da
SP tém levado a hipdtese sobre uma possivel relagdo entre seus efeitos
moduladores da memoria e seus efeitos refor¢adores com o prejuizo na capacidade
associativa observado nas doengas neurodegenerativas. Isso implicaria um papel
para a SP em mais uma doenca de carater neurodegenerativo, nesse caso o Mal de
Alzheimer, que no homem degenera o nicleo basal de Meynert (homdlogo ao
nicleo basal magno celular no rato). Esse envolvimento da SP no Mal de
Alzheimer ¢ fortalecido pelo fato de que uma das mais importantes estruturas
anormais que se encontram em forma de placas degenerativas nos céberos de
pacientes com essa doenga € a proteina B-amiléide, a qual pode causar efeitos

amnésicos semelhantes aos de SP em determinadas regides do cérebro e cujos
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efeitos tém sido localizados em uma sequéncia de onze aminoacidos (25-33), os
quais possuem uma estrutura bastante similar aquela das neurokininas, como a SP.
Além do mais, ja foi verificado que antagonistas da SP mimificam os efeitos da
proteina B-amildide, enquanto que agonistas revertem tais efeitos. E mais, a
administracio periférica de SP e seu fragmento N-terminal bloqueiam os efeitos
amnésticos dessa proteina, administrada por via ICV. Com isso, ¢é interessante
investigar os efeitos da SP nos processos mnemonicos prejudicados nessa doenga
neurodegenerativa (para revisédo sobre o assunto ver Huston ez al., 1993).

Como podemos observar, a SP esta envolvida em diversas fungdes no SNC
dos mamiferos, as quais sdo consideradas de grande complexidade, bem como de
fundamental importancia nos processos evolutivos pelos quais passaram as
diferentes espécies, como é o caso da plasticidade neuronal e a regeneragio de
fungdes. Além disso, relatos na literatura tém demonstrado, de forma cada vez
mais convincente, que esse neuropeptideo também cumpre um papel importante
nos processos neurobiolégicos das reages de defesa, cujos mecanismos bésicos ja
foram amplamente abordados por nds nas secgdes anteriores deste trabalho.
Assim, além do amplo corpo de evidéncias sobre o papel primario que a SP
cumpre nos processos de nocicepgdo que, como ja foi discutido, € um componente
relevante nos mecanismos defensivos, relatos na literatura sugerem um papel
modulador para esse neuropeptideo nas respostas consideradas de carater
preponderantemente aversivo, como a defesa afetiva e a luta defensiva.

Ja foi demonstrado que inje¢des ICV de SP, em camundongos, eleva
significativamente as respostas motoras, especialmente a autolimpeza, o levantar
sobre as patas traseiras, o cogar e a locomogado (Hall et al., 1987). Em ratos, foi
verificado que inje¢des ICV tanto de SP, quanto de seu agonista sintético, o
DIMETIL-C7, além de causarem um padrio de respostas motoras semelhantes
aquelas observadas em camundongos, sdo capazes de induzir uma aversdo
condicionada ao lugar, em um paradigma de condicionamento ao lugar (Elliot &
Iversen, 1987; Elliot, 1988). Porém, mais recentemente, tém surgido evidéncias de
que a SP pode estar diretamente envolvida na reacdo de defesa ao nivel das

estruturas do SCA. Assim, Siegel e colaboradores, baseados em uma série de
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experimentos, que envolvem analise comportamental e neuroquimica, tém
demonstrado que a SP é um dos componentes farmacoldgicos envolvidos na
mediagdo de respostas de defesa afetiva e respostas de ataque predatdrio. Os
resultados desses autores sugerem que a SP é um dos neurotransmissores
responsaveis pela eliciagdo da raiva defensiva, em gatos, através de mecanismos

excitatérios na amigdala, em conexdo com uma via direta até o hipotdlamo medial

(Shaikh ef al., 1993).
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5. TESTES PARA MEDIDAS DO COMPORTAMENTO
DEFENSIVO

demos considerar como os primeiros modelos experimentais

ara estudar os processos neurais das respostas afetivas, os

trabalhos classicos com estimulagdo elétrica ou ablag¢bes de
estruturas cerebrais, do inicio do século (Cannon, 1927; Bard, 1928; Ranson et al.,
1935; Hess & Briiger, 1943; Hunspergger, 1956; De Molina & Hunsperger, 1959,
1962; Abrahams et al., 1960; Wasman & Flynn (1962). Essas metodologias que
em muitos aspectos lembravam as técnicas utilizadas nos primeiros estudos sobre
localizagdo de fungdes cerebrais um século antes, foram, pode-se dizer, o alicerce
para a padronizacao dos modelos animais refinados e melhor validados, como os
que conhecemos na atualidade.

Décadas depois, os modelos para se estudar os substratos neurais das
emocdes foram cada vez mais se desenvolvendo e se especializando, oferecendo
maiores subsidios para uma melhor compreensio desses processos. Com as
especializagdes em diversas areas do conhecimento e o constante refinamento das
técnicas foram sendo desvendados ndo s6 as estruturas que estdo por tras dos
mecanismos de defesa, como também as substancias enddgenas responsaveis pela
sua mediagdo, o que implicou em um avango do conhecimento acerca da
anatomia e farmacologia desses processos.

Neste trabalho foram utilizados trés testes que sdo comumente usados para
medidas do comportamento defensivo, a arena, o teste do condicionamento ao
lugar e o teste do labirinto em cruz elevado. A seguir, discutiremos brevemente

algumas das caractéristicas de cada um desses testes.
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5. 1. Campo Aberto

No presente trabalho foi utilizado uma arena que, em sua esséncia, lembra
aquele que ficou conhecido como o modelo do campo aberto. O campo aberto foi
concebido por Calvin Hall (Hall, 1934; Hall, 1936) o qual utilizou a quantidade de
defecacdo e urina do animal como indice de emocionalidade. A partir dai
aumentou consideravelmente o niimero de varidveis dependentes analisadas nesse
modelo.

A metodologia do campo aberto consiste basicamente em medir os
comportamentos eliciados por um animal colocado em um certo espago aberto,
que represente novidade para ele e do qual ndo consegue escapar, por existir
paredes ao redor desse espago. Esse modelo permite avaliar tanto medidas de
exploracdo (locomogdo, levantamento, farejamento) como medidas puramente
aversivas (defecagdo, micgdo, saltos, congelamento), relacionando a atividade
motora a construtos tedricos sobre exploragdo e medo (Archer, 1973; Willner,
1991). O campo aberto pode variar amplamente no tamanho, na forma, bem
como nos parametros das respostas a serem avaliados. Assim, esse teste pode ser
utilizado tanto para medir o comportamento do animal mediante uma simples
situag@o de novidade, como pode servir para se avaliar efeitos de drogas, de lesdes,
estimulagdo elétrica do SNC, habituagédo, bem como a aprendizagem em reposta
ao meio ambiente experimental.

A forma mais comumente utilizada do campo aberto tem sido a arena
circular, sendo que a forma quadrada e retangular sdo, também, amplamente
utilizadas. Ndo s6 a forma do campo aberto pode variar, mas também o material,
a cor e o nivel de iluminagio. Nio existem evidéncias de que a variagio nesses
parametros influenciem o comportamento. INo entanto, ja foi observado que o
tamanho do campo aberto pode influenciar a atividade motora (Walsh &
Cummins, 1976). Porém, o fator iluminagdo costuma estar sempre presente,
sendo uma das varidveis que também pode influenciar significativamente o
comportamento do sujeito experimental. Geralmente é utilizado uma lampada, de

luminosidade variando de acordo com o objertivo do experimento, sendo que em
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experimentos que tém como objetivo criar uma situagfo de carater aversivo a
luminosidade costuma ser mais forte, enquanto que em situa¢Ges em que ha a
necessidade de manter o animal em um nivel de estresse mais baixo, é utilizado
pouca iluminacao, geralmente apenas a da sala experimental como um todo.
Existem relatos de que um alto nivel de luminosidade diminui a atividade motora

em diversos parametros, como a ambulagdo, o levantar e a tigmotaxia (Walsh &

Cummins, 1976).

5. 2. Condicionamento ao Lugar

O estudo sobre as propriedades reforcadoras de determinadas substancias
quimicas tiveram inicio, pode-se dizer, com o advento da teoria do
condicionamento operante. Através dessa metodologia foi possivel avaliar as
propriedades motivacionais dessas drogas através da frequéncia e magnitude de
determinadas respostas emitidas pelo animal de forma contingente a administraggdo
do composto, sendo elas bastante variadas e podendo incluir desde pressionar uma
barra até caminhar em um labirinto e ingerir solu¢des adocicadas (Mucha et al.,
1982). O uso da metodologia do condicionamento operante, com o passar do
tempo, mostrou grandes limita¢Ges para o estudo das propriedades reforgadoras de
determinadas drogas. Uma delas é a grande quantidade de exposi¢do do animal a
droga, o que implica em diversas microinje¢des, levando a lesdes no tecido
cerebral. Essa repeticdo também induz tolerancia e dependéncia fisica do animal,
principalmente no caso dos narcéticos, uma das classes de farmacos mais utilizadas
nesses procedimentos. Outra importante limitagdo desse modelo ¢é a
complexidade dos procedimentos do treino operante, dificultando desde a analise
comportamental até os correlatos bioquimicos e neurofisiolégicos. Porém, a maior
dificuldade em se utilizar esses modelos é que juntamente com o condicionamento
operante misturam-se varias caracteristicas do condicionamento clasico e do
processo de habituagdo, ndo garantindo um correlato bioldgico seguro do
comportamento que caracteriza o reforgo operante e a aprendizagem. Com isso,

buscou-se metodologias alternativas que permitissem uma analise mais clara e
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eficiente das propriedades motivacionais de determinados farmacos. O modelo de
condicionamento ao lugar foi uma das alternativas surgidas para tentar resolver
esse problema. O primeiro modelo de condicionamento ao lugar, citado na
literatura é, provavelmente, aquele concebido e utilizado por Garcia et al. (1957 ),
0s quais conseguiram uma resposta de aversdo ao lugar, em ratos, onde os mesmos
experienciaram os efeitos de uma radiagao ionizante.

Consistindo, geralmente, de dois compartimentos diferenciados entre si e
interligados por um corredor central a metodologia desse modelo consiste
basicamente em parear dicas distintas desse aparato, inicialmente neutras, com
determinado estimulo incondicionado. O que é esperado de tal procedimento é
que no caso de drogas com propriedades refor¢adoras positivas o animal passe a
dispensar uma maior parte do tempo do teste naquele ambiente onde ele
experienciou o efeito da droga, enquanto que, em se tratando de substancias com
propriedades aversivas, espera-se o oposto, isto €, que o animal passe muito
menos tempo naquele ambiente pareado com essa droga. Uma grande
quantidade de trabalhos tém utilizado esse modelo para a avaliagdo de uma
diversidade de compostos farmacolégicos, como os opidides, psicoestimulantes e
peptideos ndo opidides. Comparado com outros modelos, o condicionamento ao
lugar possui grandes vantagens, como sua simplicidade de procedimento e sua
grande sensibilidade, tendo se revelado um método bastante efetivo para se
estudar a neurobiologia da motivagdo produzida pela administragdo de drogas

psicotropicas (Mucha et al., 1982).

5. 3. Labirinto em Cruz Elevado

A busca pelo desenvolvimento de novos compostos ansioliticos que nao
possuam os efeitos secundarios indesejaveis, quando administrados clinicamente,
tém levado a necessidade de elaboragio de novos modelos animais que consigam
testar de forma mais pratica e eficiente a atividade ansiolitica dos mesmos. Os
testes utilizados para avaliagdo dos efeitos de compostos ansioliticos, a uma década

atras, utilizavam, geralmente, estimulos de natureza aversiva como o choque, o
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medo condicionado, além da privagio de agua e comida (Pellow et al., 1985). No
entanto, esses modelos (esquiva condicionada, resposta emocional condicionada e
os testes de conflito) tém se mostrado muito mais uteis e eficientes no
desenvolvimento e “screening” de novos compostos ansioliticos do que para
caracterizar os mecanismos cerebrais do medo e da ansiedade (Pankseep, 1990).
Como tentativa de superar essa limitagdo a atengdo voltou-se para modelos
animais que empregam comportamentos espontaneos (modelos etolégicos) ao
invés de respostas aprendidas como parametros de avaliagdo. Sem duvida
nenhuma, dentre esses modelos o que mais ganhou destaque, passando a ser um
dos testes mais amplamente utilizados, foi o labirinto em cruz elevado (LCE).

O LCE é um aparato desenvolvido a partir de um modelo desenvolvido por
Montgomery ( Montgomery, 1955; Montgomery & Monkman, 1955), o qual
demonstrou que a exposi¢do a um brago aberto de um labirinto elevado era capaz
de provocar uma situagdo de conflito, em um rato, entre a motivagdo para
explorar um ambiente novo e o medo gerado pelo espago aberto e a altura. Ele
verificou que essa situagdo conflituosa ndo estava presente quando ao animal era
permitido explorar um brago fechado desse labirinto. Assim, utilizando o que foi
chamado de labirinto em Y elevado, Montgomery (1955) mostrou que todos os
animais tinham uma clara preferéncia por explorar os bragos fechados desse
aparato. A conclusdo a que chegou foi que a exposi¢do a um estimulo novo (no
caso, os bragos do labirinto) pode incitar tanto a atividade exploratéria quanto a
resposta de medo no rato, gerando assim uma situacio conflituosa no animal, de
aproximagao e esquiva dos bragos abertos do aparato.

Com base nesse trabalho, Handley e Milani (1984) desenvolveram um
aparato com o objetivo de detectar efeitos de drogas ansioliticas. Construido em
madeira, esse aparato consistia de dois bragos fechados e dois bragos abertos, em
forma de cruz e estando, em seu conjunto, elevado do solo. As autoras o
denominaram de labirinto em cruz elevado e consideraram como medida de
ansieade a extensdo na qual os compostos ansioliticos afetariam, seletivamente, a
taxa de entradas nos bracos abertos do labirinto. Os resultados obtidos por essas

autoras foram semelhantes aqueles observados por Montgomery (1955), ou seja, os
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animais apresentaram uma clara e significante preferéncia pela exploragdo dos
bragos fechados. As autoras verificaram que os anisoliticos aumentam a
proporc¢éo de entradas nos bragos abertos, bem como a soma de tempo dispensada
nos mesmos, em um periodo de 5 minutos. Por sua vez, os psicoestimulantes, os
neurolépticos e os antidepressivos ndo aumentam nem a entrada nem o tempo
nesses bracos, enquanto que os ansiogénicos mostram efeitos “misturados”, porém
com uma tendéncia a reduzir a exploragio nos bragos abertos. Além disso, os
niveis de corticosterona sanguinea, os quais sdo tradicionalmente utilizados na
avaliagdo de repostas ao estresse, mostraram-se significativamente elevados nos
animais confinados nos bragos abertos, com uma grande soma de defecacdo e
congelamento (Pellow et al., 1985; Pellow & File, 1986).

Para tentar padronizar os melhores parametros a serem avaliados com
autiliza¢do do LCE, passou-se a utilizar, de forma constante, a analise fatorial dos
diversos parametros detectados nesse teste. Assim Lister (1987), utilizando
camundongos, identificou trés grandes fatores independentes: o fator 1,
relacionado a medidas de ansiedade; o fator 2, refletindo a atividade exploratoéria;
e o fator 3, caracterizando a atividade motora. As duas principais medidas de
ansiedade foram a % do nimero de entradas nos bragos abertos e a % do tempo
dispensado nesses bracos, com peso no fator 1. Curiosamente, ele observou que o
parametro de entrada total nos bragos abertos, geralmente avaliado como medida
de atividade motora, teve um peso maior nos fatores 1 (ansiedade) e 3 (atividade
motora). O fato de que essa medida teve um peso em dois fatores levou o autor a
concluir que esse parametro ndo representa uma medida clara para se avaliar a
atividade motora no teste do LCE. Assim, tem sido observado uma utilizagio cada
vez maior do parametro frequéncia de entradas nos bragos fechados, o qual na
analise fatorial sempre aparece com um peso exclusivo no fator trés, o permite
uma avaliagdo sobre a atividade motora geral do animal e sua possivel

interferéncia nos efeitos observados com a utiliza¢do de determinados compostos.
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participagio nos mecanismos de memoria. De importancia

neste aspecto esta o fato de que, dependendo do sitio no qual ela for administrada

abe-se que a SP esta envolvida nos processos de plasticidade

cerebral e recuperagdo funcional. Também é conhecida a sua

pode causar uma facilitacdo da aprendizagem ou um prejuizo da mesma, com um

quadro de amnésia retrograda. Curiosamente, estes Gltimos efeitos parecem

ocorrer em sitios cerebrais que fazem parte do SCA, como € o caso do complexo

amigdaldide. Ao lado disso, um dos mais bem fundamentados papéis da SP

é

aquele que ela cumpre nos processos de nocicepgéo, cujos mecanismos primarios

estdo relacionados aos estados motivacionais do medo, porém, pouco se sabe, até o

momento, sobre as bases fisioldgicas ou a interface desta inter-relagéo.

A partir destas evidéncias sobre o papel da SP em processos vitais, de
claro valor adaptativo ao organismo, aliadas a recentes descobertas que
mostram sua participagdo na expressio do comportamento emocional, este
trabalho tem como objetivo contribuir para a investigagdo do papel da
substancia P na neurobiologia do comportamento defensivo integrado na
MCPD. A ativagdo comportamental causada pela microinjecdo do
neuropeptideo na MCPD de ratos, foi feita pelo registro de diferentes itens
comportamentais em uma arena, € as respostas aversivas no contexto
motivacional foram avaliadas no teste de aversdo condicionada ao lugar e em
um modelo animal de ansiedade amplamente utilizado em laboratérios de

Psicobiologia, o teste do labirinto em cruz elevado.
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EXPERIMENTO I

Efeitos comportamentais produzidos por microinjecoes de

Semicarbazida e Substancia P na MCPD de ratos na arena

1. Animais

Foram utilizados ratos Wistar, ingénuos, pesando 230-250 g por ocasido
da cirurgia, provenientes do biotério central da USP. Os animais foram alojados

aos pares, em gaiolas de acrilico, com comida e agua ad lLbitum, em um biotério

com temperatura de 23 & 1° c e ciclo claro-escuro de 12/12 horas.
2. Cirurgia

Cada animal era anestesiado com pentobarbital sddico(40 mg/kg, i.p.) e
levado a um aparelho extereotixico (DAVID-KOPFF) onde teve sua cabeca
fixada pelo rochedo temporal e incisivos superiores. Apés tricotomia, uma injegéo
subcutanea de lidocaina 2% (0,2 ml) era aplicada por via intradérmica. Apds a
incisdo, o tecido subcutaneo era removido, bem como o periésteo (através do
auxilio de bisturi, pinga e algoddo). Com a superficie craniana exposta e ajustada
em posi¢io horizontal, entre bregma e lambida, dois orificios eram feitos, por
meio de uma broca elétrica, para introdu¢do de pequenos parafusos de ago
inoxidavel, os quais serviam para ancorar a proétese ao cranio do animal.

Em seguida, um outro orificio era feito para a implantagado de uma canula,
confeccionada a partir de agulhas hipodérmicas (25X6mm, 23Gl, Becton
Dickinson, Brasil) e medindo 15 mm de comprimento, através da qual eram
administradas as substancias quimicas utilizadas nos experimentos. Essa canula
era direcionada unilateralmente a MCPD, seguindo as seguintes coordenadas do
atlas de Paxinos & Watson (1986), tendo o lambda como referéncia: 0.5 mm

anterior, 0.4 mm lateral e 4.0 mm dorso-ventral. Em seguida, a canula era fixada
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com cimento de acrilico e ancorada ao cranio pelos dois parafusos, sendo
protegida de entupimentos por um fio de ago (mandril). No inicio de cada

cirurgia o animal recebia uma injecfo intramuscular de pentabiético 60.000 U. I.

3. Aparato

Foi utilizada uma arena circular, confeccionada em acrilico transparente e
medindo 60 cm de diametro e 50 cm de altura. O assoalho, em férmica branca,

era dividido em 12 partes iguais, para o registro da ativagio comportamental

causada por microinje¢des na MCPD (FIG.2).
4. Microinjecoes

Para a administragdo das substancias quimicas foram utilizadas agulhas
odontoldgicas (0.3 mm de diametro interno, IBRAS-CBO) medindo 16 mm de
comprimento. A microinjecdo era executada por meio de uma seringa Hamilton
(modelo 701, USA), de 5,0 pl, a qual era conectada a agulha através de um tubo
de polietileno PE-10, que continha agua destilada e uma bolha de ar que serviam
para monitorar a microinjecdo. As drogas foram microinjetadas em um volume
de 0,2 pl por um periodo de 30 segundos, sendo que a agulha permanecia no

local por mais 20 segundos, para permitir uma completa difusdo da droga. Cada

animal recebia apenas uma microinjegzo.

5. Procedimento Experimental

Uma semana apds a cirurgia os animais foram levados a arena, e
colocados durante cinco minutos para habitua¢io ao ambiente. No dia seguinte,
cada um deles foi microinjetado com salina, semicarbazida ou substancia P e logo.
em seguida colocado na arena, sendo seu comportamento registrado durante 30
minutos. Foram registradas as seguintes respostas: nimero de cruzamentos
(resposta de cruzar com as quatros patas, de uma para outra das 12 secgdes do
assoalho), levantamentos (resposta de erguer-se sobre as duas patas traseiras,

mantendo as duas patas dianteiras elevadas no meio da arena ou contra as
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paredes de acrilico), episédios de limpeza (foi considerado que o animal estava
realizando um episddio de autolimpeza quando o mesmo dispensava pelo menos

10 segundos nessa atividade).

FIG. 2. Arena circular utilizada para verificagdo das reacdes comportamentais

induzidas por microinje¢des de semicarbazida e substancia P na MCPD.

6. Drogas

Foram utilizadas a semicarbazida (Sigma, USA) e a substancia P
(Sigma, USA). Ambas foram diluidas em solugdo fisioldgica (salina 0,9%), sendo
que esse veiculo foi utilizado como controle. O objetivo de se utilizar a
semicarbazida (SCBZ), um bloqueador da sintese GABAérgica, foi fazer uma
comparagdo entre os efeitos produzidos por essa droga, os quais sdo sabidamente
aversivos em regides do sistema cerebral aversivo (DiScala & Sandner, 1987),

com aqueles produzidos pela administragdo de Substancia P (SP).
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Foram utilizados 5 grupos de animais, contendo entre oito e 10 animais
cada um, os quais foram injetados, respectivamente, com salina, SCBZ 6 pg/0,2

pl, e 25, 50 e 100 ng de SP, em um volume de 0,2 pl. Procurou-se tomar as
precaugdes que sdo recomendadas para o uso da SP (Stewart, 1983): preparagio
de alicotas que ficavam guardadas no “freezer” em tubos de polipropileno, os
quais eram lavados com acido acético a 0.01 M; manipula¢ido da droga poucos
momentos antes do experimento, com o cuidado de deixa-la descongelar em
temperatura ambiente antes de abrir o tubo com a amostra; e ndo recongelar a

droga que sobrava da alicota apds os experimentos.

7. Histologia

Apds o término dos experimentos, todos os animais foram sacrificados
com uma overdose de pentobarbital e perfundidos por via intracardiaca com
salina, seguido de formalina a 10%. Em seguida, foram feitas secgdes de 50 um,
em um micrétomo, e coradas com vermelho neutro para localizagdo dos sitios de

inje¢des, correspondentes ao atlas extereotaxico de Paxinos & Watson (1986).
8. Analise Estatistica

Os resultados foram analisados atavés de uma analise de varidncia “one-
way” (ANOVA) para os grupos de salina e SP, com comparagdes post- hoc

realizadas através do teste de DUNCAN. Para os grupos de SCBZ e controle foi

aplicado o teste ¢ de Student, para amostras independentes.
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EXPERIMENTO II

Efeitos produzidos por microinje¢des de semicarbazida e
substancia P na MCPD de ratos submetidos ao teste de

condicionamento ao lugar
0 [}
l. Anlmals

Como no experimento I.

2. Cirurgia

O procedimento de cirurgia foi semelhante aquele do experimento 1,
exceto com relagdo ao implante das canulas, que neste experimento mediam
10 mm de comprimento e foram implantadas bilateralmente, com as seguintes

cordenadas, baseadas no atlas de Paxinos & Watson (1986): 0.5 mm anterior;

1.2 mm lateral (com angulo médio-lateral de 10°); 3.5 mm dorso-ventral.

3.Microinjecoes

Para as microinjegdes, os ratos foram gentilmente manipulados, os fios de
aco das canulas foram removidos e foram inseridas as agulhas de microinjegéo
(0.3 mm de diametro interno, 12.5 mm de comprimento) em cada canula guia, de
modo a ficar 2.5 mm abaixo destas. As agulhas foram conectadas a duas seringas
Hamilton por meio de dois tubos de polietileno (PE-10). Um volume de 0,2 pl foi
bilateralmente injetado, através de uma bomba de microinjecdo (Harvard
Apparatus, 22), por um periodo de 30 segundos. Nesse experimento foi utilizado
o procedimento das inje¢Ses simuladas (sham), que era igual ao dos animais

tratados com a diferenca de que nada era injetado no local.
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4. Aparato

Construido segundo modelo descrito por DiScala & Sandner (1987), com
algumas modificagdes, esse aparato consistia de trés compartimentos, sendo dois
compartimentos largos (25x35x30 cm) conectados por um compartimento central
menor (10x35x30 cm). Um dos compartimentos largos possuia as paredes
pintadas de listras pretas e brancas e assoalho de acrilico transparente e o outro
possuia as paredes pintadas de preto com o assoalho em arame. O
compartimento central era de acrilico transparente, com portas tipo guilhotina,
removiveis. Quando removidas os animais podiam mover-se livremente entre os

dois compartimentos largos, via compartimento central (FIG.3).

FIG. 3. Caixa de condicionamento ao lugar, construida a partir de um modelo descrito por

DiScala & Sandner (1987).

5. Procedimento experimental

Os animais foram submetidos a sessGes de habituacéo (15 minutos) na
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caixa experimental, com livre acesso para cada compartimento, durante pelo
menos trés dias, com o objetivo de eliminar qualquer preferéncia do animal por
algum dos compartimentos largos. Apds esse periodo de habituagio foi iniciado o

treino, que durava dez dias e era dividido em trés fases:

la. Pré-condicionamento: No primeiro dia as portas do compartimento
central eram removidas, com o animal podendo mover-se livremente através do
aparato. Cada animal era gentilmente colocado no compartimento central e sua
atividade era registrada em video durante 15 minutos. O animal foi considerado
estar dentro de um determinado compartimento quando sua cabega e suas patas
anteriores se encontravam dentro do mesmo. O nimero de vezes que o animal
penetrava em cada lado da caixa, assim como o tempo que ele dispensava em

cada um deles foram registrados.

2a. Condicionamento: Nos dias 2, 4, 6, e 8 os animais recebiam as
mcroinje¢des simuladas; nos dias 3, 5, 7 e 9 eles eram microinjetados com salina
ou droga e em seguida confinados por um periodo de 30 minutos em um dos
compartimentos largos, sendo que o nimero de animais que recebeu salina ou
droga em um compartimento foi contrabalanceado com o nimero de animais

que recebeu este tratamento no outro.

3a. P6s condicionamento: no décimo dia, os ratos eram colocados no
compartimento central, com as portas removidas e sua atividade foi registrada
durante 15 minutos, em um procedimento similar aquele utilizado no pré-
condicionamento. Assim, o tempo dispensado em cada compartimento e o
namero de vezes que o animal entrava em cada um deles eram outra vez

registrados e considerados variaveis dependentes para analise de variancia.

6. Drogas utilizadas, histologia e analise estatisitica

Como no experimento L.

48



EXPERIMENTO III

Efeitos da microinjecio de semicarbazida e substincia P na MCPD

de ratos submetidos ao teste do LCE

1. Animais, cirurgia e microinjecdes
Como no experimento L.

2. Aparato

O labirinto em cruz elevado (LCE) foi construido em madeira, de acordo
com as especificaces propostas por Pellow et al. (1985). O mesmo consistiu de um
equipamento elevado 50 cm do solo, composto por dois bragos abertos (50 x 10
cm) dispostos perpendicularmente a dois bragos fechados por paredes laterais,
sem teto (50 x 10 x 40 cm), formando um angulo de 90°. Ao redor dos bragos
abertos foram acopladas laminas em acrilico transparente, formando uma borda
de 1 cm de altura, com o objetivo de evitar que os animais caissem do labirinto
(FIG. 4). Esse equipamento foi mantido no interior de uma sala, iluminada
artificialmente por luz branca (lampada fluorescente de 40 W). Além do labirinto,
na sala havia ainda uma camera de video a qual registrava o comportamento dos
animais durante o tempo do experimento. Apds os experimentos a fita era

analisada através de um aparelho de video cassete acoplado a um aparelho de

TV.

3. Procedimento experimental

Imediatamente ap6s a microinje¢do de SP ou salina, e mais ou menos trés
minutos apds a microinje¢cdo de SCBZ, o animal era colocado na area central do

labirinto, com a cabega direcionada para um dos bragos fechados. Cada animal
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era submetido a uma UGnica sessdo experimental, a qual durava 5 minutos. O

desempenho dos animais foi avaliado através de trés parametros principais:
Frequéncia de entradas nos bracos fechados
Obtido através da simples soma do nimero de vezes que o animal entrou

nos bragos fechados do labirinto. Essa medida foi utilizada por permitir a

avaliacdo da atividade locomotora do animal.

FIG. 4. Labirinto em cruz elevado, construido segundo especificagdes propostas por Pellow et al.

(1985).

Porcentagem (%) de entradas nos bracos abertos

Obtida através da relacdo entre o nimero de entradas nos bragos abertos

e 0 nimero total de entradas nos bragos abertos e fechados do labirinto.

% entradas = 100 X entradas bracos abertos

bragos abertos + bragos fechados
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Porcentagem (%) de tempo nos bracgos abertos

Obtida através da relagdo entre o tempo gasto nos bragos abertos do
labirinto e o tempo gasto nos bragos abertos e fechados durante o periodo total

do teste (5 minutos).

% tempo = 100 x tempo gasto nos bragos abertos

bragos abertos + bragos fechados

Obs: A frequéncia e o tempo que os animais dispensaram no compartimento

central do labirinto, apesar de ndo terem sido avaliados foram registrados.

4. Drogas utilizadas e histologia

Como no experimento I.

5. Analise estatistica

Para comparagdes estatisticas foi usada a analise de variancia (ANOVA,
“one-way”). Essa andlise foi seguida pelo teste de Duncan, quando
necessario, para verificag@o post-hoc das interagdes significativas entre os diferentes
grupos.

Quando algum tratamento alterou a frequéncia de entrada nos bragos
fechados do labirinto (medida da atividade locomotora do animal), bem como a
percentagem de entradas nos bragos abertos (medida de ansiedade), realizamos o
teste de covariancia. O objetivo do mesmo foi verificar se as alteragdes ocorridas
na percentagem de entradas nos bragos abertos foi dependente do efeito na
atividade locomotora geral do animal ou se siginificou um efeito ansiogénico da

droga.
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1. Sitios de Microinjecio

A localizagdo dos sitios de microinjegdes na MCPD, para os trés
experimentos foi, na sua maioria, a parte dorsal da matéria cinzenta, sendo que
‘alguns poucos sitios podem ser observados na regido do teto mesencefalico e
camadas profundas do coliculo superior. Vale a pena salientar que o niimero de
sitios representados nas figuras é, obviamente, menor que o nimero total de
animais utilizados em todos os experimentos, porém, isso deve-se ao fato de que
varios desses animais tiveram os sitios de injegdes sobrepostos. Na figura 5a estdo

representados 0os pontos para os experimentos 1 e 3 e na figura 5b estdo

representados os pontos para o experimento 2.

2. Experimento I

As microinje¢des de SCBZ produziram uma forte ativagio locomotora,
caracterizada pelo grande nimero de cruzamentos na arena (P<0.01, segundo
teste ¢ de Student), intercalada por periodos caracterisiticos de alerta,
congelamento e um numero significativo de levantamentos (P<0.05). Com
relagdo ao comportamento de limpeza ndo houve uma diferenga significativa
entre o grupo que recebeu SCBZ e o grupo controle (P>0.05).

Com relagdo aos efeitos das microinjegdes de SP verificou-se um aumento
significativo na atividade locomotora, no nimero de respostas de levantamentos,
bem como uma exacerbagio do comportamento de limpeza. A ANOVA revelou
um efeito significativo para o nimero de cruzamentos (F3,24=3.58, P<0.05) e para
o namero de levantamentos (F324=3.58, P<0.05). Segundo a analise post-hoc,
através do teste de Duncan, esse efeito ocorreu somente com a dose de 25 ng de
SP (P<0.05). Com relagéo a resposta de limpeza a ANOVA revelou um efeito
significativo para os grupos que receberam SP (F324=11.13 P<0.001). Segundo a
analise post-hoc, esse efeito foi produzido pelas trés doses de SP (P<0.01). De uma
forma geral, a ativagdo comportamental induzida pela SCBZ iniciou-se por volta

de 5 minutos apds as microinje¢des e desapareceram entreld e 20 minutos. Os
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efeitos da SP foram imediatos as microinjegdes e se estenderam por um periodo
del5 a 20 minutos.
Os resultados desse primeiro experimento encontram-se ilustrados na

figura 6.

3. Experimento II

Durante a fase de pré-condicionamento os animais dos cinco grupos

testados dispensaram um tempo equivalente em cada um dos compartimentos

largos (405.33 + 11.68 s). Uma anailise de varancia two-way (grupos X
compartimento) confirmou que ndo houve uma preferéncia inicial por um
determinado compartimento (r1,60=0.88 P>0.05).

Os resultados foram analisados com base na diferenca média de tempo
dispensado no compartimento pareado com salina ou droga, antes e depois do
condicionamento. Os tratamentos com SP promoveram uma significativa
alteragdo nesta medida (F395=2.39, P<0.05) . A analise post-hoc revelou que estes
efeitos foram devidos as doses de 25 e 50 ng de SP, as quais produziram uma
clara redugédo no tempo gasto no compartimento pareado com a droga (P<0.05,
em ambos os casos). A SCBZ também causou uma clara aversdo condicionada
ao lugar (P<0.001, segundo o teste ¢ de Student). Os animais que receberam
salina dispensaram uma soma de tempo similar tanto no compartimento no qual
receberam a salina como naquele onde receberam injec¢oes simuladas (P>0.05).
Pareando um determinado compartimento com 100 ng de SP néo foi observado
nenhum efeito significativo (P >0.05).

Os resultados desse experimento encontram-se representados na figura 7.
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FIG. 5a. Localizacio dos pontos de microinje¢es na matéria cinzenta periaquedutal de ratos,

segundo coordenadas do atlas de Paxinos & Watson (1986). Na figura encontram-se

representados os pontos para os experimentos 1 e 3, com microinje¢3es unilaterais.
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FIG. 5b. Localizagio dos pontos de microinje¢des na matéria cinzenta periaquedutal dorsal de

ratos, segundo coordenadas do atlas de Paxinos & Watson (1986). Na figura encontram-se

localizados os pontos de microinjecdes, bilaterais, do experimento 2.
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FIG. 7. Efeitos da microinjecio de salina (SAL), semicarbazida (SCBZ - 6ung/0,2pl) e
substincia P (SP- 25, 50 e 100 ng/0.2ul) na MCPD sobre o condicionamento ao lugar. Os
resultados (médiatEPM) estdo expressos como a diferenca média do tempo dispensado no
compartimento pareado com salina ou droga, antes e depois do condicionamento (ANOVA
one-way” seguida do teste de DUNCAN para a andlise dos efeitos da SP e test ¢ de Student para
a andlise dos efeitos da SCBZ). N=08 animais para os grupos SAL, SCBZ e SP 25 ng, N=06
animais para o grupo de SP 50 ng e N=07 animais para o grupo SP 100 ng. *P <0.05, **P
<0.01)

4. Experimento III

Nossos resultados demonstram que a SCBZ, bem como a SP, quando
administradas diretamente na MCPD de ratos submetidos ao teste do LCE,
causam efeitos ansiogénicos. Os efeitos da SP foram dependentes da dose
injetada.

A figura 8 ilustra o efeito das microinjecGes de SCBZ e SP sobre a
frequéncia de entrada nos bragos fechados do LCE. O teste ¢ de Student mostrou

que a SCBZ nfo causou um efeito sgnificativo sobre esse parametro (P>0.05).
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Porém, com relagio ao tratamento com SP, a ANOVA revelou um efeito
significativo sobre a frequéncia de entradas nos bragos fechados do labirinto
(F5,3=2,99, P <0,05). A andlise post-hoc, através do teste de Duncan, mostrou que
esse efeito foi causado pela dose de 25 ng de SP (P<0.05).
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FIG. 8. Efeitos da microinjegio de salina (SAL), semicarbazida (SCBZ- 6ug/0,2ul) e substancia
P (SP- 5, 25, 100ng/0,2ul) na MCPD sobre a frequéncia de entradas nos bragos fechados
(médiaEPM) do labirinto em cruz elevado (ANOVA “one-way” seguida do teste de DUNCAN

para a andlise dos efeitos da SP e teste ¢ de Student para a anilise dos efeitos da SCBZ). N=09

animais para os grupos de SAL e 25 ng de SP, N=08 animais para os grupos de SCBZ, 5 e 100
ng de SP. *P <0.05.

Na figura 9 estdo representados os resultados obtidos com microinjecdes
de SCBZ e SP sobre a porcentagem de entradas nos bragos abertos em relacdo
ao nuamero total de entradas, e a porcentagem de tempo gasto nos bragos abertos

em relagdo ao tempo total do teste. O teste ¢ de Student demonstrou um efeito
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significativo da SCBZ tanto na porcentagem de entradas (P<0,05) quanto na
porcentagem de tempo gasto nos bragos abertos (P<0,05). Através da ANOVA
foi verificado um efeito significativo da SP sobre a porcentagem de entradas
(F3,30=4,02, P<0,05) e sobre a porcentagem de tempo (F330=11,40, P<0,01), mais
uma vez de forma dose-dependente. A analise post-hoc de Duncan revelou que o
efeito significativo sobre a porcentagem de entradas nos bragos abertos foi devido
a dose de 25 ng, que diferiu significativamente do grupo controle (P<0.05). Com
relagdo a porcentagem do tempo gasto nos bracos abertos a analise post-hoc
mostrou que o efeito ocorreu com as doses de 25 e 100 ng de SP (P<0,05). A dose
de 5 ng ndo produziu nenhum efeito significativo com relagdo ao controle
P>0,05).

Devido ao fato de que a dose de25 ng de SP causou uma diferenga
significativa na frequéncia de entradas nos bragos fechados do labirinto, foi feito
uma analise de covariancia, para a certificacio de que esse efeito nio foi devido a
uma queda geral na atividade motora do animal. Os resultados obtidos foram os

seguintes:

- Porcentagem de entradas covariado com frequéncia de entradas nos bracos
fechados: (F3,20=4,54, P<0.01). A analise post-hoc mostrou que houve uma

diferenga significativa das doses de 25 e 100 ng de SP com relagdo ao grupo
controle (P<0.05).

- Frequéncia de entradas nos bragos fechados covariado com % de entradas:
(F3,20=3,50, P<0.05). A analise post-hoc revelou uma diferenca significativa entre

as doses de 25 e 100 ng de SP com relagdo ao grupo controle (P<0.05).

- Porcentagem de tempo covariado com frequéncia de entradas nos fechados:

(F3,20=7,14, P<0.01). A analise post-hoc mostrou que esse efeito foi devido as doses
de 25 e 100 ng de SP (P<0.05).

- Frequéncia de entradas no fechado covariado com a % percentagem de tempo:
(F3,20=0,74, P>0.05). A andlise post-hoc confirmou que nfo houve diferenca

significativa entre nenhum grupo (P>0.05).

59



ENTRADAS || TEMPO

W
@
!

% Aberto/Total
N
(<]

SCBz SAL SP5 SP25 SP100

FIG. 9. Efeitos da administracio de salina (SAL), semicarbazida (SCBZ- 6ug/0,2ul) e
substancia P (SP- 5, 25 e 100 ng/0,2ul) na MCPD sobre a porcentagem de entradas e tempo
gasto (médiatEPM) nos bragos abertos do labirinto em cruz elevado (ANOVA seguida do
teste de DUNCAN, para a analise dos efeitos da SP e test ¢ de Student para a analise dos
efeitos da SCBZ). *P <0.05.
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DISCUSSAO




geer s resultados  obtidos neste trabalho mostram  que

microinje¢des de SCBZ, diretamente na MCPD, induzem,

. p«;,;,, apés uma laténcia de cerca de 5 minutos, uma ativagio

S0%8

Pt
compof%t%%’l'éfi{fﬁal caracterizada por posturas caracterisiticas de alerta,
intercaladas por congelamento e muitas vezes corridas. Esses dados apdiam
trabalhos anteriores que mostram que esta laténcia para o inicio dos efeitos e
esse padrio comportamental de respostas produzido pela SCBZ sdo compativeis
com o bloqueio da descarboxilase do 4cido glutamico (GAD), a enzima
responsavel pela sintese de GABA (Killam & Bain, 1957; Yamashita & Hirata,
1978; Branddo ef al., 1986). A semicarbazida também produziu uma clara
aversdo condicionada ao lugar, efeito esse que ja foi verificado por outros
autores (DiScala & Sandner, 1989) utilizando o mesmo procedimento
experimental. Estes dados sugerem que microinjecées de SCBZ na MCPD tém
consequéncias aversivas para o animal, as quais sdo associadas a estimulos
contextuais durante o condicionamento e que o bloqueio da neurotransmissao
GABAérgica nesse sitio produz um estado aversivo que se reflete em um
processo de aprendizagem associativa. Os resultados com a semicarbazida na
arena e no teste de condicionamento ao lugar, obtidos no presente trabalho e
associados a outros relatos na literatura, sustentam fortemente que neur6nios
na MCPD sio tonicamente inibidos pelo GABA, ou seja, a desinibigio desse
processo resulta na experiéncia afetiva da aversido, com respostas
comportamentais compativeis com o comportamento defensivo ou a fuga.

E interessante notar que a SCBZ também foi capaz de causar um efeito
ansiogénico, quando administrada na MCPD de ratos submetidos ao teste do
labirinto em cruz elevado. Nesse teste, a SCBZ diminuiu de forma significativa
tanto a percentagem de entradas nos bragos abertos do labirinto, como a
percentagem de tempo que os animais dispensaram nesses bragos. O fato de que
essa droga ndo alterou a frequéncia de entrada nos bragos fechados permite
sugerir que a diminuigdo na percentagem de entrada e tempo gasto nos bragos
abertos tenha sido um efeito aversivo dessa droga, sem significar um efeito sobre

a atividade locomotora. Analisados em conjunto, os efeitos da semicarbazida
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reproduzem em boa medida os resultados de estudos anteriormente realizados
neste e em outros laboratérios, validando as condigdes experimentais nas quais
os testes do presente estudo foram realizados, ao mesmo tempo que permite o
uso, conforme o planejado, da semicarbazida como referencial para a anilise
dos efeitos das microinjec¢oes de substancia P na MCPD.

Vérios relatos mostram que a administragio por via intracerebroventricular
de substancia P, bem como a administracdo local em determinadas estruturas do
SNC, como a 4rea tegmental ventralATV), produzem um aumento significativo
na frequéncia de respostas como locomogdo, limpeza e cogar (Eison & Iversen,
1981; Elliot & Iversen, 1986), que sdo respostas motoras comumente relacionadas
a situacOes estressantes e/ou de ansiedade. Essas respostas comportamentais
produzidas pela substancia P tém sido associadas com a ativagdo de vias
nociceptivas no SNC (Share & Rackham, 1981), uma vez que analgésicos
narcoéticos, como o sulfato de morfina, sdo capaz de antagonizar essas respostas e
que a naloxona reverte essa acdo da morfina ao mesmo tempo que potencia os
efeitos da SP. No presente trabalho, microinje¢es de substancia P diretamente na
MCPD causaram um padrdo de respostas comportamentais similares a estes, isto €,
foi observado um aumento significativo no nimero de respostas tais como o
levantar e locomover, com microinje¢des de 25 ng de SP, bem como na resposta
de limpeza. Este altimo efeito pareceu ser especifico da substancia P, uma vez que
foi observado com todas as doses utilizadas de substancia P e n3o foi induzido com
SCBZ.

Foi observado também que a substancia P causou um claro
condicionamento ao lugar, sendo que esse efeito foi observado com microinje¢des
de 25 ng. Estudos prévios ja mostraram que o agonista sintético de substancia P, o
DIMETIL-C7, administrado por via intracerebroventricular, também produz uma
aversdo condicionada ao lugar (Elliot, 1988). O presente trabalho demonstra, pela
primeira vez, que microinje¢Ges da propria substancia P administrada diretamente
em uma estrutura do SCA de ratos, no caso a MCPD, também é capaz de causar
esse efeito. Sabe-se que uma das principais caracteristicas do DIMETIL-C7, é seu

efeito prolongado no SNC ( Eison & Iversen,1981). Levando em consideragio as
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discussdes acerca do rapido efeito da substancia P no SNC (Shults ef al., 1984), os
resultados por nds obtidos com o teste do condicionamento ao lugar sio relevantes
por demonstrarem que independente do tempo de atuagdo dessa substancia nas
vias neuronais da aversdo na MCPD ele é o suficiente para causar um pareamento
aversivo através de um processo de aprendizagem associativa com dicas
ambientais, similar aquele causado por uma droga que possui um efeito
classicamente aversivo e prolongado, como é o caso da SCBZ. Os resultados
obtidos com a administra¢io de substincia P na MCPD de ratos submetidos ao
teste do LCE mostram um efeito ansiogénico, dessa vez com microinje¢des de 25 e
100 ng. Esses efeitos foram mais pronunciados com a dose de 25 ng e foram
caracterizados pela diminuicio significativa da frequéncia relativa e do tempo
relativo dispensados nos bracos abertos desse aparato.

A escolha do niimero de entrada nos bragos fechados, neste estudo, ao invés
do tradicional ntmero total de entradas, deve-se a recentes estudos que
demonstram que essa medida geralmente apresenta um peso alto e exclusivo no
fator associado com a exploragio, constituindo-se assim em um parametro mais
indicado para avaliar o indice de atividade motora do animal no labirinto (File,
1992). Como a substancia P promove efeitos consideraveis sobre a atividade
locomotora, quando avaliada em outros testes, este parametro no LCE reverte-se
de particular importancia. Com relagido ao presente trabalho, como ja foi possivel
observar, os efeitos produzidos pela substancia P, bem como pela SCBZ, foram
claramente verificados exatamente com relagdo a percentagem de tempo e a
percentagem na frequéncia de entradas nos bragos abertos, que como jao foi
salientado é considerada a melhor medida para a ansiedade no labirinto. Como a
frequéncia de entradas nos bragos fechados foi significativamente reduzida com a
dose 25 ng, foi realizada uma analise de covariancia destes dados. Os resultados
obtidos com essa analise revelaram que nao houve uma correlacio entre o nimero
de entradas nos bragos abertos com a frequéncia de entradas nos bragos fechados.
Assim, essa analise nos indica que os efeitos da substancia P podem ser atribuidos a
agdo da droga sobre os estados motivacionais do medo e ndo sobre a atividade

locomotora.
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Foi observado que nos trés testes utilizados neste trabalho, os efeitos da SP
apareciam em uma faixa de dose que pareciam depender do comportamento
estudado. Assim, verificou-se que a ativagdo comportamental, caracterizada pelo
namero de levantamentos e cruzamentos na arena ocorreu de forma significativa
em relagdo ao grupo controle somente com a dose de 25 ng, ndo sendo observado
um efeito com as outras duas utilizadas (50 e 100 ng), enquanto que para a
resposta de limpeza as trés doses utlizadas foram efeitvas. No teste de
condicionamento ao lugar o efeito aversivo foi observado com microinjegdes de 25
e 50 ng de SP, ndo sendo observado nenhum efeito com a dose de 100 ng. CGom
relagdo ao teste do labirinto em cruz elevado, além das doses que estfo utilizadas
neste trabalho (5, 25 e 100 ng) também foram testadas as doses de 10 e 50 ng de
SP, no entanto, pelo fato dos efeitos produzidos por essas duas doses terem sido
bastante similares aqueles observados com as doses de 25 e 100 ng, as mesmas nao
foram incluidas neste estudo.

Com relagdo a diferenga de efeitos entre as doses de SP que foram
utilizadas nos presentes experimentos, cabe salientar que a mesma ja foi verificada
em estudos avaliando os efeitos da substancia P sobre outros processos, como os
mecanismos de memoria e reforgo, bem como nos mecanismos de regeneragdo
celular. Dessa forma, nos estudos sobre aprendizagem e memoria ja foi observado
que doses mais altas (370 nmol/kg) e doses mais baixas (3.7 nmol/kg) tanto de SP
quanto de seus fragmentos N-terminal (SP1-7) e N-terminal (DIME-C7) nio
apresentam um efeito significativo sobre a retengdo da aprendizagem de diversas
tarefas comportamentais, como por exemplo o teste de esquiva inibitéria da
geotaxia negativa e o teste de preferéncia por lugar. Porém, doses intermediarias
(37 nmol/kg e 185 nmol/kg) apresentam um efeito facilitador. J4 em relagdo aos
estudos sobre os efeitos da SP nos processos de reforgo, o tratamento com 3.7 nmol
ou 185 nmol/kg nfo tiveram nenhum efeito no teste de preferéncia por lugar,
enquanto que 50 pg/kg de SP e a dose equimolar (0.74 pmol) de seu fraguimento
C-terminal (DIME-C7) causaram um efeito refor¢ador positivo nesse teste. Esse

mesmo padrdo de efeitos ja foi obervado em estudos sobre os efeitos neurotréficos
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da SP, bem como em estudos que utilizaram inje¢Oes periféricas desse
neuropeptideo (para revisio ver Huston ¢t al., 1993).

Como podemos notar, os efeitos da SP em diversos processos no SNG
parecem estar relacionados a uma determinada faixa de doses, demonstrando
obedecer uma curva em U invertido, onde as doses intermediarias apresentam um
maior efeito e as doses mais baixas e mais altas apresentam um efeito menor ou
nenhum efeito. Neste trabalho ndo podemos falar sobre efeitos dose-dependentes,
uma vez que o padrio de doses por nés utilizado nio permite uma avaliago
segura sobre isso, sendo necessario a utilizacdo de outras doses para tanto.
Contudo, para se ter uma idéia se esse mesmo padrdo dose-resposta relatado em
outros estudos da SP se mantém em relagdo aos seus efeitos na reagdo de defesa é
necessario, sem davida, uma melhor padronizagdo da faixa de doses, com a
utilizagdo de doses mais altas e mais baixas que estas aqui utilizadas.

Alguns fatores pelos quais essas diferencas de efeitos aparecem podem ser
discutidos. Um desses fatores poderia ser o proprio fato das inje¢Ges terem sido
administradas de forma intracerebral. E necessério levar em consideracio que o
raio de penetragdo da droga pode variar em alguns animais, bem como de uma
dose para outra. Se isso acontece, pode-se supor que poderia haver o recrutamento
de diferentes vias neurais e até mesmo de outros receptores que sao utilizados por
outros neurotransmissores, em outras estruturas vizinhas. Isso por si s6 ja seria o
suficiente para alterar o efeito da SP em relagdo aquele observado se a droga age
apenas na regido desejada. No caso do presente trabalho, como ja foi citado na
sessdo de resultados, algumas microinje¢des caiam na regido do teto mesencefalico
e camadas profundas do coliculo superior. Por outro lado, sabe-se que o coliculo
superior, ao contrario da MCP, é rica em receptores para SP, enquanto esta € rica
em corpos celulares para esse neuropeptideo, sendo assim, os efeitos verificados em
alguns animais poderiam ser fruto da estimulagdo de neurénios vizinhos 8 MCPD
e ndo dessa estrutura em si. Ainda em relagdo ao sitio de agdo da SP, poderia
acontecer também dessa droga chegar até outras regides da MCP, como a porgio

ventral, por exemplo, a qual possue propriedades analgésicas que poderiam
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modificar os efeitos da SP. Uma forma de certificagio a respeito disso € realizar
testes com SP marcada, nas doses utilizadas e ver seu raio de espraiamento.

Um outro motivo que poderia explicar as diferengas de efeitos sdo os
diferentes testes utilizados, uma vez que os efeitos da droga pareceram obedecer a
esse fator. O que poderia estar ocorrendo é que, dependendo do “componente
motivacional do teste”, isto €, do que era requerido do animal, diferentes circuitos
ou estruturas neurais poderiam estar sendo recrutadas, resultando em um menor
ou maior efeito das diferentes doses. Além disso, o fator degradagio da droga
também pode ter influenciado nos efeitos, dependendo da dose administrada. E
sabido que a SP ¢ degrada por enzimas conhecidas pelo nome de endopeptidases,
sendo que uma das principais dessas enzimas na degradagdo da SP é a chamada
endopeptidase 24.11, que se encontra em varias regides do SNC, possuindo uma
grande afinidade por esse peptideo e que atua hidrolizando a SP (para revisdo ver
Krause, 1985). Diversos trabalhos, i viwo e in vitro, tém mostrado que os efeitos da
SP sobre determinadas respostas fisiologicas, como a salivagdo, por exemplo
podem ser moduladas por enzimas degradantes (Lemberk e al., 1978; Lee et al.,
1981 e 1982). Com relagido aos presentes resultados, a forma como a SP é
degradada no sitio de agdo poderia estar influenciando nos efeitos da mesmas nos
diferentes testes utilizados.

Levando em consideragdo todos esses fatores, podemos dizer que
independente das caracteristicas dos efeitos da SP, em relagdo as doses
administradas, os resultados por nés obtidos s3o relevantes, uma vez que eles vio a
favor de nosso objetivo fundamental que foi verificar um possivel efeito desse
neurotransmissor nas reagdes ditas de defesa. Sem davida, é fundamental que na
continuidade de nossas investigagdes haja a preocupagdo com uma melhor
padronizagdo das doses a serem utilizadas, até mesmo porque o fato desta linha de
pesquisa ser relativamente recente, ndo existe ainda um conhecimento acerca das
doses mais efetivas da SP na modulagéo de tais reag3es e as doses utilizadas por nds
terem sido bastante limitadas. Um dos cuidados sera fazer uma correlagio entre as
doses efetivas de SP em outros fendmenos como a memoria e a recuperagao

funcional. Uma outra medida a ser tomada é a utilizacdo de agonistas e
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antagonistas especificos dessa substancia a fim de conhecermos melhor as
caracterisiticas de agdo da substancia P nos mecanismos da reagdo de defesa,
inclusive com relagdo a sua faixa de doses efetivas.

Algumas diferencas marcantes entre os efeitos produzidos pelas
microinje¢des de susbtancia P e os efeitos produzidos pela SCBZ devem ser
destacadas. Primeiro foi verificado que a SCBZ sempre apresentava uma laténcia
de cerca de cinco minutos para comegar a produzir seu efeito, o que ja esta bem
descrito na literatura, e que é devido ao fato dessa droga atuar bloqueando a
sintese de GABA no terminal nervoso e ndo competindo com seu receptor. Ja esta
demonstrado que o tempo necessario para que a redugdo dos niveis de GABA
decorrentes deste bloqueio produza efeitos comportamentais detectaveis se situa
entre cinco e dez minutos, enquanto que os efeitos da substancia P podem ser
observados poucos segundos ap6s a administragdo, sugerindo uma provével acéo
direta desse neuropeptideo em receptores especificos. Além do mais, as
caracteristicas das respostas aversivas produzidas pela SCBZ nao foram as mesmas
verificadas pela agdo da susbtancia P, uma vez que com a SCBZ o aumento da
atividade locomotora sempre se intercalava com periodos de congelamento e, em
alguns animais, causava corridas desenfreadas similares aquelas observadas com
bicuculina (Branddo et al, 1988), um antagonista direto de receptores
GABAérgicos, havendo inclusive alguns casos de animais que apresentavam
convulsdes. Por outro lado, como ja foi citado, a resposta de limpeza era bastante
pronunciada com a administragdo de substancia P e confundia-se, em alguns
momentos, com o comportamento de arranhar ou cogar, caracterizado
principalmente pelo uso das patas traseiras na regido do abdomen. Neste sentido,
um relato interessante na literatura descreve um padrdo comportamental
semelhante, ap6s microinjecdo de substancia P por via intracerebroventricular, em
camundongos. Nesse trabalho os autores verificaram que a ativagio
comportamental induzida por substancia P, e que foi caracterizada principalmente
por respostas de autolimpeza e de cocar, foi antagonizada por morfina e

potencializada por naloxona (Share & Rackman, 1981). E interessante observar
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que a limpeza, em quantidade excessiva, tem sido relacionada com estados
aversivos, possivelmente envolvidos com a ansiedade (Mood et al., 1988).

As diferencas entre os efeitos causados por microinje¢des de SCBZ e SP nos
levam a supor que os efeitos desta Gltima nos processos aversivos estejam
ocorrendo por outros mecanismos que ndo aqueles mediados pelo GABA na
MCPD. As caracteristcas de efeitos da SP, os quais apareciam imediatamente apds
a administragdo da droga, podem ser um indicio de uma agdo direta desse
neuropeptideo em receptores especificos na regido da MCPD. Podemos sugerir,
portanto, que esses efeitos observados por nds tenham se dado através da acdo da
SP em determinados receptores taquicinérgicos, pelos quais ela tenha afinidade.
Como ja foi falado a respeito, sabe-se hoje que as taquicininas de uma forma geral
exercem suas multiplas fungdes por meio da ativagdo de pelo menos quatro tipos
de receptores: NK-1, NK-2, NK-3 e NK-4, sendo que a SP possue melhor
afinidade por receptores do tipo NK-1. Vale salientar que muito pouco é
conhecido sobre a relevancia fisiologica desses subtipos de receptores no SNC,
uma vez que agonistas e antagonistas com alta afinidade para os mesmos apenas
comegam ser avaliados, além do mais ndo parece haver uma correlagdo entre a
densidade de inervagdo da SP e a densidade de sitios de ligacio desse peptideo no
SNC (Huston et al., 1993). No entanto, dados recentes da literatura mostram que
as taquicininas, e entre elas a SP, parecem desempenhar um papel modulador da
ansiedade, quando avaliada no teste do labirinto em cruz elevado, através de
receptores do tipo NK-1, NK-2 e NK-3. Assim, inje¢des ICV, em camundongos,
de agonistas e antagonistas especificos para tais receptores, mostraram que a SP e
outras taquicininas que tém afinidade por receptores NK-1 e NK-2 causam um
efeito ansiogénico nesse modelo de ansiedade, enquanto que taquicininas que tém
afinidade por receptores do tipo NK-3 causaram um efeito ansiolitico (Teixeira e
al., 1995).

No entanto, se levarmos em consideragio a complexidade de agdo da SP e a
quantidade relativamente pobre de receptores para ela na estrutura cerebral
estudada, é mais provavel supor que esse neuropeptideo esteja esteja exercendo sua

agio através de uma interagio com outros sistemas de neurotransmissio na MCPD
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e/ou em outras estruturas a ela relacionadas. Existe um amplo corpo de
evidéncias na literatura que nos levam sugerir que os efeitos verificados por noés
com microinje¢Ges de SP na MCPD pode estar sendo mediado através do sistema
de nocicepgio nessa regido do cérebro. Como ja foi discutido, é bastante amplo o
numero de trabalhos mostrando que a substincia P pode atuar tanto como
neurotransmissor quanto como neuromodulador nos processos sensoriais do SNC
dos mamiferos (Hockfelt et al., 1975a, 1975b), especialmente em vias nociceptivas
(Henry, 1976; Andersen et al., 1978; Sastry, 1979;Yaksh et al., 1979), sendo que
foram observados tanto efeitos analgésicos (Stewart et al., 1976; Fredrickson et al.,
1978;  Malick & Goldstein, 1978; Mohrland & Gebhart, 1979), como
hiperalgésicos (Fredrickson et al., 1978) com esta substancia. Vérios trabalhos ja
demonstraram que a substancia P pode atuar nos processos noceptivos, ao nivel
das fibras sensoriais, particularmente as fibras G, as quais transportam a
informagio dolorosa para a raiz dorsal da medula espinhal (para revisado ver Nicoll
et al., 1980).

E possivel sugerir que os efeitos por nés observados com microinjeces de
substancia P diretamente na MCPD sejam devidos a ativagdo de processos
nociceptivos nessa estrutura, uma vez que ela recebe colaterais de vias nociceptivas
ascendentes (Mehler, 1966), bem como possui neurénios contendo substancia P
(Nieuwenhuys, 1985). Por outro lado, existem varias evidéncias de que os efeitos da
substancia P nos processos nociceptivos podem ser modulados por mecanismos
opidides endogenos. Assim, alguns autores ja demonstraram que a liberagdo de
substancia P, induzida por potéssio em fatias do ndcleo trigeminal, foi reduzida por
peptideos opidides, bem como por opidides sintéticos, como a morfina, e que esse
bloqueio foi prevenido por naloxona (Jessel & Iversen, 1977). Mudge et al. (1979)
também demonstraram que a encefalina inibe a liberagdo de SP em culturas de
neurénios sensoriais. Além disso, estudos mais antigos ja& mostraram, por meio da
técnica de iontonforese, que a encefalina, bem como opidides sintéticos, como a
morfina, bloqueiam a ativagdo de neurdnios das laminas IV e V, exclusivamente

através de estimulos nocivos, sendo esse efeito também revertido pela naloxona

(Dungan et al., 1976).
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Trabalhos mais recentes, entretanto, tém mostrado que a substancia P esta
envolvida em respostas tipicas de defesa ao nivel da prépria MCPD, onde as
encefalinas cuamprem um papel inibitério. Assim, trabalhos apresentados por Siegel
e colaboradores (Fuchs et al., 1985; Shaikh ¢t al., 1991; Shaikh et al., 1993; Shaikh
& Siegel, 1994), envolvendo estudos comportamentais, neuroquimicos e
neuroanatomicos tém mostrado que em duas das mais tipicas respostas de defesa
no gato, a raiva defensiva e o ataque predatério (mordida silenciosa), a substancia
P € um dos neurotransmissores envolvidos na mediagZo.

Através de uma série de trabalhos estes autores observaram que ao nivel do
SCA, principalmente nas conexdes entre MCPD, HM e AM, respostas tipicas de
reagdo defesa, no gato, sdo elicadas via mecanismos de aminoacidos excitatdrios,
opidides enddgenos e substancia P. Em primeiro lugar eles demonstraram que o
hipotalamo e a matéria cinzenta periquedutal (na sua porgéo rostral) cumprem um
papel fundamental na expressdo do comportamento de raiva defensiva, através das
informagdes recebidas da amigdala, a qual por si sé néo elicia essa resposta. Neste
contexto, a amigdala estaria cumprindo um papel modulador nesses processos,
enviando a matéria cinzenta periaquedutal e ao hipotdlamo as mensagens sobre
como estas estruturas deveriam mediar essa resposta, segundo a necessidade do
organismo em perigo. Analisando os resultados de Siegel e colaboradores, em seu
conjunto, é possivel supor que no rato ocorram mecanismos similares, uma vez que
€ sabido que ele também possui substratos neurais relacionados ao SCA envolvidos
no ataque predatério caracterizados por mordidas no outro animal, principalmente
com animais da mesma espécie (Blanchard & Blanchard, 1988). E provavel que
os efeitos da substancia P verificados no presente trabalho envolvam mecanismos
da raiva defensiva, como proposto por Siegel e colaboradores. Segundo estes
autores, este comportamento € caracterizado principalmente pelos aspectos ditos
afetivos da defesa, com respostas fisiologicas tais como piloeregdo, dilatacdo
pupilar, comportamento de cheirar, mic¢do e defecagdo, bem como respostas
cardiovasculares, acompanhadas de tentativa de fuga, ndo envolvendo um ataque
propriamente dito, e € mediado por mecanismos que envolvem a substancia P e o

sistema de opidides endogenos, ao nivel do SCA Shaikh ¢t al., 1987). Assim, a
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substancia P, quando injetada diretamente na MCPD, rica em neuré6nios contendo
este neuropeptideo, ativaria os mecanismos que normalmente sdo regulados pelas
encefalinas nas vias de conexdes desta estrutura com a amigdala. Um desequilibrio
nestes processos auto-regulados seria responsavel pelos efeitos pro-aversivos
induzidos pela microinjecdo de SP na MCPD. Para testar essa hipétese é
necessario realizar no rato experimentos envolvendo as trés estruturas basicas do
SCA, 2 luz da hipdtese de Siegel e colaboradores. Esse seria, sem davida um dos
primeiros passos para se buscar maior clareza sobre os mecanismos neurais nos
quais a substancia P participa, de forma a produzir os efeitos aversivos observados
nos testes utilizados neste estudo. Cabe salientar que uma outra preocupagéo na
continuacdo deste trabalho é com relagdo a identificacdo dos segmentos ativos da
molécula de substancia P responsaveis pelos efeitos aqui relatados, uma vez que
tem sido observado que diversos efeitos produzidos por este neuropeptideo sdo
dependentes de sua estrutura molecular, parecendo estarem codificados em
fragmentos especificos dessa molécula, como é o caso dos mecanismos de
aprendizagem e memoria, o comportamento motor e a regeneragdo celular. Assim,
tem sido verificado que os efeitos da substancia P sobre o comportamento motor,
via mediacdo dopaminérgica, se da através de seu fragmento C-terminal
(DIMETIL-C7), enquanto que os efeitos sobre a aprendizagem e memoria, os
processos de reforco, bem como os processos de regeneragdo celular sdo mediados
pelo seu fragmento N-terminal (SP1-7). £ interessante notar que o efeito da
substancia P sobre a aversdo ja foi observado com a administragdo, por via
intracerebroventricular, de seu agonista sintético, o DIMETIL-C7, que representa
sua por¢do C-terminal (para revisdo ver Huston ef al.,1993), portanto existe a
necessidade de se verificar se a atividade especifica das diferentes sequéncias de
aminoacidos da SP na reagio de defesa obedece uma lbgica com aquelas
observadas para outros mecanismos nos quais a SP est4 envolvida.

Finalmente, através de nossos resultados, podemos sugerir que além do
controle inibitério que é conhecidamente realizado pelo GABA, a mediagio
realizada pelos aminodacidos excitatorios, a 5-HT e peptideos opidides enddgenos

na MCPD, neur6nios contendo substancia P nessa estrutura também podem estar
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envolvidos na integragio dos estados aversivos no SCA, sugerindo, por extensio,
uma participa¢io desse neuropeptideo nos mecanismos neurais que regulam a

expressao do medo e/ou ansiedade.
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RESUMO




2z participacio dos neuropeptideos na geragio de estados aversivos no

sistema nervoso central (SNC), até o momento, tem sido muito
;}{,,{ pouco investigada. No presente trabalho foram investigados os
.-’S’

5“

efeltos'p O&S;Idos por microinje¢bes do neuropeptideo substancia P (SP) em uma
das estruturas mais relevantes do sistema cerebral aversivo (SCA), a matéria
cinzenta periaquedutal dorsal (MCPD), com o objetivo de contribuir com um
maior conhecimento acerca do papel da SP na neurobiologia do comportamento
defensivo integrado na MCPD. Esta investigacio foi realizada através da analise
das respostas comportamentais de ratos em uma arena, apds a microinjecdo de SP
na MCPD, e as respostas aversivas no contexto motivacional foram avaliadas no
teste de condicionamento aversivo ao lugar, bem como em um modelo animal de
ansiedade, amplamente utilizado em laboratérios de Psicobiologia, o labirinto em
cruz elevado. Além da SP, foi utilizada a semicarbazida (SCBZ), um bloqueador da
sintese GABAérgica, com o objetivo de comparar os efeitos conhecidamente
aversivos desta droga com aqueles obtidos através de microinjegdes de SP. Nossos
resultados mostram que os animais observados na arena apresentaram uma clara
ativacdo comportamental, caracterizada pelo alto indice de respostas de levantar e
locomover, com microinje¢io de SCBZ e 25 ng de SP, além de uma grande
quantidade de episédios de limpeza, no caso da SP. No teste de condicionamento
ao lugar, foi verificado que tanto a SCBZ quanto a SP induziram uma forte
aversdo condicionada ao lugar, sugerindo um efeito aversivo dessas drogas. No
labirinto em cruz elevado as microinje¢des de SCBZ e SP causaram um efeito
ansiogénico, que foi caracterizado pela diminuigZo significativa da percentagem do
namero de entradas nos bragos abertos do labirinto e da percentagem no tempo
dispensado nesses bragos em relagdo ao total de entradas e tempo total do teste.
Esses resultados confirmam relatos prévios na literatura mostrando que a SCBZ
injetada na MCPD causa efeitos aversivos, provavelmente através da redugio dos
mecanismos inibitérios tonicos exercidos pelo GABA sobre os substratos neurais da
aversdo. Um padrio similar de respostas comportamentais foram observados apos
as microinje¢Ses de SP na MCPD. Os efeitos ansiogénicos da SP ocorreram com

as microinjecdes de 25 e 100 ng de SP, sendo mais pronunciados com a dose de25
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ng. Os resultados obtidos neste trabalho sugerem que além do controle inibitério
que é conhecidamente realizado pelo GABA, a mediagZo realizada pela 5-HT, os
aminoacidos excitatérios e peptideos opidides endégenos na MCPD, neurdnios
contendo SP nessa estrutura também podem estar envolvidos na integragdo dos
estados aversivos no SCA, sugerindo, assim, uma participacdo da SP nos

mecanismos neurais que regulam a expressao do medo e/ou ansiedade.
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ABSTRACT




ttle is know about the participation of neuropeptides in the
- generation of aversive states in the brain aversion system. In order

to contribute to this area of inquiry, semicarbazide, a glutamic acid
decarboxylase inhibitor, and substance P (SP), an active neuropeptide, were
injected into the DPAG and their effects evaluated in rats placed inside a circular
arena, in the conditioned place aversion test and in the elevated plus maze test.
The results show that microinjections of semicarbazide into the DPAG, following a
latency of 5-10 min, induce a behavioral activation characterized by locomotion,
rearings, attentive postures, freezing and running. These data support previous
studies that suggest that this pattern of behavioral responses to semicarbazide is
due to the blockade of glutamic acid decarboxylase (GAD), the enzyme responsible
for the synthesis of GABA. This drug also produced a clear conditioned place
aversion, which suggests that the blockade of GABA neurotransmission in the
DPAG produces an aversive state whichs support associative learning. In the
elevated plus maze test, microinjections of semicarbazide into the DPAG caused a
significant decrease in the percent of entries and the percent of time spent in the
open arms, suggesting an anxiogenic effect of this drug. Taken together, these data
are consistent with the view that the DPAG neurons are tonically inhibited by
GABA, and that disinhibition results in both the affective experience of aversion
and the behavioral responses compatible with escape behavior. Intraventricular
microinjections or local injections of SP into particular regions of the brain,
including the ventral mesencephalon, have been found to increase locomotion,
grooming and scratching that have been associated with the activation of
nociceptive pathways within the central nervous system. Local injections of SP into
the DPAG caused a similar pattern of behavioral responses in rats observed in a
circular arena. it is likely that these effects result from the activation of nociceptive
processes in the DPAG, as this structure receives collaterals from ascending pain
pathways. Previous studies have shown the ability of intraventricular
administration of a SP agonist, the DIMETHIL-C7, to produce place aversion.

The present work demonstrates for the first time that microinjections of SP into
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the DPAG caused a clear place aversion. In the elevated plus maze test, the
microinjections of SP in the DPAG caused a significant reduction in the percent of
entries and in the percent of time spent in the open arms, suggesting a anxiogenic
effect of this drug. The results obtained in this work, suggest that besides GABA, 5-
HT, excitatory aminoacids and endogenous opioid peptides, substance P neurons

may also be involved in the overall expression of aversive states in the DPAG.
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RESPOSTAS COMPORTAMENTAIS INDUZIDAS POR

MICROINJECAO DE 0,2 ul DE SALINA NA MCPD DE RATOS
REGISTRADAS NA ARENA DURANTE 30 MINUTOS.

Animal Cruzamentos Levantamentos Limpeza

1 26 11 03
2 58 19 00
3 82 28 06
4 91 30 06
5 32 22 06
6 72 20 05
7 147 12 00
8 24 05 00
X 66.05 18.38 03.35
EPM 14.67 03.04 01.01
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RESPOSTAS COMPORTAMENTAIS INDUZIDAS POR

MICROINJEG()ES DE 6 pg /7 0,2 pl de SEMICARBAZIDA NA MCPD
DE RATOS REGISTRADAS NA ARENA DURANTE 30 MINUTOS.

Animal Cruzamentos Levantamentos Limpeza

1 116 41 06
2 153 109 03
3 161 41 05
4 220 54 11
) 122 33 17
6 150 67 08
7 114 48 01
8 117 36 04
X 144.13 53.63 06.88

EPM 12 73 08.80 01.81
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RESPOSTAS COMPORTAMENTAIS INDUZIDAS POR

MICROINJECOES DE 25 ng / 0,2 pl DE SUBSTANCIA P NA MCPD DE
RATOS REGISTRADAS NA ARENA DURANTE 30 MINUTOS.

Animal Cruzamentos Levantamentos Limpeza

1 198 63 10
2 231 118 06
3 103 21 21
4 188 68 12
5 100 53 08

6 104 28 07

7 132 41 10

8 84 40 09

X 142.50 54.00 10.38

EPM 19.53 10.77 03.67
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REPOSTAS COMPORTAMENTAIS INDUZIDAS POR

MICROINJECOES DE 50 ng / 0,2 pl NA MCPD DE RATOS
REGISTRADAS NA ARENA DURANTE 30 MINUTOS.

Animal Cruzamentos Levantamentos Limpeza

1 75 46 15

2 67 24 09

3 124 86 17

4 35 15 13

5 143 34 10

6 61 33 15
X 84.17 39.67 13.17

EPM 16.71 10.19 01.28
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RESPOSTAS COMPORTAMENTAIS INDUZIDAS POR

MICROINJECOES DE 100 ng/0,2ul DE SUBSTANCIA P NA MCPD DE
RATOS REGISTRADAS NAS ARENA DURANTE 30 MINUTOS.

Animal Cruzamentos Levantamentos Limpeza

1 140 65 15
2 59 31 08
3 143 33 18
4 91 38 15
5 63 32 09
6 31 19 12
X 87.83 39.67 12.83

EPM 18.67 06.79 01.58
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DIFERENCA MEDIA (POS-TREINO - PRE-TREINO) DO TEMPO

DISPENSADO NO COMPARTIMENTO PAREADO COM 0,2ul DE
SALINA, INJETADA NA MCPD DE RATOS SUBMETIDOS AO TESTE
DO CONDICIONAMENTO AO LUGAR.

Animal Pgs-treino - Pré-treino

1 306.78 - 350.42 = -43.74
2 377.05 - 382.73 = 194.32
3 805.34 - 738.96 = 66.38
4 505.62 - 519.06 = -13.44
5 660.00 - 510.07 = 149.93
6 780.00 - 752.03 = 27.97
7 630.00 - 685.11 = -55.11
8 419.88 - 390.34 = 29.54
X 44.48

EPM 31.51
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DIFERENCA MEDIA DO TEMPO (POS-TREINO - PRE-TREINO)
DISPENSADO NO COMPARTIMENTO PAREADO COM
MICROINJECOES DE 6 pg / 0,2 ul DE SEMICARBAZIDA INJETADA
NA MCPD DE RATOS SUBMETIDOS AO TESTE DE
CONDICIONAMENTO AO LUGAR.

Animal Pés-treino - Pré-treino
1 81.61 - 867.46 = -785.85
2 471.00 - 744.28 = -273.28
3 565.55 - 524.09 = 41.46
4 65.43 - 836.14 = -790.71
5 55.75 - 389.11 = -333.36
6 141.00 - 450.87 = -309.87
7 46.00 - 440.73 = -394.73
8 194.20 - 440.41 = .246.21
X -386.57

EPM 04.36
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DIFERENCA MEDIA DO TEMPO DISPENSADO NO
COMPARTIMENTO PAREADO COM MICROINJECOES DE 25 ng /
0,2 ul DE SUBSTANCIA P NA MCPD DE RATOS SUBMETIDOS AO
TESTE DO CONDICIONAMENTO AO LUGAR.

Animal Poés-treino -  Pré-treino
1 810.33 - 672.45 = 137.88
2 92.63 - 651.83 = -559.20
3 98.11 - 542.31 = -450.20
4 97.20 - 341.90 = -244.70
5 107.60 - 529.34 = -421.74
6 650.00 - 605.55 = 44.45
7 323.00 - 603.80 = -208.80
8 252.28 - 284.43 = -32.15
X -216.81

EPM 03.93
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DIFERENGCA MEDIA DO TEMPO (POS-TREINO - PRE-TREINO)
DISPENSADO NO COMPARTIMENTO PAREADO COM
MICROINJECOES DE 50 ng / 0,2 ul DE SUBSTANCIA P NA MCPD DE
RATOS SUBMETIDOS AO TESTE DE CONDICIONAMENTO AO
LUGAR.

Animal P6s-treino -  Pré-treino
1 494.90 - 324.35 = 170.65
2 191.52 - 348.80 = -157.28
3 667.00 - 698.00 = -31.00
4 164.00 - 754.00 = -590.00
5 117.13 - 681.63 = -564.50
6 412.89 - 450.00 = -37.11
X -201.54

EPM 08.60
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DIFERENCA MEDIA DO TEMPO (POS-TREINO - PRE-
TREINO) DISPENSADO NO COMPARTIMENTO
PAREADO COM MICROINJEGCOES DE 100 ng / 0,2 pl DE
SUBSTANCIA P NA MCPD DE RATOS SUBMETIDOS AO TESTE DE
CONDICIONAMENTO AO LUGAR.

Animal Pos-treino -  Pré-treino

1 669.07 - 595.51 = 73.56

2 180.95 - 278.21 = -97.26
3 641.00 - 404.18 = 236.82
4 613.95 - 528.20 = 85.75

5 315.03 - 738.71 = -423.68
6 114.10 - 333.45 = -219.35
7 810.00 - 651.85 = 158.15

X -26.57

EPM 04.76
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EXPLORATORIO DE RATOS NO LARIRINTO EM CRUZ ELEVADO.
ANIMAIS DO GRUPO CONTROLE QUE RECEBEU 0,2 pul DE SALINA NA MCPD.

Total Bracos Abertos Bracos Fechados % %

Animal Entrad. Freq. Tempo Freq. Tempo Entrad. Tempo

Abertos Abertos

01 17 06 59 11 197 35.29 23.05
02 15 06 47 09 205 40.00 18.65
03 16 05 35 11 198 31.25 15.02
04 19 07 38 12 178 36.84 24.57
05 11 05 64 06 205 45.45 23.79
06 12 07 54 06 191 58.33 22.04
07 16 05 39 11 159 31.25 27.06
08 11 05 75 06 206 45.45 26.69
09 19 05 39 14 167 26.32 26.11
X 15.11 05.67 56.67 09.56 189.56 38.91 23.00

EPM 01.05 00.29 03.69 00.99 05.84 03.24 01.32
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COMPORTAMENTO EXPLORATORIO DE RATOS NO TESTE DO LABIRINTO EM
CRUZ ELEVADO. ANIMAIS DO GRUPO QUE RECEBEU 6 pg / 0,2 ul DE
SEMICARBAZIDA NA MCPD.

Total Bracos Abertos Bracos Fechados % %

Animal Entrad. Freq. Tempo Freq. Tempo Entrad. Tempo

Abertos Abertos

01 14 02 04 12 250 14.28 01.57
02 23 08 35 15 198 34.78 21.74
03 06 01 17 05 254 16.67 06.27
04 038 02 038 06 265 25.00 02.93
05 12 05 92 07 156 00.42 00.37
06 06 01 02 05 260 16.67 00.76
07 11 03 13 08 141 00.37 00.44
08 19 08 73 11 183 42.11 29.89
X 12.37 03.75 33.63 08.63 213.38 18.79 08.00

EPM 02.16 01.03 12.73 01.29 17.69 05.25 04.02
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COMPORTAMENTO EXPLORATORIO DE RATOS NO TESTE DO LABIRINTO
EM CRUZ ELEVADO. ANIMAIS DO GRUPO QUE RECEBEU 5 ng / 0,2 pl de
SUBSTANCIA P NA MCPD.

Total Bracos Abertos Bra(,;os Fechados % %

Animal Entrad. Freq. Tempo Freq. Tempo Entrad. Tempo

Abertos Abertos

01 22 04 23 18 218 18.18 10

02 19 10 74 09 181 53 29.02
03 11 04 41 07 215 36.36  16.02
04 11 05 47 06 229 45.00  17.03
05 14 07 38 07 244 50.00  13.48
06 13 05 43 08 209 38.46 17.06
07 16 06 56 10 168 37.05 25.00
08 14 05 36 09 196 35.71 15.52
X 15.00 05.75 44.75 09.25 207.05  39.28 17.89

EPM 01.36 00.70 05.34 01.33 08.82 03.79 02.18
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