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O presente trabalho estudou o papel da nociceptina (N/OFQ) e da nocistatina
(NST) na modulacdo da ansiedade e da depressdo experimental. Nossos dados mostraram que
camundongos tratados com N/OFQ apresentaram um perfil do tipo ansiolitico no teste do
labirinto em cruz elevado (LCE), enquanto que a NST induziu um efeito do tipo ansiogénico.
Além disso, dados mostrados neste trabalho sugerem haver uma interacdo entre o sistema
GABA¢érgico e a N/OFQ, mas ndo entre a NST, na modulagdo da ansiedade experimental. Em
relacdo a depressdo experimental, observamos que a N/OFQ e a NST ndo alteraram o
comportamento dos camundongos submetidos ao teste da natagdo forgada (TNF), porém o
UFP-101, um antagonista NOP, induziu um perfil do tipo antidepressivo no TNF em
camundongos e ratos e no teste da suspensdo pela cauda (TSC) em camundongos e, em linha
com estes dados, camundongos knockout para o receptor NOP apresentaram um perfil do tipo
antidepressivo no TNF e no TSC. No presente trabalho mostrou-se também que o efeito do
tipo antidepressivo induzido pelo bloqueio do receptor NOP parece ser mediado pelo sistema
monaminérgico e, em especial, pelo serotonérgico. Assim, os resultados apresentados nesta
tese candidatam o sistema N/OFQ — receptor NOP como um alvo terapéutico promissor para
o tratamento da ansiedade e da depressao.




Da minha aldeia vejo o quanto da terra se pode ver do universo
Por isso a minha aldeia é tdo grande quanto outra terra qualquer
Porque sou do tamanho que vejo

E ndo do tamanho da minha altura

Fernado Pessoa



Dedico este trabalho, com muito orgulho, aos meus pais
pela bela educacio, pelo imenso amor e

dedicaciao que me foi dado.



AGRADECIMENTOS

Em primeiro lugar agradego a Profa. Dra. Thereza C.M. de Lima pela orientagao
na realizagdo deste trabalho, pelo incentivo, mas especialmente, por ter me dado a
oportunidade de iniciar na carreira cientifica e, acima disso, por ter confiado no meu trabalho,
muitas vezes, mais do que eu mesma... Nao poderia deixar também de agradecé-la por ter sido
a minha ‘mae’ em todos estes anos de convivéncia, pois sempre pude contar com 0 seu apoio

e sua amizade...

A todos os outros professores da Coordenadoria Especial de Farmacologia da
UFSC, em especial ao Prof. Dr. Giles A. Rae e ao Prof. Dr. Reinaldo N. Takahashi pela

orientacdo, amizade e atencdo em todas as horas.

Ao Prof. Dr. Domenico Regoli e ao grupo da Universita di Ferrara, Italia, que me
receberam de bragos abertos, em especial, ao Dr. Girolamo Calo, que sempre me incentivou
e com quem aprendi muito. Ao Seu Giuliano, pelo apoio técnico e pela grande amizade e,
também, aos quimicos que viabilizaram este estudo através da sintese das moléculas aqui

testadas, em particular, ao Prof. Dr. Severo Salvadori ¢ Dr. Remo Guerrini.

Aos funcionarios da Coordenadoria Especial de Farmacologia da UFSC,
particularmente a Rita, Diana e Maria Goretti, que indiretamente contribuiram para a

realizagdo deste trabalho.

A direcdio e aos funciondrios do Biotério Central e aos funcionarios do Biotério
Setorial da Coordenadoria Especial de Farmacologia da UFSC, Pedro ¢ Ione, que foram de

importancia fundamental e sem os quais esse trabalho ndo seria realizado.

Aos amigos do Laboratério de Neurofarmacologia, Filipe, Ana Valquiria,
Raquel, Denise, Luis Arthur, Marquinho, Selma ¢ Marcelo pela amizade, apoio e pelas
informacdes que trocamos durante a nossa convivéncia... mas ndo poderia esquecer das

estagidrias Tulani e Clarissa que fizeram do laboratorio um lugar muito agradavel.

A um amigo que ja partiu, Ricardo A. Vieira, mas que nunca esqueco...O seu

exemplo de forca e vontade permanece na minha memoria.



As minhas amigas e companheiras de todas as horas... Thereza, Anna Paula ¢
Maria Licia, com quem ndo tive somente o prazer de dividir o apartamento, mas também a

minha vida...

Ao Junior e Nara, que sempre se fizeram presentes nesta caminhada e sempre

estiveram dispostos para o que der e vier...

Ao Carlos, pelo nosso amor, e por ser uma pessoa especial que me encanta, me

diverte, me apoia, me ensina...Enfim d4 um outro sentido a minha vida.

E a Deus que ¢ a minha fonte eterna de forca e coragem.



SUMARIO

RESUMO

ABSTRACT

LISTA DE FIGURAS

LISTA DE TABELAS

LISTA DE ABREVIACOES
INTRODUCAO

Os sistemas peptidérgicos

O sistema nociceptina/orfanina FQ-receptor NOP
Prepronociceptina: um precursor peptidico
Nociceptina/orfanina FQ II

Nocistatina

Nociceptina/orfanina FQ

Receptor NOP

Ligantes do receptor NOP

Mecanismos de transducdo de sinal

Acoes bioldgicas da nociceptina/orfanina FQ
Nocicepgao

Acdes em sistemas periféricos

Ag0es no sistema nervoso central

Estresse, ansiedade e depressao
OBJETIVOS

MATERIAL E METODOS
Animais

Drogas e solugodes

10
13
16
19
20

23

24

24

26

27

28

29

31

32

33

33

34

36

39

44

47

48

49



Procedimentos

Administragdo central de drogas em camundongos
Administrag@o central de drogas em ratos
Equipamentos e avaliagdo comportamental

Protocolo experimental
Analise estatistica

RESULTADOS

Participacdo do sistema N/OFQ - receptor NOP na modulacio da ansiedade

experimental

Avaliagao do efeito da NST, NST-C6, N/OFQ e do UFP-101 no LCE

Efeito da co-injecdo de NST, NST-C6 e UFP-101 na atividade ansiolitica da N/OFQ
Envolvimento do sistema GABAérgico no efeito da NST e da N/OFQ na modulacao
da ansiedade experimental

Participacdo do sistema N/OFQ - receptor NOP na modulacio da depressao
experimental

Avaliagio do efeito da N/OFQ, NST-C6, [Nphe'IN/OFQ(1-13)NH, ¢ UFP-101 no
TNF
Avaliacdo do efeito da N/OFQ e do UFP-101 no TSC

Avaliagdo do efeito antidepressivo do UFP-101 no TNF para ratos

Envolvimento do sistema monoaminérgico no efeito do tipo antidepressivo induzido

pelo UFP-101 no TNF
DISCUSSAO
CONCLUSAO

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

51

51

51

53

58

67

68

69

69

81

85

93

93
98

101

103

105

118

121



RESUMO

A prepronociceptina (ppN/OFQ) ¢ um precursor peptidico que pertence a familia
dos opidides e apds a clivagem enzimatica d4 origem a, no minimo, 3 peptideos bioativos,
sendo que o presente trabalho enfocou, em especial, o papel de dois deles, a nociceptina
(N/OFQ) e a nocistatina (NST), em modelos experimentais de ansiedade e depressao.

A N/OFQ ¢ o peptideo mais estudado entre os derivados da ppN/OFQ, sua cadeia
¢ formada por 17 residuos de aminoacidos, além disso a N/OFQ possui um receptor
exclusivo, o receptor NOP. A ppN/OFQ se encontra no cérebro especialmente no sistema
limbico, enquanto que o receptor NOP estd amplamente expresso no sistema nervoso central,
destacando particularmente sua presenca no cortex cerebral e em nticleos noradrenérgicos e
serotonérgicos, o que poderia explicar os varios efeitos centrais induzidos pela N/OFQ, como
prejuizo de memoria, reducdo da ansiedade, aumento da ingestdo de alimentos e acdo
hiperalgésica decorrente da injecdo central deste peptideo.

Pouco se sabe sobre a NST, pois ainda ndo se conhece o receptor e/ou sitio no qual
este peptideo se liga, no entanto, a maioria dos estudos mostra que a NST bloqueia o efeito
induzido pela N/OFQ.

O presente trabalho objetivou avaliar o envolvimento da N/OFQ e da NST na
modulac¢do da ansiedade em camundongos, utilizando o teste do labirinto em cruz elevado
(LCE), e da depressdo experimental, submetendo os animais ao teste da natacdo forgada
(TNF) e ao de suspensdo pela cauda (TSC). Os procedimentos experimentais deste estudo
foram divididos em 2 etapas, sendo que a primeira avaliou o efeito da inje¢do i.c.v. da
N/OFQ, do UFP-101, antagonista NOP, da NST e do seu fragmento C-terminal (NST-C6) no
teste do LCE em camundongos. A NST (0,01 — 100 pmol), assim como a NST-C6 (0,001 —
1000 pmol), reduziram a exploragdo dos bracos abertos do LCE, sugerindo efeito do tipo
ansiogénico, enquanto que a N/OFQ (0,1 — 1000 pmol) produziu efeito do tipo ansiolitico,
que foi bloqueado pela co-inje¢do com NST, NST-C6 e UFP-101, o antagonista NOP, que
per se nao modificou o comportamento dos camundongos no LCE.

Além disso, avaliando a acdo temporal dos peptideos NST (1 pmol), NST-C6 (0,1
pmol) e N/OFQ (10 pmol) no LCE, vimos que, além da NST e da NST-C6 serem mais
potentes que a N/OFQ, os efeitos destes peptideos sdo mais duradouros, pois 15 min apds a

injecdo i.c.v., o efeito do tipo ansiogénico da NST e da NST-C6 ainda estava presente,
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enquanto que a N/OFQ induziu efeito do tipo ansiolitico no LCE apenas apdés 5 min da
injecdo central.

O mecanismo pelo qual a N/OFQ e a NST modulam a ansiedade ainda ndo ¢
conhecido, porém parece haver um envolvimento do sistema GABAérgico neste efeito, em
particular, para a N/OFQ, pois o pré-tratamento i.p. com flumazenil (FMZ; 1 mg/kg) preveniu
o efeito do tipo ansiolitico induzido por este peptideo. Além disso, o pré-tratamento com etil
B-carbolina 3-carboxilato (B-CCE; 5 mg/kg) bloqueou completamente a ag¢do do tipo
ansiolitica induzida pela N/OFQ (10 pmol), embora o pré-tratamento com pentilenotetrazol
(PTZ; 20 mg/kg) ndo alterou a resposta ansiolitica induzida pelo N/OFQ (10 pmol). Ja para a
NST, observou-se que o FMZ (1 mg/kg) ndo modificou a resposta do tipo ansiogénica
induzida por este peptideo e que o pré-tratamento i.p. com diazepam (0,25 mg/kg) bloqueou
este efeito, enquanto que doses sub-maximas de PTZ (20 mg/kg) e NST (0,01 pmol)
potencializaram o efeito ansiogénico da NST per se, o que pode ser decorrente de um
sinergismo fisiologico. Conjuntamente, estes dados sugerem haver uma interagdo entre o
sistema GABAérgico e a N/OFQ, mas ndo entre a NST, na modulacdo da ansiedade
experimental.

Na segunda etapa deste estudo, vimos que o tratamento i.c.v. com NST (0,001 — 1
nmol) ¢ N/OFQ (0,01 — 1 nmol) ndo modificou o desempenho comportamental dos
camundongos submetidos ao teste da natagdo forcada (TNF), mas o antagonista do receptor
NOP, UFP-101 (1 — 10 nmol), reduziu dose-dependentemente o tempo de imobilidade no
TNF, sugerindo acdo do tipo antidepressiva, sendo que este efeito foi bloqueado pela co-
inje¢do com N/OFQ, indicando que o receptor NOP estd mediando esta acdo. Além disso,
camundongos knockout para o receptor NOP apresentaram um fendtipo antidepressivo
quando submetidos ao TNF e o tratamento com UFP-101 (10 nmol) ndo modificou esta
resposta nos animais mutantes, mas reduziu o tempo de imobilidade nos controles wild-type.

Os resultados obtidos no teste da suspensao pela cauda (TSC) com o UFP-101 e
com os animais knockout para o receptor NOP estdo de acordo com os achados no TNF. Além
disso, ratos tratados com UFP-101 (10 nmol) se comportam da mesma maneira que os
tratados com a desipramina, um antidepressivo classico. Deste modo, os resultados
apresentados neste trabalho mostram que o efeito do tipo antidepressivo dos antagonistas
NOP ¢ um fendmeno consistente que se mantém em diferentes espécies (camundongos e
ratos) e em diferentes testes experimentais utilizados para avaliar atividade antidepressiva

(TNF e TSC).
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Pouco se sabe sobre o mecanismo que medeia o efeito do tipo antidepressivo
induzido pelos antagonistas do receptor NOP, porém no presente estudo foram obtidos
resultados preliminares a respeito do envolvimento do sistema monoaminérgico na agdo do
UFP-101 no TNF, sendo que o pré-tratamento com PCPA (4 dias consecutivos; 100
mg/kg/dia, i.p.), um inibidor da sintese de serotonina, ndo modificou o tempo de imobilidade
dos camundongos tratados com desipramina (30 mg/kg, i.p.), mas preveniu completamente a
acdo induzida pela fluoxetina (30 mg/kg, ip.), um inibidor seletivo da recaptagdo de
serotonina e reduziu parcialmente o efeito do tipo antidepressivo do UFP-101 (10 nmol). Por
outro lado, o pré-tratamento com DSP-4 (50 mg/kg, ip., 7 dias antes do teste), uma
neurotoxina noradrenérgica, preveniu completamente a a¢do antidepressiva da desipramina
(30 mg/kg, i.p.), um inibidor preferencial da recaptacdo de naradrenalina, sem, no entanto,
modificar a resposta da fluoxetina (30 mg/kg, i.p.) e do UFP-101 (10 nmol), sugerindo que o
sistema monoaminérgico estd envolvido na mediacdo do efeito do tipo antidepressivo de
antagonistas NOP, em particular a serotonina, porém ndo se pode descartar a participacao
noradrenérgica, especialmente em ratos, pois como mostrado, o UFP-101 induziu perfil de
resposta comportamental no TNF semelhante as drogas noradrenérgicas.

Nossos resultados sugerem que a NST e a N/OFQ modulam em sentidos opostos a
ansiedade experimental avaliada no LCE, enquanto que achados farmacoldgicos e genéticos
mostram que o bloqueio do receptor NOP induz ac¢do do tipo antidepressiva em diferentes
testes experimentais. Assim, os resultados obtidos nesta tese candidatam o sistema N/OFQ —
receptor NOP como um alvo terapéutico promissor para o tratamento da ansiedade e da

depressao.
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ABSTRACT

INVOLVEMENT OF NOCICEPTIN - NOP RECEPTOR SYSTEM IN THE
MODULATION OF EXPERIMENTAL ANXIETY AND DEPRESSION

Prepronociceptin is the peptidic precursor of, at least, three bioactive peptides,
nociceptin/orphanin FQ (N/OFQ), nocistatin (NST) and nociceptin/orphanin FQII (N/OFQII).
This work focused on the study of N/JOFQ and NST in experimental anxiety and mood
disorders, using the elevated plus-maze (EPM) and behavioral despair tests, respectively, for
assessing the behavioral effects of these peptides.

N/OFQ is an heptadecapeptide recently identified as the endogenous ligand of the
NOP receptor. This new system N/OFQ-NOP receptor belongs to the opioid family. The i.c.v.
injection of N/OFQ produces several biological actions, such as increase of food intake,
hyperalgesia, impairment of memory and reduction of anxiety levels. In most studies, NST
was found to be inactive per se, but it has been reported to antagonize many actions of
N/OFQ, although it acts on distinct receptors.

Regarding the methodological procedure of the EPM, five minutes after i.c.v.
treatment, mice were placed on the apparatus for 5 min and entries into and time spent on
open and closed arms were recorded alongside other parameters. NST (0,01 — 100 pmol)
reduced percentages of entries into and time spent on open arms in the EPM. However, the C-
terminal hexapeptide of NST (NST-C6; 0,001 — 1000 pmol) closely mimicked these actions
of NST.

On the other hand, N/OFQ (0,1 — 1000 pmol) induced anxiolytic-like effects in
mice and this action was blocked by the co-injection with NST, NST-C6 and a NOP receptor
antagonist, UFP-101, which was inactive per se. Closed arm entries, an index of locomotor
activity, were unchanged by all peptides. Effects of NST (1 pmol) or NST-C6 (0,1 pmol), but
not N/OFQ (10 pmol), were still detectable 15 min after injection.

No objective information about the underlying mechanism of action by which
N/OFQ and NST induce anxiolytic and anxiogenic-like effects has already been reported. In
this work we studied the participation of GABAergic system in the effects induced by N/OFQ
and NST in the EPM test. Pre-treatment with flumazenil (FMZ; 1 mg/kg, i.p.) partially
blocked the anxiolytic-like effect induced by N/OFQ (10 pmol). However, the pre-treatment
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with pentilenotetrazole (PTZ; 20 mg/kg, i.p.) did not modify the anxiolytic-like effect of
N/OFQ, while B-CCE (5 mg/kg), i.p. injected 10 min before N/OFQ (10 pmol), completely
blocked the anxiolytic-like effect induced by this peptide. Regarding NST, the pre-treatment
with FMZ (1 mg/kg, i.p.) did not modify the effect of NST (0,1 pmol) in the EPM test while
diazepam (0,25 mg/kg, i.p.) has blocked the anxiogenic-like effect of NST and PTZ (20
mg/kg, i.p.) has potentiated the reduction of open spaces of the EPM induced by NST (0,01
pmol).

Concerning the role of N/OFQ-NOP receptor system in the behavioral despair test,
neither N/OFQ nor NST were able to change the immobility time of mice i.c.v. injected with
these compounds. Nevertheless, animals i.c.v. injected with UFP-101 (1-10 nmol), a NOP
receptor antagonist, 5 min prior the forced swimming test (FST), dose-dependently reduced
the immobility time, suggesting an antidepressant-like effect. This reduction of immobility
time induced by 3 or 10 nmol UFP-101 was fully or partially reversed, respectively, by the
co-administration of 1 nmol N/OFQ, which was per se inactive. NOP receptor knockout mice

") littermates.

(NOP™) showed a reduced immobility time compared to their wild-type (NOP
Moreover, i.c.v. injected UFP-101 (10 nmol) significantly reduced immobility time in
NOP™*, but not in NOP”" mice. Similar results were obtained in the tail suspension test (TST)
in mice acutely treated with UFP-101. In TST, N/OFQ (1 nmol, i.c.v.) fully prevented the
effect of UFP-101 (10 nmol, i.c.v.). Spontaneous immobility time of NOP”" mice in the TST

+/+ . . .
™ littermates or Swiss mice.

was much lower than those displayed by their wild-type NOP

In line with the antidepressant-like effects of NOP antagonists in mice, rats acutely
i.c.v. treated with UFP-101 (10 nmol) decreased the immobility time and increased the
climbing behaviour in the forced swimming test, similar to noradrenaline reuptake inhibitors.

Fluoxetine, a selective serotonin reuptake inhibitor, desipramine (both 30 mg/kg,
i.p.), a noradrenaline reuptake inhibitor, and UFP-101 (10 nmol, i.c.v.) reduced mouse
immobility time in the mouse FST. The serotonin synthesis inhibitor PCPA (4 x 100
mg/kg/day, i.p.) prevented the antidepressant-like effects of fluoxetine and UFP-101 (but not
desipramine), whereas DSP-4 (neurotoxic for noradrenergic neurons; 50 mg/kg, i.p., 7 days
beforehand), suppressed only the effect of desipramine. Neither pretreatment affected
immobility time per se. Thus, UFP-101 exhibits pronounced antidepressant-like effects in
distinct species and models of depression, possibly by strengthening brain monoaminergic (in
particular serotonergic) neurotransmission.

In conclusion, these results reveal potent anxiogenic-like actions of NST and its C-

terminal fragment NST-C6, and confirm the anxiolytic-like properties of N/OFQ. As NST and
14



N/OFQ both derive from ppN/OFQ, anxiety may be modulated in opposing directions
depending on how this precursor is processed. In addition, the results obtained using a
combined pharmacological and genetic approach, indicate that blockade of the N/OFQ-NOP
receptor signaling in the brain produces antidepressant-like effects in the mouse FST. These
effects appear to be robust across species (mouse and rat) and tests (forced swimming and tail
suspension) and, collectively with the EPM findings, the present data candidate the N/OFQ-
NOP receptor system as a potential target for the development of innovative antidepressant

and anxiolytic drugs.
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namero de entradas nos bracos fechados no LCE.

Figura 17 - Efeito da inje¢do i.c.v. de antidepressivos classicos, como a imipramina,
a desipramina e a fluoxetina, da N/OFQ, da NST-C6 ¢ do [NPhe'[N/OFQ(1-13)NH,
no tempo de imobilidade de camundongos Swiss submetidos ao teste da natacao

forcada.

Figura 18 - Efeito da injecdo i.c.v. de UFP-101 e da co-inje¢do de N/OFQ e UFP-
101, no tempo de imobilidade de camundongos Swiss submetidos ao teste da natacao

forcada.

Figura 19 - Registro do comportamento espontdneo de camundongos knockout
(NOP™) e wild-type (NOP™") para o receptor NOP no teste da natagio forgada e
efeito da injegdo i.c.v. de UFP-101 no tempo de imobilidade de camundongos NOP™"

e NOP™* submetidos ao teste da natagdo forgada.

Figura 20 - Efeito da injecdo i.c.v. de antidepressivos classicos, como a imipramina e
a desipramina ¢ da N/OFQ no tempo de imobilidade de camundongos Swiss

submetidos ao teste da suspensdo pela cauda.

Figura 21 - Efeito da injecdo i.c.v. de UFP-101 e da co-injecdo de N/OFQ e UFP-
101 no tempo de imobilidade de camundongos Swiss submetidos ao teste da natacao
forcada. Registro do comportamento espontineo de camundongos wild-type (NOP™")

e knockout (NOP™") para o receptor NOP no teste da suspensdo pela cauda.

Figura 22 - Efeito do tratamento i.p. com desipramina e da inje¢do i.c.v. de UFP-101
no tempo de imobilidade, de natacdo e de escalada das paredes do cilindro em ratos

submetidos ao teste da natacao forcada.

Figura 23 - Influéncia do pré-tratamento com salina, PCPA ou DSP-4 no efeito do
tipo antidepressivo induzido pela fluoxetina, desipramina ou UFP-101 em

camundongos Swiss submetidos ao teste da natacdo forgada.
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INTRODUCAO

OS SISTEMAS PEPTIDERGICOS

Nas ultimas trés décadas, muitos estudos relataram a descoberta de sistemas
peptidérgicos enddgenos e as suas respectivas acdes em processos fisiologicos e patologicos,
fato que vem motivando o mundo académico e as industrias farmacéuticas a investirem no
estudo e na produgdo de novas ferramentas farmacologicas para o tratamento de diversas
doencas (HOKFELT et al., 2000).

Os neuropeptideos sdo moléculas constituidas por 3 a 100 residuos de aminoacidos
e possuem uma estrutura que pode ser até 50 vezes maior que 0s neurotransmissores classicos.
Além disso, devido ao tamanho, estas moléculas possuem mais sitios de reconhecimento nos
seus receptores € mais informagdes quimicas que os neurotransmissores classicos. Outro fato
relevante ¢ a afinidade pelo receptor, pois os neuropeptideos sdo cerca de 1000 vezes mais
potentes que os outros neurotransmissores, ou seja, os neuropeptideos se ligam aos seus
receptores em uma faixa de concentragdo de nmol/l, enquanto que os neurotransmissores
classicos o fazem na faixa de umol/l (HOKFELT et al., 2003).

Outra caracteristica do sistema peptidérgico ¢ a alta seletividade quando
comparado aos outros neurotransmissores, deste modo, poucas moléculas precisam ser
liberadas para produzir um efeito farmacologico e, conseqiientemente, isto sugere que a
intervengdo farmacologica com ligantes destes sistemas produza menos efeitos adversos
(HOKFELT et al., 2003).

E importante também destacar que o sistema peptidérgico possui a capacidade de
desensibilizar o seu receptor, devido a internalizagdo do complexo neuropeptideo-receptor, o
que serve como um sistema de regulagdo da liberagdo e transmissdo dos neuropeptideos.
Além disso, por serem moléculas grandes, os neuropeptideos se difundem e também se ligam
mais lentamente do que os neurotransmissores classicos. Entretanto, os neuropeptideos se
encontram em concentragdes menores do que os outros neurotransmissores no cérebro de
mamiferos (HOKFELT et al., 2003).

Outro fato relevante € que quase todos os neuropeptideos sdo expressos em
neurdnios com mais um ou até dois neurotransmissores (HOKFELT et al., 1980) ¢ estas

combinagdes propiciam comunicagdes sindpticas lentas (100-500 ms) e rapidas (2-5 ms).
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Além disso, a liberagdo dos neuropeptideos requer alta freqiiéncia de disparos ou situacdes
patologicas especificas e, uma vez liberados, os neuropeptideos podem atuar em receptores
localizados na fenda sinaptica ou distantes do sitio de liberacdo. Todas estas vantagens
ultrapassam os conceitos convencionais de transmissdo sinaptica e enfatizam a capacidade dos
neuropeptideos de influenciar grandes areas do sistema nervoso central (HOKFELT et al.,
2003).

Diante das vantagens acima estabelecidas para os neuropeptideos em relacdo aos
neurotransmissores classicos, podemos dizer que os sistemas peptidérgicos ndo sdo usados
comumente em circunstancias normais, porém possuem um papel importante quando o
sistema nervoso esta tentando se adaptar a situacdes variadas, como no estresse, em
convulsdes, no uso de drogas de abuso, em casos de dano nervoso e outros tipos de condigdes
patofisiologicas (HOKFELT et al., 2003) e, deste modo, os sistemas peptidérgicos sao alvos

terapéuticos atrativos para o tratamento de varias patologias do sistema nervoso central.

O SISTEMA NOCICEPTINA/ORFANINA FQ — RECEPTOR NOP

Prepronociceptina: um precursor peptidico

Devido a natureza proteica destas moléculas, os peptideos sdo alvos faceis de
enzimas metabolicas e, para garantir que a acdo farmacologica ndo seja prejudicada pela curta
meia-vida destas moléculas, os peptideos sdo sintetizados na forma de grandes cadeias de
aminoacidos inativas farmacologicamente, denominadas de precursores, cadeias estas que
sofrem a acdo de enzimas de clivagem e, a partir deste processo, o peptideo ativo ¢ liberado
(HOKFELT et al., 2000).

A prepronociceptina (ppN/OFQ) é um exemplo de um precursor peptidico, cuja
molécula foi seqiienciada, seu gene codificador foi localizado e a expressdo da ppN/OFQ em
diferentes tecidos foi determinada em 1996 por Mollereau e colaboradores. A ppN/OFQ ¢
formada por uma seqiiéncia de aminoacidos e possui uma estrutura dimensional muito
semelhante a dos precursores dos peptideos opidides, como a preproencefalina, a

preprodinorfina e a preproopiomielocortina, o que sugere que a ppN/OFQ pertenca a familia
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dos opidides e que estes polipeptideos possam ter origens evolucionarias comuns
(MOLLEREAU et al., 1996).

O numero de residuos de aminoacidos da ppN/OFQ varia conforme a espécie,
sendo que em humanos e bovinos ha 176 residuos, enquanto que em ratos e camundongos a
ppN/OFQ ¢ formada por 181 e 187 aminoacidos, respectivamente (OKUDA-ASHITAKA et
al., 1998). O gene que codifica a ppN/OFQ ¢ encontrado em humanos no cromossomo 8p e ¢
predominantemente transcrito no cérebro e na medula espinhal (MOLLEREAU et al., 1996).
No cérebro, foram detectados niveis elevados de RNAm da ppN/OFQ no sistema limbico, em
especial na area septo-hipocampal, no nicleo do leito da estria terminal, no hipotadlamo, no
nucleo central da amigdala e em alguns nticleos do talamo (BOOM et al., 1999). A ppN/OFQ,
porém, possui um padrdo de distribuicdo no sistema nervoso central que ndo se sobrepde
completamente aos precursores dos opioides, o que sugere uma acdo farmacoldgica distinta

dos peptideos opidides classicos (HOUTANI et al., 1996).

Signal peptide
I ]

Bovine MKILFCDLLLLSLFSSVSSSCOKDCLVCREKLRPTLDSFSLEMCILECEEKAFTSPLWTP
Human MEVLLCDLLLLSLFSSVFSSCORDCLTCOQEKLHPALDSFDLEVCILECEEKVFPSPLWTP
Mouse MKILFCDVLLLSLLSSVFSSCPRDCLTCQEKLHPAPDSFNLKTCILOCEEKVF PRPLWIV
Rat MKILFCDVLLLSLLSSVFSECPEDCLTCOQERLHPAPGEFNLKLCILOCEEKVF PRPLWTL

Bovine CTKVMARGSWOLSPADPDHVAAALDQPRASEMOHLIEMPR
Human CTEKVMARS SWOLSPARPEHVAARALYQPRASEMOHLIE
Mouse CTKVMASGSGQLSPADPELVSAALYQPKAS EMOHLIEM
Rat CTKAMASDSEQLSPADPELTSAALYQSKAS EMOHLEEM
bPNP-3 (Nocistatin) Noc/OFQ
[ 1" T
Bovine [ErePGLEEVGE IEQRQLOEEF GGF TGARKSARE
Human EPEPGMEEAGEMEQKQ 'ﬂﬂ: ARKSARE
Mouse DAEPGADDAEEVEQKQLOETF
Rat DAEPVADEADEVEQKQ ]
bPNP-5
Bovine LHONGNA 176
Human LHONGNV 176
Mouse LHOQNGNV 187
Rat LHONGNV 181

Figura 1 — Seqiiéncia dos residuos de aminoacidos da ppN/OFQ em diferentes espécies
animais (bovino, humano, camundongo e rato). A seqiliéncia sinalizadora (‘signal peptide’), os
pontos de clivagem enzimatica e os provaveis peptideos formados a partir do processamento
da ppN/OFQ estdo indicados no esquema. (Adaptado de OKUDA-ASHITAKA e ITO, 2000).
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De acordo com a figura 1, a clivagem da ppN/OFQ resulta na formacdo de cinco
peptideos para os bovinos e quatro para as demais espécies (rato, camundongo e humano),
sendo que, no minimo, trés deles sdo bioativos: a nociceptina/orfanina FQ II (N/OFQ II); a
nocistatina (NST), o mais recente a ser avaliado farmacologicamente, e a nociceptina/orfanina

FQ (N/OFQ; OKUDA-ASHITAKA et al., 1998).

Nociceptina/Orfanina FQ II

A N/OFQ II ¢ um peptideo derivado da ppN/OFQ que foi primeiramente
denominado de bPNP-4, hoje, porém ¢ chamado de N/OFQII, devido as semelhancas
estruturais com a N/OFQ, pois possui dezessete residuos de aminoacidos na cadeia peptidica,
sendo que o primeiro e o ultimo coincidem com a N/OFQ (FLORIN et al., 1997). Nada se
sabe sobre os sitios de ligacdo/receptores envolvidos nas agdes da N/OFQIL. Além disso,
poucos estudos relatam as agdes farmacologicas deste peptideo, sendo que a maioria deles
enfoca o envolvimento nos processos nociceptivos.

A N/OFQII possui uma potente agdo antinociceptiva, quando administrada por via
intracerebroventricular (i.c.v.) e intratecal (i.t.) em camundongos. O efeito antinociceptivo da
inje¢do i.c.v. ¢ revertido pelo tratamento com naloxona, um antagonista ndo-seletivo dos
receptores opidides, mostrando que este peptideo atua no sistema opidide (ROSSI et al.,
1998). Em ratos, a N/OFQII também induz um efeito antinociceptivo apods a inje¢do na
amigdala, substancia cinzenta periaquedutal, locus coeruleus e nuicleo rostro-medial da
medula, sendo que a naloxona reverte este efeito apenas apds a inje¢do na amigdala e na
substincia cinzenta periaquedutal (ROSSI et al., 2002). E importante, no entanto, salientar
que a acdo analgésica da N/OFQII ¢ contraditoria, pois Florin e colaboradores (1999)
mostraram que a inje¢ao i.c.v. de N/OFQII ndo produziu qualquer atividade em camundongos
avaliados em diversos modelos de nocicepcdao, como o teste da placa quente, o teste das
contragdes abdominais induzidas por 4cido acético e o tail-flick test.

Recentemente, Vaughan e colaboradores (2001) relataram que a N/OFQII ndo
induziu modifica¢do (inibi¢do ou excitagdo) nas correntes da membrana dos neurdnios do
nucleo rostro-medial da medula de ratos. Além disso, nenhum outro trabalho abordou a ag¢ao

deste peptideo na liberacdo/transmissdo de outros neurotransmissores, nem os efeitos
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celulares induzidos pela N/OFQII, o que dificulta o entendimento de suas acdes

farmacologicas.

Nocistatina

A NST ¢ outro peptideo formado a partir da clivagem da ppN/OFQ, esta possui
um tamanho variadvel entre diferentes espécies (compreende 17, 30, 35 e 41 residuos de
aminoacidos em bovinos, humanos, ratos e camundongos, respectivamente), porém os ultimos
6 residuos da por¢do C-terminal sdo completamente conservados nas espécies acima citadas
(OKUDA-ASHITAKA e ITO, 2000). A NST ¢ particularmente abundante no nucleo da rafe,
no nucleo ventromedial do hipotilamo e no trato trigeminal da espinha dorsal de
camundongos, porém o receptor ao qual a NST se liga ainda ndo foi identificado (OKUDA-
ASHITAKA et al., 1998).

Com relacdo as acdes fisiologicas descritas para a NST, poucos estudos enfocam
os efeitos per se deste peptideo, mas a grande maioria enfatiza o antagonismo que ocorre
entre as agdes da N/OFQ e da NST. Entretanto, este efeito antagdnico existente entre as agdes
destes peptideos parece ser do tipo fisioldgico, visto que a NST inibe os efeitos da N/OFQ,
porém a NST nio desloca a ["H]N/OFQ em estudos de binding, nem atenua a inibigdo do
acimulo de AMPc causada pela N/OFQ em células transfectadas pelo receptor NOP,
descartando a ligacdo da NST ao receptor da N/OFQ (OKUDA-ASHITAKA et al., 1998).

Okuda-Ashitaka e colaboradores (1998) relataram o efeito anti-hiperalgésico da
NST it., em camundongos, induzido pela N/OFQ e pela prostaglandina E. Em ratos, a
administracdo i.c.v. de NST também promoveu um efeito anti-hiperalgésico na hiperalgesia
inflamatoria induzida por carragenina/caolina (NAKAGAWA et al, 1999). Nakano e
colaboradores (2000) mostraram que a NST induziu per se analgesia, quando injetada
intratecalmente em camundongos avaliados no teste da formalina, sendo que este efeito ndo se
modifica ap6s a injecdo de naloxona. Recentemente, INOUE e colaboradores (2003)
mostraram que a injec¢do intraplantar (i.pl.) de NST induziu uma ac¢do nociceptiva em doses
que variaram de 0,01 — 10 pmol e este efeito foi abolido pelo tratamento com toxina pertussis,
um inibidor da fosfolipase C, e também pelo CP-99994, um antagonista do receptor NKI,
indicando que a NST pode induzir nocicepgdo através da liberagdo de substancia P ou pela

ativagdo da via da proteina Gi/o e fosfolipase C.
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Devido a falta do receptor/sitio de ligacdo da NST, poucos estudos relataram os
efeitos deste peptideo na transmissdo e liberagdo de neurotransmissores. Zeilhofer e
colaboradores (2000) mostraram que a NST suprime a transmissdo de neurotransmissores
inibitérios rapidos, como a glicina ¢ 0 GABA da camada superficial da medula espinhal de
ratos, 0 que constitui um sitio primario de integracdo da informagao nociceptiva. Além disso,
Nicol e colaboradores (1998) estudaram o efeito da NST sobre a liberacdo de glutamato e
mostraram que a NST per se ndo modifica a liberagdo deste neurotransmissor, porém reverte
completamente a inibicdo da liberagdo de glutamato induzida pela N/OFQ em fatias de
cérebro de rato.

E interessante salientar que a NST ndlo esta apenas envolvida com a nocicepcio,
pois modelos animais de aprendizagem e memoria ja foram utilizados para avaliar um
possivel envolvimento da NST nestes processos fisiologicos. Hiramatsu e Inoue (1999)
mostraram que a NST ndo possui efeito per se na memoria, porém a injecdo de NST reverte o
prejuizo de memodria induzido pela N/OFQ e pela escopolamina (HIRAMATSU e INOUE,
1999).

Nociceptina/orfanina FQ

O tultimo dos trés peptideos bioativos derivados da ppN/OFQ que sera abordado
neste estudo ¢ a N/OFQ, que foi identificada, simultaneamente, por dois grupos de
pesquisadores em 1995, um francés (MEUNIER et al., 1995) e o outro suigo (REINSCHEID
et al., 1995). Este peptideo foi denominado de nociceptina por Meunier e colaboradores
(1995), por reduzir o limiar da dor em modelos de nocicepgao, enquanto que o nome orfanina
FQ, atribuido pelo segundo grupo, refere-se ao peptideo com afinidade por um receptor que
era considerado ‘o0rfao’ e no qual o primeiro e o Ultimo aminoacido que compde a cadeia
peptidica sdo abreviados por F e Q (fenilalanina e glutamina, respectivamente)
(REINSCHEID et al., 1996). Na época da descoberta nenhum dos termos predominou, sendo
por isso conhecido como nociceptina/orfanina FQ.

A N/OFQ ¢ um peptideo composto por 17 aminodcidos e que difere dos outros
agonistas dos receptores opidides, porque ndo possui um residuo de tirosina na por¢do N-
terminal, que € requerido para a atividade agonistica dos receptores opidides [, & e K

(REINSCHEID, et al., 1996; Fig. 2). Apesar da similaridade estrutural entre a N/OFQ e a
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dinorfina A, a N/OFQ nao se liga aos receptores opidides classicos como o W, K, O, porém
liga-se com alta seletividade ao seu receptor, denominado de receptor NOP (MEUNIER et al.,
1995; REINSCHEID et al., 1995).

Nociceptina H-Phe-Gly-Gly-Phe-Thr-Gly-Ala-Arg-Lys-Ser-Ala-Arg-Lys-Leu-Ala-Asn-GIn-OH

Dinorfina A H-Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu-Arg-Arg-Ile-Arg-Pro-Lys-Leu-Lys-Trp-Asp-Asn-GIn-OH

Figura 2 — Seqiiéncia da nociceptina/orfanina FQ comparada com a da dinorfina A, o
peptideo opidide mais semelhante & N/OFQ. Residuos de aminoacidos comuns entre as duas
cadeias estdo sublinhados (Adaptado de GUERRINI et al., 1997).

Receptor NOP

O receptor NOP foi descoberto em 1994, apds a realizagdo de screening em
bibliotecas de DNAc com sondas de seqiiéncias de oligonucleotideos homologas aos
receptores opidides. Inicialmente, o receptor foi chamado de ORLI1 (opioid receptor-like 1),
sendo seqilienciado por varios pesquisadores (BUNZOW et al., 1994; FUKUDA et al., 1994;
MOLLEREAU et al., 1994; WANG et al., 1994). Mais tarde, de acordo com as regras da
IUPHAR (JENKINSON et al., 1995), este receptor foi denominado de NOP. O receptor NOP
tem 60 % de homologia com os receptores opidides, sendo que nas alcas intracelulares e no
2°, 3° ¢ 7° dominios transmembranais a homologia com os receptores opidides aumenta, mas
na por¢do N-terminal e em alguns dos loops extracelulares a similaridade na seqiiéncia de
aminoacidos diminui (para uma revisdo ver CALO et al., 2000). Esta semelhanga apresentada
entre o receptor NOP e os receptores opidides, especialmente nas por¢des intracelulares, pode
explicar porque o receptor NOP ativa os mesmos mecanismos intracelulares de transdugdo de
sinal dos receptores opidides (CALO et al., 2000).

O receptor NOP foi encontrado e identificado em humanos, ratos, camundongos e
porcos e a homologia das seqiiéncias de aminoacidos que compdem o receptor ¢ maior de
90% entre as diferentes espécies citadas acima (BUNZOW et al., 1994; CHEN et al., 1994;
LACHOWICZ et al., 1995; MOLLEREAU et al., 1994; NISHI et al., 1994; OSINSKI et al.,
1999; WANG et al., 1994). Além disso, logo apds o seqiienciamento do receptor NOP,
variantes (splices) deste receptor foram identificados em linfécitos (HALFORD et al., 1995;
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WICK et al., 1995) e também no cérebro de camundongos, ratos e humanos (PAN et al.,
1998; PELUSO et al., 1998; WICK et al., 1994). Apesar do receptor NOP possuir variantes,
ndo existe nenhuma evidéncia a respeito da heterogeneidade deste receptor (MOGIL e
PASTERNAK, 2001).

Ao contrario da ppN/OFQ, o receptor NOP ¢ amplamente expresso no sistema
nervoso central, sendo que niveis elevados de expressdo deste receptor sao encontrados no
cortex cerebral, hipocampo, niicleo olfatério, amigdala, giro denteado, septo medial e nucleos
talamicos (Fig.3), além dos nicleos noradrenérgicos e serotonérgicos, como o locus coeruleus
e o dorsal da rafe, respectivamente (Fig.4), ¢ na medula espinhal (para uma revisdo ver
MOLLEREAU e MOULEDOUS, 2000). Um ponto a destacar ¢ que ha boa correlagdo entre a
expressdo do receptor NOP e do seu agonista enddogeno, a N/OFQ, especialmente nas
estruturas subcorticais do sistema limbico, o que sugere a participacdo do sistema N/OFQ-
receptor NOP na modulacdo das emocgdes, no processo de aprendizagem e memoria, na

regulacdo do eixo HPA, entre outros (DARLAND et al., 1998).

E= Adrenergic nuclei
Cholinergic nuclei
Dopaminergic nuclei

@ Serotoninergic nuclei

Figura 3 — Representacdo esquematica do padrao de expressao de RNAm para o receptor
NOP no sistema limbico de rato. Adaptado de MOLLEREAU e MOULEDOUS, 2000.
Abreviacdes: ABL, niicleo basolateral da amigdala; AD, niicleo anterodorsal do tdlamo; ACE,
nucleo central da amigdala; ACO, ntcleo cortical da amigdala; AME, nicleo medial da
amigdala; ARC, nucleo arqueado; BST, nucleo do leito da estria terminal; C, corpo caloso;
DG, giro denteado; HL, habénula lateral; HM, habénula medial; HPC, hipocampo; IP, nticleo
interpeduncular; LHA, 4rea hipotaldmica lateral; LS, septo lateral; MM, nlicleo mamilar
medial; MS, septo medial; NDB, ntcleo diagonal de Broca; PVN, nucleo paraventricular do
hipotalamo; SON, nucleo supra-6ptico; VHM, nucleo ventromedial do hipotalamo.
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B Adrenergic nuclei
Cholinergic nuclei
Dopaminergic nuclei

ﬂ Serotoninergic nuclei

Figura 4 — Representacdo esquematica do padrao de expressao de RNAm para o receptor
NOP no sistema aminérgico de rato. Os diferentes simbolos indicam os nucleos
noradrenérgicos (‘adrenergic nuclei’; barras horizontais), nicleos colinérgicos (‘cholinergic
nuclei’; tragos em diagonal), nucleos dopaminérgicos (‘dopaminergic nuclei’; linhas
onduladas) e nilicleos serotonérgicos (‘serotonergic nuclei’; linhas cruzadas). Adaptado de
MOLLEREAU e MOULEDOUS, 2000. Abrevia¢des: ARC, nticleo arqueado; BMN, nticleo
basal de Meynert; DR, dorsal da rafe; HM, habénula medial; LC, locus coeruleus; LRN,
nucleo lateral reticular; MS, septo medial; NDB, nucleo diagonal de Broca; NTS, nticleo do
trato solitario; POA, area pré-optica; PTN, nacleo tegmental pedunculopontino; RM, ntcleo
da rafe magno; RME, nucleo medial rafe; SN, substancia negra; VTA, area tegmental ventral;
ZI1, zona incerta.

Ligantes do receptor NOP

O receptor NOP possui como unico ligante endégeno a N/OFQ(1-17) e os seus
fragmentos, sendo que a minima fracdo que contém a mesma eficacia do peptideo integro ¢ a
N/OFQ(1-13). Porém, varios estudos de reducdo de aminoacidos foram realizados com o
intuito de identificar a menor fragdo ativa, mas a conclusdo mais importante foi que a redugao
de qualquer aminoacido da por¢do N-terminal leva a perda total de eficdcia. A partir destes
estudos, concluiu-se que os quatro primeiros aminoacidos da por¢do N-terminal (FGGF) sdo

fundamentais para a ativagdo do receptor. A N/OFQ ¢ um agonista seletivo para o receptor
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NOP, mas isso ndo ¢ muito comum entre os peptideos opidides, visto que os peptideos
opidides possuem baixa seletividade pelos seus receptores. A seletividade de acdo da N/OFQ
¢ claramente devido a fenilalanina (F) na posicdo 1 da por¢do N-terminal, sendo que os
opidides classicos possuem um residuo de tirosina (Y) nesta posicdo (para uma revisdo ver
ZAVERI, 2003).

A presenca de residuos cationicos de arginina e lisina (AK) nas porg¢des 8-9 e 12-
13 possui um papel funcional na mediacdo da interagcdo com o receptor NOP. Desta forma, em
2000, OKADA e colaboradores desenharam um agonista para este receptor, cuja molécula
base era a N/OFQ, com uma substituicdo dos aminoacidos das posi¢des 14-15 pela Arginina e
Lisina, respectivamente, criando a [Arg'®, Lys"’JN/OFQ, um agonista peptidico com uma
poténcia superior a da N/OFQ. Além disso, a amidagdo da por¢do C-terminal da N/OFQ
conferiu 2 molécula um aumento na estabilidade metabdlica, devido a diminuicdo da
susceptibilidade a degradacdo enzimatica, sem alterar a eficicia e a poténcia da N/OFQ-NH,,
comparada a N/OFQ enddgena. Juntos estes estudos serviram de base para o desenho de
antagonistas peptidicos seletivos e altamente potentes para o receptor NOP, como o
[Nphel [N/OFQ(1-13)-NH, e o [Nphe', Arg', Lys"”]N/OFQ(1-13)-NH,, este ltimo
denominado de UFP-101 (University of Ferrara Peptides-101; CALO et al., 2000; CALO et
al., 2002).

Apesar das semelhangas estruturais e funcionais do receptor NOP com os
receptores opidides classicos, o perfil farmacoldgico do receptor NOP ¢ bastante peculiar,
visto que ligantes peptidicos e ndo-peptidicos dos receptores opidides, incluindo a naloxona,
ndo possuem afinidade por este receptor. Por outro lado, poucos ligantes do receptor NOP de
natureza nao-peptidica foram sintetizados, especialmente com biodisponibilidade por via oral.
Através de sistemas otimizados de sinteses e screening foi descoberto o Ro64-6198, um
agonista total para o receptor NOP (JENCK et al., 2000), o J-113397 e o JTC-801, ambos
antagonistas do receptor da N/OFQ (KAWAMOTO et al., 1999; SHINKAI et al., 2000).

Mecanismos de transducio de sinal

Os mecanismos de transducdo ativados apos a estimulagdo do receptor NOP sao os
mesmos dos receptores opidides e envolvem a ativagdo de proteina Gi que inibe adenilato

. . . + . e e e~ . +2
ciclase, Gk que estimula os canais de K' e Gy que medeia a inibi¢do dos canais de Ca
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voltagem dependente. Devido a inibicdo da adenilato ciclase, a ativacdo do receptor NOP
diminui a formagio de AMPc, reduz a entrada de Ca™* na célula e, além disso, promove uma
hiperpolarizagio na membrana através da estimulagdo dos canais de K' (para uma revisdo ver
HAWES et al., 2000). Deste modo, a ativagdo do receptor NOP promove uma reducdo na
excitabilidade neuronal e na liberacdo de neurotransmissores semelhante aos peptideos
opidides. Estudos tém mostrado que a N/OFQ inibe a liberagdo de muitos neurotransmissores,
tais como o glutamato (NICOL et al, 1996), dopamina (MURPHY et al, 1996),
noradrenalina (SCHLICKER ef al, 1998), taquicininas (GIULIANI e MAGGI, 1996;
HELYES et al., 1997) e acetilcolina (NEAL et al., 1997, PATEL et al., 1997). Além disso, a
N/OFQ inibe a transmissdo glutamatérgica (FABER et al., 1996) e a GABAérgica (MEIS e
PAPE, 2001).

ACOES BIOLOGICAS DA NOCICEPTINA/ORFANINA FQ

Nocicepc¢ao

Muitas propriedades fisiologicas tém sido atribuidas a N/OFQ, sendo que a
primeira a ser relatada foi o envolvimento nos processos de nocicep¢do (MEUNIER, et al.,
1995). Em modelos nociceptivos, a N/OFQ possui efeitos controversos dependendo da via de
administracdo. A injecdo i.c.v. de N/OFQ induz atividade pro-nociceptiva, descrito pela
primeira vez juntamente com a identificagdo deste peptideo, em 1995 (MEUNIER, et al.,
1995; REINSCHEID, et al., 1995). Além disso, a inje¢do i.c.v. de N/OFQ reverte o efeito
analgésico da morfina e de outros agonistas opidides (BERTORELLI et al., 1999; CALO et
al., 1998; GRISEL et al., 1996; MOGIL et al., 1996; WANG et al., 1999). O envolvimento
do receptor NOP nos efeitos produzidos pela injecdo central de N/OFQ pode ser evidenciado
através da falta de atividade pro-nociceptiva induzida pela N/OFQ em camundongos knockout
para o receptor NOP (NISHI et al., 1997; NODA et al., 1998) e reforcado pela técnica de
antisense, pois peptideos antisense contra o receptor NOP previnem o efeito da N/OFQ
(TIAN et al., 1997; ZHU et al., 1997) e o efeito pro-nociceptivo da N/OFQ ¢ revertido pela
acdo de antagonistas do receptor NOP (CALO et al., 2000; CALO et al., 2002).
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Por outro lado, a injecdo i.t. de N/OFQ produz uma a¢do controversa. A maioria
dos estudos mostra que a inje¢do i.t. de N/OFQ induz um efeito antinociceptivo semelhante
aos opidides classicos (ERB et al., 1997; HAO et al., 1998; KING et al., 1997; KAMEI et al.,
1999; YAMAMOTO et al., 1997). Outros estudos, porém mostraram que, em doses muito
baixas (faixa de fmol), a N/OFQ induz um efeito hiperalgésico (SAKURADA et al., 1999;
INOUE et al., 1999), que ¢ mediado pelo receptor NOP, visto que animais knockout para o
receptor NOP ndo respondem a N/OFQ (INOUE et al., 1999).

A administracdo i.t. de antagonistas do receptor NOP ndo provocou alteracdo dos
parametros nociceptivos, porém reverteu a atividade hiperalgésica induzida pela bradicinina e
pela substancia P (INOUE et al., 2003). O mecanismo de a¢do do efeito nociceptivo da
inje¢do it. de N/OFQ ainda ndo ¢ conhecido, mas estudos apontam a participacdo da
substancia P, visto que o efeito da N/OFQ foi bloqueado em camundongos knockout para o
precursor da substincia P, apds a administragdo de antagonistas dos receptores NKI e,
também, depois do pré-tratamento com capsaicina (INOUE et al., 1999).

Perifericamente, a N/OFQ parece induzir uma a¢do analgésica, como mostrada
para camundongos (KOLESNIKOV e PASTERNAK, 1999) e macacos (KO et al., 2002),
sendo este efeito bloqueado por antagonistas NOP ou pelo uso de peptideo antisense contra o
receptor NOP (KO er al, 2002; KOLESNIKOV e PASTERNAK, 1999). Mas,
contrariamente, Inoue e colaboradores (1998) mostraram que a inje¢ao intraplantar (i.pl.) de
N/OFQ, em baixas doses, produz uma resposta pro-nociceptiva em camundongos. Além
disso, camundongos knockout para o receptor NOP apresentaram uma potenciagdo das
respostas nociceptivas apds a injecdo ipl. de substincia P quando comparados aos
camundongos wild-type (INOUE et al., 2003).

E importante salientar que camundongos knockout para o receptor NOP ndo
apresentam diferenca no limiar nociceptivo comparados com os camundongos wild-type
(BERTORELLI et al., 2002; NODA et al., 1998) e isto sugere que o sistema N/OFQ-receptor

NOP ndo possui papel crucial para o desenvolvimento de respostas nociceptivas.

Acoes em sistemas periféricos

A N/OFQ atua em diversos sistemas e Orgdos periféricos, tais como o renal, o

cardiovascular, o respiratorio e também sobre o reflexo mictorio (para uma revisdo ver CALO
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et al., 2000). No sistema respiratorio, a N/OFQ inibe a liberagdo de acetilcolina, de substancia
P e da calcitonina em preparacdes isoladas de traquéia e bronquio de cobaia e rato, este
peptideo também inibe a broncoconstricdo induzida por estimulacdo elétrica em cobaia
(FISCHER et al., 1998), sendo que o efeito induzido pela N/OFQ foi insensivel a naloxona,
porém foi bloqueado por um antagonista NOP, o [F/G]NC(1-13)NH, (para uma revisdo ver
PEISER et al., 2000). Esses dados corroboram a descoberta de novas drogas antitussigenas,
sem os efeitos colaterais dos opidides, porém com a mesma eficacia da codeina (McLEOD et
al., 2002).

A injecdo endovenosa de N/OFQ em ratos anestesiados induz bradicardia e
hipotensdio (CHAMPION e KADOWITZ, 1997; GIULIANI et al, 1997) e resultados
semelhantes foram obtidos com ratos conscientes (KAPUSTA et al, 1997) ¢ em
camundongos (MADEDDU et al., 1999), indicando que a anestesia ndo afeta o efeito
cardiovascular da N/OFQ e que estes efeitos ndo sdo restritos aos ratos. O efeito da N/OFQ no
sistema cardiovascular ndo foi modificado pela naloxona, mas, em ratos, este efeito foi
antagonizado pela [F/G]N/OFQ(1-13)NH,, antagonista do receptor NOP (BIGONI et al.,
1999), enquanto que em camundongos o [Nphe'[N/OFQ(1-13)NH,, outro antagonista NOP,
bloqueou o efeito da N/OFQ (MADEDDU et al., 1999; SALIS et al., 2000). Por outro lado, o
antagonista da N/OFQ ndo induz efeito per se, o que sugere a inexisténcia de atividade tonica
do sistema N/OFQ- receptor NOP sobre o sistema cardiovascular (para uma revisdo ver
MALINOWSKA et al., 2002).

A administra¢do intracerebroventricular de N/OFQ (2 - 10 nmol) produz os
mesmos efeitos cardiovasculares da injecdo periférica, ou seja, hipotensdo e bradicardia em
ratos (KAPUSTA e KENIGS, 1999; SHIRASAKA et al., 1999). Chu e colaboradores (1999)
mostraram que a inje¢do bilateral de N/OFQ (10 nmol) em neurdnios de um nucleo pontino
reduziu a pressdo arterial e os batimentos cardiacos de ratos anestesiados. Além disso, o
antagonista do receptor NOP quando injetado neste mesmo nucleo nao produziu mudanga nos
parametros cardiovasculares basais, mas inibiu a acdo da N/OFQ (CHU et al., 1999). Por
outro lado, Mao e Wang (2000) mostraram que a N/OFQ (0,2 nmol) elevou a pressao arterial
e os batimentos cardiacos de ratos anestesiados e, também, de ratos conscientes quando
injetados unilateralmente no nucleo do trato solitdrio, uma estrutura medular rica em fibras
sensoriais aferentes como baroreceptores e quimioreceptores.

No sistema renal, a inje¢do de N/OFQ via endovenosa (e.v.) ou i.c.v. induz
aumento na excre¢dao de agua e diminuicdo na excrecao de sodio urinario (KAPUSTA et al.,

1997), o que sugere que o efeito hipotensor da N/OFQ pode ser devido a modulagcdo do
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sistema cardiovascular e/ou ainda conseqiiéncia do efeito diurético induzido por este peptideo

(para uma revisdo ver KAPUSTA, 2000).

Acoes no sistema nervoso central

Em relagdo as acgdes centrais do sistema N/OFQ — receptor NOP, varios estudos
vém descrevendo a participagdo deste sistema na modulagdo da locomocdo, memdria,
ansiedade, ingestdo de alimentos, entre outros. Uma das primeiras observagdes
comportamentais relatadas para a N/OFQ foi a diminuicdo da atividade locomotora, apos a
inje¢do de altas doses (10 nmol) deste peptideo, que foi acompanhada por flacidez muscular e
ataxia (REINSCHEID et al., 1995). Em baixas doses (1-1000 ng), porém, a N/OFQ estimulou
a locomocao espontanea avaliada no campo aberto em camundongos (FLORIN ef al., 1996).
Por outro lado, animais knockout para o receptor NOP ndo apresentaram qualquer
modifica¢do da atividade locomotora apos a administragdo de N/OFQ 10 nmol, enfatizando o
papel do receptor NOP no desempenho da hipolocomoc¢do induzida por este peptideo. Além
disso, estes animais knockout ndo apresentaram alteracdo na linha de base da atividade
locomotora quando comparados com os wild-type, o que sugere que o sistema N/OFQ —
receptor NOP ndo ¢ um dos principais responsaveis pela regulacdo da locomog¢ao (NISHI et
al., 1997; NODA et al., 1998).

Estudos também tém mostrado que o sistema N/OFQ — receptor NOP reduz as
propriedades de reforco e recompensa induzidas pelas drogas de abuso, pois a administracao
i.c.v. aguda de N/OFQ aumentou a ingestdo de etanol, porém o tratamento cronico i.c.v. (7
dias) resultou em uma reducdo progressiva do consumo de etanol (CICCOCIOPPO et al.,
1999). A N/OFQ também prejudicou a aquisicdo de preferéncia por lugar (place preference)
induzida pela morfina em ratos (MURPHY et al., 1999) e em camundongos (SAKOORI e
MURPHY, 2003) e precipitou uma sindrome de abstinéncia a morfina em ratos (MALIN et
al., 2000). Um mecanismo de agdo provavel para estes efeitos ‘anti-recompensa’ induzidos
pela N/OFQ pode estar relacionado a inibi¢do da atividade estimulatoria induzida pelos
opidides na area mesolimbica, pois a injecao de N/OFQ na area tegmental ventral reduziu a
liberagdo de dopamina no nuacleo accumbens (MURPHY e MAIDMENT, 1999).

Corroborando esta hipdtese, hd um estudo de microdidlise in vivo mostrando que a N/OFQ
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inibe a liberacdo de dopamina no nucleo accumbens, em ratos tratados sistemicamente com
morfina (DI GIANNUARIO et al., 1999).

Outros estudos tém mostrado que a N/OFQ ndo foi efetiva em alterar a taxa de
auto-administracdo de heroina (WALKER et al., 1998) ou o desenvolvimento de crise de
abstinéncia a cocaina em ratos (NARAYANAN e MAIDMENT, 1999). No entanto, a
administracdo i.c.v. de N/OFQ suprimiu completamente a aquisi¢do de preferéncia por lugar
induzida pela metanfetamina em ratos, sendo este efeito bloqueado pelo pré-tratamento com o
antagonista NOP, [Nphe' IN/OFQ(1-13)NH, (ZHAO et al., 2003).

A N/OFQ parece ser um peptideo com marcada propriedade anti-opioide e, devido
a este fato, a N/OFQ parece estar relacionada com os fenomenos de tolerancia e dependéncia
(MOGIL, et al., 1996). Uma das teorias que procura explicar a tolerancia baseia-se no fato de
que a administracdo repetida de opidides provoca a liberacdo de peptideos anti-opidides no
sistema nervoso central, reduzindo a resposta analgésica (tolerdncia) e contribuindo para a
producdo de uma sindrome de abstinéncia (dependéncia), uma vez cessada a administra¢do do
opidide (ROTHMAN, 1992).

A primeira evidéncia que contribuiu para determinar a relacdo entre o sistema
N/OFQ — receptor NOP e os fenomenos de tolerancia e dependéncia, veio de estudos com
animais knockout para o receptor NOP, cujos camundongos apresentam uma redugdo parcial
do desenvolvimento de tolerdncia a morfina, ap6s 5 dias de tratamento repetido, enquanto que
os camundongos wild-type apresentaram redug¢do da resposta analgésica a morfina. Além
disso, a injecdo i.c.v. de SB-612111, um novo antagonista do receptor NOP, reverteu a
tolerancia a morfina no teste da placa quente, adquirida ap6s a administragdo repetida de
morfina (ZARATIN et al., 2003), mas o bloqueio do receptor NOP feito pela administragao
sistémica de J-113397, antagonista NOP, induziu reducdo parcial da tolerancia a morfina
(UEDA et al., 2000).

Em 1997, Sandin e colaboradores descreveram que injecdes de N/OFQ no
hipocampo prejudicaram o aprendizado espacial avaliado no labirinto aquatico de Morris.
Adicionalmente, estudos in vitro mostraram que a N/OFQ foi capaz de inibir a transmissao
sinaptica e a potenciacdo em longo prazo no hipocampo de rato (YU e XIE, 1998; YU et al.,
1997). Redrobe e colaboradores (2000) relataram que este prejuizo da memoria induzido pela
N/OFQ ¢ devido a ativagdo do receptor NOP, visto que o antagonista do receptor NOP
reverteu as acdes da N/OFQ. Aliado a estes dados, camundongos knockout para o receptor

NOP apresentam facilitagdo da potenciacdo em longo prazo na regido CAl do hipocampo e,
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comportamentalmente, estes animais apresentam memoria mais agucada, além de aprenderem
mais facilmente que os controles (MANABE et al., 1998).

Higgins e colaboradores (2002) relataram que os camundongos knockout para a
ppN/OFQ aprendem mais facilmente que os animais controles, porém quando injetados com
R064-6198, um agonista do receptor NOP, apresentam prejuizo na aquisicdo de memoria,
quando avaliados no labirinto aquatico de Morris. No entanto, recentemente, Sandin e
colaboradores (2004) relataram que a N/OFQ quando injetada no CA3 do hipocampo, em
doses menores que 1 nmol, melhora o desempenho de ratos no labirinto aquatico de Morris,
sendo este efeito bloqueado por um antagonista do receptor NOP.

Alguns estudos também relacionam o sistema N/OFQ-receptor NOP com a
ingestdo de alimentos. Em 1996, Pomonis e colaboradores publicaram que a N/OFQ
estimulou a ingestdo de alimentos em ratos saciados, e que esta acdo ocorre por um curto
periodo de tempo, além deste ser um efeito especifico para a ingestdo de alimentos, ndo
afetando o consumo de agua com sacarose (POLIDORI ez al., 2000 a, b). A N/OFQ também
induziu este efeito sobre a ingestdo de alimentos, apds a administracdo no nicleo accumbens e
no ventromedial do hipotdlamo (STRATFORD et al., 1997).

Este efeito hiperfagico da N/OFQ pode ser bloqueado pela co-injegdo de
antagonistas competitivos para o receptor NOP (POLIDORI et al., 2000b) e através do
antagonismo funcional induzido pela NST (OLSZEWSKI et al., 2000). A naloxona também
reverte o efeito da N/OFQ (LEVENTHAL et al., 1998; POMONIS et al., 1996),
provavelmente porque os receptores opidides estdo envolvidos no controle da ingestdo
alimentar e/ou afetam controles motivacionais ligados a ingestdo de alimentos (GLASS et al.,
1999; POLIDORI et al., 2000a). Assim como a administracdo de antagonistas dos receptores
i-, K- ¢ 8-opidides, o bloqueio do receptor NOP, induzido pelo uso de [Nphe'IN/OFQ(1-
13)NH,, inibiu a ingestdo de alimentos em ratos em jejum (GLASS et al., 1999; POLIDORI
et al., 2000b)

As evidéncias sugerem haver uma ligagdo entre a hiperfagia induzida pela N/OFQ
e a corticosterona, pois se sabe que a N/OFQ aumenta os niveis plasmaticos deste hormonio
(DEVINE et al., 2001). Animais adrenalectomizados tratados com N/OFQ ndo apresentam o
comportamento hiperfiagico e o tratamento com corticosterona restaurou o efeito da N/OFQ
nestes animais (NICHOLSON et al., 2002). Além disso, o Ro64-6198, agonista do receptor
NOP, aumentou a ingestdo de alimentos em ratos submetidos ao estresse de contencdo e
reverteu o efeito anoréxico induzido pelo CRF, mas ndo modificou a reducdo na ingestao

alimentar induzida pelo lipopolissacarideo da E. coli, enfatizando um efeito seletivo na
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inibicdo da agdo anoréxica. O receptor NOP estd também envolvido na mediagdo da
hiperfagia induzida pela N/OFQ, pois este efeito ¢ inibido pela administracdo de antagonistas

do receptor NOP (CICCOCIOPPO et al., 2002).

ESTRESSE, ANSIEDADE E DEPRESSAO

Apos a exposi¢dao prolongada a uma situagdo de estresse, o cérebro desenvolve
plasticidade adaptativa em seus neurotransmissores, bem como nos hormonios de agdo
sistémica que agem produzindo mudangas estruturais e funcionais no organismo (McEWEN,
2000). Vérios sistemas neuronais estdo envolvidos na adaptagdo do organismo ao estresse,
entre eles se destacam o sistema serotonérgico, o GABAérgico, o glutamatérgico, além do
noradrenérgico e alguns peptideos, sendo o CRH o principal deles, porém ¢ interessante
destacar também a vasopressina, oxitocina, colecistocinina, neuropeptideo Y e substancia P
(para revisdo ver CARRASCO e VAN DE KAR, 2003).

Assim como no estresse, 0s neuropeptideos também estdo envolvidos na
modula¢do da ansiedade e da depressdo experimental, como mostrado na tabela 1, podemos
ver o efeito de agonistas e antagonistas de varios sistemas peptidérgicos na ansiedade e na
depressdo, além do perfil comportamental de camundongos mutantes para um precursor

peptidico ou para um receptor especifico.

Tabela 1. O papel dos neuropeptideos e de seus receptores na ansiedade e na depressdo

experimental.
Peptideo Atividade do tipo Atividade do tipo Camundongos knockout
ansiolitica antidepressiva

Substiancia P Antagonistas NK1 e Antagonistas NK1 Camundongos KO para o
NK2 (TEIXEIRA et (KRAMER et al., receptor NK1 apresentam um
al., 1996) e agonistas 1998) perfil do tipo antidepressivo e

NK3 (RIBEIRO et nao apresentam alteragao
al., 1999) comportamental em modelos

de ansiedade
(RUPNIAK et al., 2001)

Neuropeptideo Y NPY e agonista Y1 NPY e agonista Y1 Camundongos KO para o

(NPY) (BROQUA et al., (REDROBE et al., NPY apresentam um perfil do
1995) 2002;STOGNER ¢ tipo ansiogé€nico
HOLMES, 2000) (BANNON et al., 2000)
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Colecistoquinina
(CCK)

Antagonista do
receptor CCK2
(REVEL et al., 1998)

Antagonista do
receptor CCK2, mas
ndo antagonista do

Camundongos KO para o
receptor CCK2 nao
apresentam alteragdo

receptor CCK1 comportamental em modelos
(HERNANDO et al., de ansiedade
1994) (DAUGE et al., 2001)
Hormonio de Antagonistas dos Antagonista do Camundongos KO para o
liberacao de receptores CRF(1) e receptor CRF(1) receptor CRF(1) apresentam
corticotrofina CRF(2) (MANSBACH et al., | um perfil do tipo ansiolitico
(CRH) (TAKAHASHLI, 1997) (CONTARINO et al., 1999)
2001; TAKAHASHI
et al., 2001)
Peptideos opidides | Elevada expressdo de Inibidor da Camundongos KO para a pre-
(receptores preproencefalina em encefalinase proencefalina apresentam um
opiodides) amigdala de ratos (KITA et al., 1997) perfil do tipo ansiogénico

- encefalinas (0)
- endorfinas (M)

(KANG et al., 1999)

Analogos da

Met-encefalina e
Leu- encefalina
(TEJEDOR-REAL et

(KONIG et al., 1996)

Camundongos KO para o

- dinorfinas (K) dinorfina (TSUDA et al., 1995) receptor & apresentam um
al., 1996) Agonistas do receptor | perfil do tipo ansiogénico e
0 (BROOM et al., depressivo e KO para o
2002) receptor [ apresentam um
Antagonistas do fenotipo oposto ao dos
receptor K MAGUE camundongos KO para o
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Abreviacdes: KO - knockout
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E interessante destacar, porém, que somente depois de 30 anos de muita pesquisa,
a primeira droga derivada de peptideos, um antagonista da substancia P, foi clinicamente
testada para o tratamento da depressdo maior. Este lento progresso, porém, das pesquisas com
peptideos ¢ parcialmente devido as dificuldades de sintese de agonistas e antagonistas destes
sistemas que sejam potentes e seletivos, além de capazes de atravessar a barreira
hematoencefalica (HOKFELT et al., 2003).

Em relagdo a N/OFQ, em 1997, Jenck e colaboradores mostraram que este
peptideo age como um ansiolitico, atenuando a inibicdo comportamental de animais
agudamente expostos a condi¢cdes estressantes/ansiogénicas. A administragdo i.c.v. de
N/OFQ, em doses baixas que variavam entre 0,1 ¢ 3 nmol, induziu efeito do tipo ansiolitico
em diversos paradigmas comportamentais em ratos, tais como caixa claro-escuro, LCE e
comportamento exploratério de um ambiente ndo-familiar, sugerindo que a N/OFQ possa agir
como um regulador endégeno da ansiedade aguda. Um perfil similar de agdo foi observado
com 0 Ro64-6198, um agonista do receptor NOP, de natureza nio-peptidica (JENCK et al.,
2000), destacando que as doses que induzem perfil ansiolitico de N/OFQ e Ro-64-6198 nao
alteram as fung¢des motora e cognitiva (HIGGINS et al., 2002; JENCK et al., 1997). Além
disso, quando o Ro64-6198 foi cronicamente administrado em ratos, nenhum sinal de
tolerancia ao efeito ansiolitico foi detectado apds 15 dias de tratamento didrio
(DAUTZENBERG et al., 2001).

No teste de confronto com um predador, camundongos tratados centralmente com
N/OFQ (0,3 - 3 nM / 5 pl) - o equivalente a 2 — 20 fmol — apresentaram claramente menos
respostas de defesa perante um rato, sugerindo um efeito do tipo ansiolitico também para
baixissimas doses de N/OFQ (GRIEBEL et al., 1999). Além disso, o estudo do efeito
ansiolitico induzido pela ativacdo do receptor NOP foi reforcado em animais knockout,
mostrando que camundongos mutantes para o gene da ppN/OFQ apresentam ansiedade
aumentada quando expostos a um ambiente novo — como o teste da caixa claro-escuro, o LCE
e o campo aberto - quando comparado aos animais controles (KOSTER et al., 1999). Por
outro lado, camundongos knockout para o receptor NOP ndo apresentam modificagdo
comportamental significativa quando avaliados no LCE (MAMIYA et al., 1998).

Contrarios, porém, ao efeito do tipo ansiolitico da N/OFQ, Fernandez e
colaboradores (2003) descreveram que a injecdo deste peptideo (1 — 1000 pmol) em ratos
aumentou o nimero de comportamentos relacionados a ansiedade em 3 modelos animais, o
teste da caixa claro-escuro, o LCE e o campo aberto, sugerindo efeito do tipo ansiogénico

induzido pela N/OFQ.
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Com relagdo a regulagdo do eixo HPA, o papel da N/OFQ também parece ser
contraditorio. Le Cudennec e colaboradores (2002) mostraram que camundongos injetados
centralmente com N/OFQ e N/OFQ(1-13)NH,, agonistas do receptor NOP, apresentaram
redu¢do do nivel plasmatico de corticosterona, medida 30 min apds o tratamento, quando
comparados com os animais controles. Por outro lado, Devine e colaboradores (2001)
descreveram aumento na concentracdo plasmatica de corticosterona e de hormodnio
adrenocorticotréfico em ratos apds a inje¢ao i.c.v. de N/OFQ e andlogos, incluindo a
N/OFQ(1-13)NH; e, também, apds a exposi¢do a um ambiente novo, sendo as medidas
realizadas em um intervalo de 15 e 30 min ap6s os tratamentos. No entanto, os camundongos
mutantes para a ppN/OFQ apresentam nivel plasmatico basal e pds-estresse de corticosterona
elevados quando comparados com os camundongos wild-type, o que sugere a participagcdo da
N/OFQ na regulagdo do eixo HPA e do estresse (KOSTER et al., 1999).

Virias evidéncias corroboram ao efeito do tipo ‘anti-estresse’ induzido pela
N/OFQ, sendo que camundongos mutantes para a ppN/OFQ exibiram prejuizo na adaptacdo
ao estresse repetido, avaliado através de mudancas nas medidas da analgesia induzida pelo
estresse, pois quando submetidos a natacao forcada por 3 dias consecutivos, os knockout para
a ppN/OFQ mostraram o mesmo perfil de resposta do primeiro dia, enquanto que os animais
controle se habituaram ao estresse (KOSTER et al., 1999). Além disso, camundongos com
deficiéncia na expressdo de N/OFQ apresentaram limiar basal de dor aumentado quando
mantidos em grupos. Esta diferenca na analgesia basal desapareceu quando os animais foram
alojados individualmente por 2 semanas, provavelmente porque os camundongos knockout
para a N/OFQ interpretam as interacdes sociais como eventos estressantes (KOSTER et al.,
1999; REINSCHEID e CIVELLI, 2002).

Com relagdo a depressdo pouco se sabe sobre a participagdo do sistema N/OFQ-
receptor NOP, em um estudo preliminar, Redrobe e colaboradores (2002) relataram os
primeiros dados comportamentais que mostram o envolvimento deste sistema na depressao.
Neste trabalho o tratamento com dois antagonistas seletivos do receptor NOP, o
[Nphe' IN/OFQ(1-13)NH, ¢ o J-113397, promovem agdo do tipo antidepressiva. A injegdo
i.c.v. de N/JOFQ e de naloxona, porém, ndo modificou o desempenho de camundongos
avaliados no teste da natacao forcada.

Como visto anteriormente, varios sistemas peptidérgicos participam da modulacdo da
ansiedade e da depressdo e, devido as vantagens apresentadas para os neuropeptideos em
relacdo aos neurotransmissores cldssicos, ¢ de grande interesse a descoberta de novos

farmacos que atuem nestes sistemas. Assim, o presente trabalho enfocou o estudo dos efeitos
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comportamentais de peptideos derivados da ppN/OFQ, em particular a N/OFQ e a NST, em

modelos animais de ansiedade e depressao.
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OBJETIVOS

Geral

O objetivo geral do presente trabalho foi estudar o efeito modulatério dos
peptideos derivados da ppN/OFQ, enfocando particularmente as agdes da N/OFQ e a NST,
em modelos experimentais de ansiedade e depressdo. Além disso, este estudo também avaliou
o mecanismo de acgdo destes peptideos na modulagdo da ansiedade e da depressdo

experimental.

Especificos

Para que o objetivo geral fosse alcangado, tornou-se necessario estabelecer alguns
objetivos intermedidrios, que foram delineados dando enfoque as duas principais agdes

bioldgicas avaliadas no presente estudo:

1) Ansiedade experimental:

— Determinar o efeito comportamental da N/OFQ, do antagonista do receptor NOP (UFP-
101), da NST e do seu fragmento C-terminal hexapeptidico (NST-C6) no teste do labirinto em
cruz elevado em camundongos;

— Avaliar a influéncia da N/OFQ na ag@o induzida pela NST-C6 no teste do labirinto em
cruz elevado, através da determinagdo do efeito da co-administragdo de N/OFQ ¢ NST-C6 em
camundongos;

— Verificar a participacdo do receptor NOP na a¢do induzida pela N/OFQ em camundongos

submetidos ao teste do labirinto em cruz elevado;
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— Estudar o envolvimento do sistema GABAérgico no efeito modulatério dos peptideos
N/OFQ e NST-C6 em um modelo animal de ansiedade, enfocando o antagonismo e o

sinergismo de acdes de ligantes de varios sitios do receptor GABAA.

2) Depressao experimental:

— Avaliar a acdo da NST-C6, N/OFQ e de antagonistas do receptor NOP, de natureza
peptidica como o UFP-101 e o [Nphe'IN/OFQ(1-13)NH, e ndo-peptidica como o JTC-801 em

camundongos submetidos ao teste da natagdo forcada;

— Estudar o efeito do UFP-101 em outro modelo utilizado para avaliar acdo antidepressiva
em camundongos, o teste de suspensdo da cauda, e em outra espécie animal, o rato, utilizando

o teste da natacdo forgada;

— Verificar a participagdo do receptor NOP na agdo induzida pelo UFP-101 em

camundongos submetidos ao teste da natagdo forcada e ao teste de suspensdo da cauda;

— Avaliar a performance comportamental de camundongos mutantes para o receptor NOP e
dos seus respectivos controles em dois modelos animais de depressdo, como no teste da

natacdo forcada e no teste de suspensdo da cauda;

— Determinar o efeito da injecdo de UFP-101 em animais knockout para o receptor NOP

submetidos ao teste da natacao forcada;
- Estudar a participac¢do do sistema monoaminérgico no mecanismo de a¢do do UFP-101 em

camundongos submetido ao teste da natacdo forcada, avaliando a influéncia da deplecdo das

monoaminas noradrenalina e serotonina no efeito induzido pelo UFP-101.

46



MATERIAL E METODOS

47



MATERIAL E METODOS

ANIMAIS

Para a realizacdo deste estudo foram utilizados camundongos Swiss machos e ratos
Wistar machos provenientes de duas fontes. No estudo da ansiedade, utilizamos camundongos
(25 — 30 g) criados no Biotério Central da Universidade Federal de Santa Catarina, sendo que
apos o desmame, os animais foram transferidos para o Biotério Setorial da Coordenadoria
Especial de Farmacologia, Centro de Ciéncias Biologicas, Universidade Federal de Santa
Catarina. No entanto, no minimo, 48 h antes dos testes comportamentais, os animais foram
transferidos para o Laboratério de Neurofarmacologia, onde os experimentos foram
realizados. No estudo da depressao, utilizamos camundongos (22 — 25 g) e ratos (200 — 250 g)
provenientes do fornecedor Morini (San Polo D’Enza, Emiglia Romagna, Italia). Com
aproximadamente 2 meses ¢ meio de idade, os animais foram comprados pela Universita di
Ferrara e mantidos no Biotério Setorial do Departamento de Medicina Clinica - Se¢do de
Farmacologia da Universita di Ferrara (Italia) por, pelo menos, uma semana, antes de serem
submetidos aos testes comportamentais.

Neste trabalho também foram usados camundongos CD1-C57BL/6 J-129 machos
wild-type e knockout para o receptor NOP, originarios da colonia do Prof. Hiroshi Takeshima,
Universidade de Toquio (para detalhes ver NISHI et al., 1997), que foram criados e mantidos
em um biotério isolados dos demais camundongos no Departamento de Medicina Clinica
(Universita di Ferrara — Itdlia). Todos os camundongos mutantes para o receptor NOP foram
genotipados utilizando a técnica de reagdo em cadeia da polimerase (PCR). Tanto no Brasil,
quanto na Italia, os camundongos e os ratos foram criados sob condicdes ambientais
controladas (12 h ciclo claro-escuro e a temperatura da sala era de 22 + 2 ° C), alojados em
caixas plasticas forradas com serragem e tiveram livre acesso a racdo e agua, exceto durante
0s experimentos.

As condi¢des dos animais utilizados neste estudo estdo de acordo com os
procedimentos aprovados pelo Comité de Etica para o uso de animais (CEUA #
23080.001156/2001-50) da Universidade Federal de Santa Catarina e pelo Comité de Etica
Italiano no uso de animais em pesquisa. Os experimentos foram realizados de acordo com um

Guia de Principios para o uso e cuidado dos animais recomendado pela Sociedade Brasileira
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de Neurociéncia e Comportamento (1992) e por legislagdes requeridas pela Comunidade
Européia, tais como as diretrizes do Communities Council (86/609/EEC) e as
regulamentacdes italianas (D.L. 116/92). A manipulacdo dos animais knockout seguiu os
acordos do Genetically Modified Organisms, proposto pela Comunidade Européia.

Para que o sofrimento dos animais utilizados fosse minimizado, procuramos
utilizar o tamanho de amostra minimo e adequado para a realizagdo da andlise estatistica,
além disso, apds a utilizacdo os animais foram rapidamente sacrificados em camara de éter
etilico. Cada animal foi utilizado apenas uma vez e os grupos experimentais consistiam de 8 a

12 camundongos e de 7 a 10 ratos.

DROGAS E SOLUCOES

As seguintes drogas e solu¢des foram administradas centralmente:
- PBS (‘physiological buffer solution’), Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, EUA), usado
como solucdo solvente das drogas e injetado i.c.v. nos grupos controle: NaCl 137 mM, KCl
1,17 mM e tampao fosfato 10 mM.
- Nocistatina-bovina (NST =Thr-Glu-Pro-Gly-Leu-Glu-Glu-Val-Gly-Glu-Ile-Glu-GIn-
Lys-GIn-Leu-Gln), Tocris Cookson LTD. (Bristol, UK).
- Fragmento C-terminal hexapeptidico da nocistatina (NST-C6 = Glu-GIn-Lys-GlIn-
Leu-GIn), American Peptide Company (Sunnyvale, CA, EUA).
- Nociceptina/Orfanina FQ (N/OFQ = Phe-Gly-Gly-Phe-Thr-Gly-Ala-Arg-Lys-Ser-
Ala-Arg-Lys-Leu-Ala-Asn-Gln), sintetizado por Dr. R. Guerrini, Departamento de Ciéncias
Farmacéuticas, Universita di Ferrara (Ferrara, Italia).
~ [Nphe',Arg",Lys"’ IN/OFQ-NH, (UFP-101), antagonista peptidico do receptor NOP,
sintetizado por Dr. R. Guerrini, Departamento de Ciéncias Farmacéuticas, Universita di
Ferrara (Ferrara, Italia; CALO et al., 2002).
— [Nphe'IN/OFQ(1-13)NH,, antagonista peptidico do receptor NOP, sintetizado por Dr. R.
Guerrini, Departamento de Ciéncias Farmacéuticas, Universita di Ferrara (Ferrara, Italia;
CALO et al., 2000).

Todas as drogas foram dissolvidas em tampao de fosfato (PBS), exceto a NST que

foi solubilizada em PBS contendo 5 % de NaHCO; (50:1). As solucdes-estoque foram
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armazenadas em tubos Eppendorf siliconizados e estocadas em freezer a temperatura de -
20°C, sendo que poucos minutos antes do uso estas solugdes foram diluidas para a

concentragdo desejada utilizando PBS.

As seguintes drogas e solu¢des foram injetadas intraperitonealmente:
- Diazepam (DZP), agonista do sitio benzodiazepinico, Sanofi Withrop Farmacéutica Ltda.
(Rio de Janeiro, RJ, Brasil).
— Flumazenil (FMZ), antagonista do sitio benzodiazepinico, F- Hoffmann — La Roche Ltd.
(Basiléia, Suica).
- Etil p-carbolina 3-carboxilato (B-CCE), agonista inverso do sitio benzodiazepinico,
Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, EUA).
— Cloridrato de pentilenotetrazol (PTZ), antagonista GABAA do sitio da picrotoxina,
Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, EUA).
— Imipramina (IMI), inibidor da recaptagdo de monoaminas, Sigma Chemical Co. (St.
Louis, MO, EUA).
— Desipramina (DMI), inibidor preferencial da recaptacdo de noradrenalina, Sigma
Chemical Co. (St. Louis, MO, EUA).
- Fluoxetina (FLX), inibidor seletivo da recaptacdo de serotonina, Tocris Cookson LTD.
(Bristol, UK).
— N-(2-cloroetil)-N-etil-2-bromobenzilamina (DSP-4), neurotoxina noradrenérgica, Sigma
Chemical Co. (St. Louis, MO, EUA).
— p-clorofenilalanina metil éster (PCPA), inibidor da sintese de serotonina, Sigma
Chemical Co. (St. Louis, MO, EUA).
- Cloridrato de xilazina, agente anestésico, Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, EUA).

- Cloridrato de ketamina, agente anestésico, Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, EUA).

As drogas administradas intraperitonealmente foram diluidas em solugdo
fisiologica de NaCl 0,9 %, este também foi utilizado como solugdo controle das injecdes
periféricas. Todas as drogas foram diluidas minutos antes do uso e foram descartadas apos o

término de cada sessdo experimental.
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PROCEDIMENTOS

Administracio central de drogas em camundongos

Todas as injegdes centrais em camundongos foram realizadas usando a técnica
free-hand (LAURSEN e BELKNAP, 1986). Para a realizagdo deste procedimento, os animais
foram ligeiramente anestesiados com éter etilico (apenas o suficiente para a perda do reflexo
postural) e uma agulha de 27 G foi ligada a uma seringa de Hamilton de 10 pl com o auxilio
de um tubo de polietileno (PE-20 STWL; Plastics One Inc., Virginia, USA). Para a
visualizag¢do do local da injecdo, criou-se imaginariamente um ponto formado pela interse¢ao
de uma linha que passa pela base anterior das orelhas do animal com a linha que divide a
calota craniana ao meio deslocando-se lateralmente cerca de 2 mm, sendo que neste ponto a
agulha foi perpendicularmente inserida a calota craniana do camundongo a uma profundidade
de 3 mm.

Cada animal recebeu apenas uma Unica inje¢do central, exceto o grupo de
camundongos tratados com NST ou NST-C6 e N/OFQ, que recebeu duas inje¢des, uma em
cada ventriculo lateral. Por outro lado, os camundongos tratados com a associagdo UFP-101 e
N/OFQ, receberam também apenas uma injecdo, sendo que a N/OFQ foi a primeira a ser
aspirada para dentro da canula de polietileno e, por ultimo, estava o antagonista NOP (UFP-
101) e para manté-los separados, aspirou-se uma microbolha de ar, deste modo, foi possivel
fazer a administracdo do antagonista antes do agonista, em uma unica inje¢do, sem haver
contato entre eles.

Ap0s a realizacdo dos testes experimentais, cada animal foi decapitado e o seu
cérebro examinado a fresco sob microscopia optica. Os camundongos cujo sitio de inje¢ao
estivesse fora dos ventriculos laterais foram descartados da analise estatistica (de 5 a 10 % do

total de camundongos testados).

Administracio central de drogas em ratos
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Os ratos foram anestesiados com xilazina (13 mg/kg, i.p.) e ketamina (87 mg/kg,
1.p.) e, apos verificada a perda total dos reflexos, procedeu-se a tricotomia da pelagem da
parte superior da cabe¢a do animal. Os ratos foram imobilizados individualmente em um
aparelho estereotéxico (Stoelting, mod. 300, EUA) e iniciou-se os procedimentos de assepsia
da 4rea a ser manipulada com alcool iodado. Com o auxilio de um bisturi, procedeu-se com a
realizacdo de um pequeno corte na parte superior da cabeg¢a do animal, para a abertura do
campo cirtrgico. Em seguida, raspou-se o periosteo, deixando a calota craniana exposta. O
cranio foi posicionado no aparelho estereotdxico de forma que o bregma e o lambda ficassem
situados num mesmo plano horizontal. A calota craniana foi perfurada com uma broca
odontoldgica para a fixagdo da canula e de dois parafusos de ago inoxidavel. Para o implante
da canula no ventriculo lateral foram obedecidas as coordenadas do atlas de Paxinos e Watson
(1986): 0,8 mm posterior ao bregma; 1,5 mm lateral e 2,5 mm abaixo da superficie do cranio.

Uma vez adaptados os parafusos e a canula, a area aberta foi preenchida com uma
camada de acrilico autopolimerizavel (JET Artigos Odontologicos Classico Ltda., Sdo Paulo,
Brasil). Decorridos alguns minutos apos a secagem total do acrilico, foi colocado um mandril
dentro da canula que so foi retirado no momento da infusdo da droga. A area de pele aberta
foi fechada com pontos cirurgicos, para minimizar o efeito lesivo decorrente da implantagao
da canula. Apos a cirurgia, cada animal foi colocado numa caixa para a recuperagio, aquecida
por uma lampada de 40 W, a fim de minimizar a hipotermia, conseqiiente a anestesia geral.
Posteriormente, os animais foram colocados aos pares em gaiolas providas de dgua e comida,
onde permaneceram por, em média, 5 dias até serem utilizados experimentalmente.

As canulas utilizadas para possibilitar as microinjeg¢des intracerebrais, implantadas
no ventriculo lateral dos ratos, foram confeccionadas em nosso laboratorio a partir de agulhas
descartaveis 25 x 7 mm (calibre 22 interno/28 externo). Com o auxilio de um paquimetro
(General Hardware MFG Inc., Nova lorque, EUA), as canulas foram medidas, para serem
cortadas no comprimento de 16,5 mm. Um mandril, feito de fio de aco (n° 26), foi adaptado
ao interior da canula para evitar a oclusdo das mesmas.

Ao final dos procedimentos experimentais, todos os ratos foram anestesiados com
¢éter e perfundidos intracardiacamente com solucdo salina (NaCl 0,9 %), seguido por solugdo
de formaldeido (10 %). Posteriormente, os animais foram decapitados e receberam uma
microinje¢do de Azul de Evans (2 pl). Os cérebros foram removidos e imediatamente fixados
em solucdo de formalina 10 % - sacarose 20 %, sendo posteriormente cortados no plano
frontal e os locais das inje¢des analisados com o uso de microscopia 6ptica. Todos os animais

que ndo apresentaram a localiza¢do correta das canulas foram descartados do estudo.
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Para administragdo das drogas, os ratos foram imobilizados manualmente e, com
um alicate, foi retirado o mandril adaptado a canula durante o ato cirargico. As drogas foram
infundidas através de uma agulha injetora conectada por um tubo de polietileno (PE-10
STWL; Plastics One Inc., Virginia, USA), a uma micro-seringa de Hamilton 701 N (10 pl).
As agulhas injetoras utilizadas foram confeccionadas a partir de agulhas gengivais
odontologicas, sendo estas 1,0 mm maiores que a canula. Em cada animal foi injetado um

volume de 2 pl, num periodo de 30 s, permanecendo a agulha na canula por mais 30 s.

Equipamentos e avaliacio comportamental

Avaliacdo experimental do possivel efeito ansiolitico/ansiogénico

Labirinto em cruz elevado

O LCE ¢ um modelo de ansiedade baseado na aversdo natural de roedores por
espagos abertos (LISTER, 1987). O aparelho consiste de dois bracos abertos (30 x 5 x 0,25
cm) e dois bragos fechados (30 x 5 x 15 cm), todos opostos entre si, em forma de cruz, ligados
por uma plataforma central (5 x 5 cm) e elevados a 45 cm do chdo. Os bragos abertos sdo
circundados por um anteparo (0,25 cm de altura) para evitar a queda dos animais. O LCE ¢
construido em acrilico, sendo que as paredes laterais foram confeccionadas em acrilico
transparente e o chdo em acrilico preto. Os testes realizados no LCE foram feitos em uma sala
com isolamento sonoro e pouco iluminada (luz vermelha de 15 W).

Os parametros comportamentais avaliados neste teste foram o nimero de entradas
e o tempo de permanéncia nos bracos abertos (EA e TA, respectivamente) e fechados (EF e
TF, respectivamente) do equipamento, sendo que o numero de entradas nos bragos fechados
foi utilizado como medida de avaliacao da atividade locomotora (para uma revisdo ver FILE,
2001). A entrada em um dos bragos s6 foi considerada quando o animal colocou as quatro
patas dentro do respectivo braco. O numero total de entradas e o tempo total gasto foi obtido
pela soma do nimero de entradas e pelo tempo de permanéncia nos bragos abertos e fechados

do labirinto.
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Para a andlise estatistica dos dados e confeccdo dos graficos, a porcentagem de
entradas dos bragos abertos foi calculada dividindo-se o nimero de entradas nos bragos
abertos pelo nimero total de entradas e este indice foi multiplicado por 100 ([EA/EA + EF] x
100). O percentual de tempo foi calculado de maneira semelhante: o tempo gasto nos bragos
abertos foi dividido pela somatéria do tempo de permanéncia em ambos os bragos € o
quociente obtido foi multiplicado por 100 ([TA/TA + TF] x 100). Os percentuais de tempo de
permanéncia e do numero de entradas nos bragos abertos foram os parametros adotados para
detectar modificagdes na ansiedade, que, acredita-se, refletir a inibi¢do induzida pelo medo de
entrar nos bragos abertos e, deste modo, pode estar relacionado com o nivel de ‘ansiedade’
experienciado pelo animal (RODGERS e DALVI, 1997). De maneira geral, substincias
ansioliticas como os benzodiazepinicos, aumentam o tempo de permanéncia e/ou o0 nimero
de entradas nos bragos abertos e o contrario ¢ verdadeiro para substancias com efeito do tipo
ansiogénico, como o pentilenotatrazol e as B-carbolinas (LISTER, 1987; RODGERS et al.,
1995).

Foram registradas, também, no LCE medidas etologicas de avaliagdo, como o
numero de comportamentos de auto-limpeza, o nimero de imersdes de cabega, nimero de
estiramentos corporais, medidas estas relacionadas com o comportamento de avaliacdo de
risco (RODGERS et al., 1997). Rodgers e colaboradores (1999) mostraram haver uma
correlagdo entre o nimero de estiramentos corporais € a elevacao dos niveis de corticosterona
plasmatica no teste do labirinto em cruz elevado, fato este interessante pois relaciona um
comportamento de avaliacdo de risco com a exposicao a uma situagdo aversiva. Todos estes
parametros foram registrados durante um periodo de 5 min apds os diferentes tratamentos,
como especificado adiante.

Os procedimentos realizados no LCE, ocorreram no periodo vespertino entre 13:00
e 17:00 h e, antecedendo os experimentos, os animais foram ambientalizados as condi¢des
experimentais em uma ante-sala do laboratorio por um periodo de, no minimo, 1 h. As sessdes
experimentais foram realizadas em ambiente com temperatura controlada (23 + 2° C) e foram
gravadas por um VCR Philco PVC-4H10 conectado a uma camara de video localizada a 2 m
do chdo para serem, posteriormente, analisados. Apos a avaliagdo comportamental de cada
animal, o aparelho foi limpo com solu¢do de etanol a 10 %. E importante ressaltar que o

experimentador ndo permanecia na sala durante a realizagdo dos testes experimentais.

Teste do rota-rod
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A coordenagdo motora dos animais foi avaliada no teste do rota-rod, desenvolvido
originalmente por Dunham e Miya (1957). O aparelho consiste de um cilindro horizontal de
2,5 cm de diametro, colocado a 40 cm de altura e girando, com o auxilio de um motor
elétrico, a 12 r.p.m.. Apds o teste do LCE, os camundongos foram colocados na barra
giratoria do aparelho por 1 min, onde foi registrado o nimero de quedas e o tempo de

permanéncia (em s) na barra.

Avaliagdo da temperatura retal

A avaliag@o da temperatura retal ocorreu imediatamente antes do tratamento i.c.v.
da droga (TO) e apo6s a realizagdo do teste do rota-rod (T1), com a utilizacgdo de um
termometro digital. Os camundongos foram imobilizados manualmente para a inser¢do anal
do probe do termdmetro, em cerca de 3 cm, seguindo a realizacdo de 3 leituras da temperatura
corpdrea do animal, respeitando um intervalo de 1 min entre cada uma elas. A partir das 3
leituras obteve-se as médias de TO e T1 que foram utilizadas para calcular a diferenca de
temperatura antes e apos o tratamento (AT=T1 — TO0) para cada animal. Para fins estatisticos e

para a construcao de tabelas foram utilizadas as médias dos valores de AT expressos em ° C.

Avaliacdo experimental do possivel efeito antidepressivo

Natagdo for¢ada para camundongos

O teste da natagdo forcada foi realizado em um cilindro de polietileno, medindo
18,5 cm de altura € 12,5 cm de didmetro e contendo 13,5 cm de dgua a temperatura de 25 + 1°
C. Os camundongos foram submetidos a uma sessao prévia de nado forcado por 15 min, 24 h
antes do teste, sendo que o tratamento foi feito 5 min antes da re-submissdo dos animais ao
teste da natacdo forcada. O tempo que cada animal permaneceu imdvel (tempo de
imobilidade), durante os 5 min de teste, foi registrado, sendo que os animais eram
considerados imoveis quando cessavam de nadar e permaneciam flutuando, fazendo apenas os
movimentos necessarios para manter a cabe¢a acima da linha da dgua (PORSOLT et al.,
1977).

O tempo de imobilidade ¢ considerado um comportamento que reflete a falta de
persisténcia na fuga a uma situagdo aversiva e ¢ também chamado de desespero

comportamental (PORSOLT et al., 1977). Farmacos antidepressivos, como a imipramina e a
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desipramina, atuam seletivamente reduzindo o tempo de imobilidade de camundongos
submetidos ao TNF (PORSOLT et al., 1977).

Ap0s serem avaliados no TNF os camundongos foram secos com toalhas de papel
e mantidos, por cerca de 30 min, em uma caixa aquecida com uma lampada de 40 W, sendo
posteriormente recolocados nas suas gaiolas. Além disso, ¢ interessante destacar que as

sessoes experimentais foram realizadas entre 9:00 e 12:00 h.

Teste de suspensdo pela cauda

O teste da suspensao pela cauda (TSC) foi realizado de acordo com a descri¢ao de
Stéru e colaboradores (1985). Os camundongos foram presos com uma fita adesiva a 1 cm da
ponta da cauda, a 50 cm do chido, distante, pelo menos, 30 cm de possiveis objetos que o
circundavam. O teste foi realizado em uma sala acusticamente isolada e com baixa
luminosidade e a quantidade de tempo que o animal permaneceu imével durante os 5 min em
que ficou suspenso foi registrado (em s) como tempo de imobilidade. Algumas linhagens de
camundongos, incluindo os Swiss, exibem tempo de imobilidade bastante baixo quando
submetidos ao TSC (RIPOLL et al., 2003) e, para aumentar o tempo de imobilidade dos
camundongos submetidos ao TSC, estes foram previamente suspensos pela cauda (24 h antes)
por 5 min seguindo os mesmos procedimentos descritos para o teste.

O tempo de imobilidade medido neste teste comportamental, assim como no teste
da natacdo forgada, avalia o desespero comportamental, que reflete um estado de ‘depressao’,
sensivel ao tratamento com antidepressivos, como a imipramina e a desipramina (STERU et
al., 1985).

Os camundongos foram submetidos individualmente ao TSC 5 min apds o
tratamento ic.v. e 30 min apds as injegdes intra-peritoneais, sendo que as sessdes

experimentais foram realizadas no periodo vespertino, entre 15:00 e 17:00 h.
Caixa automdatica para avalia¢do da atividade locomotora de camundongos

Em um grupo separado de experimentos, objetivando descartar drogas que
poderiam estar alterando a locomog¢@o dos animais avaliados no TNF e no TSC (BOURIN et

al., 2001), averiguou-se a atividade locomotora espontanea de camundongos tratados com as

mesmas drogas testadas no TNF e no TSC. Cinco minutos apds o tratamento i.c.v., 0S
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camundongos foram colocados nas caixas de atividade automatica (Ugo Basile, Itdlia) e foram
avaliados por um periodo de 10 min.

As caixas medem 20 cm de largura, 30 cm de comprimento e 25 cm de altura,
sendo que as paredes e o tampo sdo confeccionados em acrilico transparente, enquanto que o
chdo, ¢ semelhante a uma grelha, feito por barras de aco inoxidavel, que com a movimentagao
do animal, enviam informagdes elétricas para o aparelho leitor, que transforma estas
informagdes em pulsos.

Os experimentos foram realizados entre 9:00 e 12:00 h em ambiente tranqiiilo e
pouco iluminado. Apos a medida da atividade locomotora de cada animal as caixas eram
limpas com agua e secas para a continuidade do experimento. A niimero de pulsos expresso
pelo aparelho leitor em um periodo de 10 min foi utilizado para a confeccdo das médias e

realizagdo de testes estatisticos para cada grupo de animal.

Natagao for¢ada para ratos

O teste da natagdo forcada consiste em colocar os ratos, individualmente, em um
cilindro de acrilico de 46 cm de altura e 20 cm de didmetro, com 30 cm de dgua a temperatura
de 24-26° C, por 15 min (pré-teste), sendo que, 24 h mais tarde, estes ratos foram re-
submetidos ao teste, mas desta vez, por apenas 5 min.

Porsolt e colaboradores (PORSOLT et al., 1978) mostraram que quando os ratos
sdo colocados no cilindro com &4gua pela primeira vez (por um periodo de 15 min),
permanecem mais tempo nadando e atingem um platd — média de 80 % de imobilidade por
minuto — em cerca de 7 min. Além disso, foi relatado que uma tnica exposi¢do de 15 min ¢
suficiente para produzir um nivel relativamente consistente de imobilidade no teste
subsequente, sendo que a re-submissdo do rato ao cilindro com agua reproduz de maneira
resumida o comportamento da primeira sessdo (pré-teste), porém alcancando o platdo de
imobilidade ja no terceiro minuto do teste (PORSOLT et al., 1978).

Trés parametros comportamentais, previamente mostrados serem replicaveis e
validados para a detec¢do de drogas de efeito antidepressivo, foram utilizados no teste da
natacdo forcada, apenas no segundo dia de teste (5 min) e os pardmetros foram registrados
cumulativamente (DETKE et al., 1995) e sao eles: (1) tempo de imobilidade, ou seja, o tempo
que o animal permaneceu flutuando, fazendo apenas os movimentos necessarios para manter a
cabeca acima da agua; (2) tempo de natacdo, que ¢ quando o animal se movimenta ativamente

e gira ao redor do cilindro e (3) tempo de escalada, que ¢ o registro do tempo que o rato tenta
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escalar as paredes do cilindro utilizando-se das patas dianteiras. (PORSOLT et al., 1978) e
colaboradores mostraram que fArmacos antidepressivos reduzem o tempo de imobilidade de
ratos no TNF, mas um outro estudo propés que um aumento na neurotransmissao
noradrenérgica pode mediar o comportamento de escalada, pois inibidores da recaptagdo de
noradrenalina (ex.: desipramina), elevam o tempo despendido em escalar as paredes do
cilindro, enquanto que um aumento na neurotransmissdo serotonérgica estaria relacionado
com o tempo de natacdo, sendo que no tratamento com fluoxetina, ocorre elevacdo do tempo
de natagdo dos ratos submetidos ao TNF (DETKE et al., 1995).

O teste da natacdo forgada ocorreu 5 min apos o tratamento intracerebroventricular
e 30 min apos a injecdo intraperitoneal, além disso, os procedimentos experimentais foram
realizados sempre no periodo matutino, entre 9:00 e 12:00 h. No final de avaliagdo
comportamental de cada animal (primeiro e segundo dia), a 4gua do cilindro foi substituida
completamente e os animais foram removidos do cilindro, foram secos em toalhas de papel e
colocados em caixas aquecidas com uma lampada de 40 W para descansar por, pelo menos,

30 min, sendo posteriormente recolocados em suas caixas plasticas.

Arena para avaliagdo da atividade locomotora de ratos

Em outra série de experimentos, objetivando avaliar os possiveis efeitos na
atividade locomotora espontidnea dos ratos, utilizou-se a arena (60 x 60 x 35 cm). Este
equipamento foi construido em acrilico, sendo o chao de cor preta e dividido em 9 quadrados
(20 x 20 cm), enquanto que as paredes sdo transparentes. Cinco minutos apos a inje¢ao i.c.v. o
rato foi colocado no centro da arena e a movimentagdo espontdnea do animal foi avaliada
através do numero de cruzamentos, com as quatro patas, entre as divisdes do campo. O
experimento foi realizado sob luz vermelha de 15 W, entre 9:00 e 12:00 h e o equipamento foi

limpo com solucdo de etanol (10 %) apos a avaliacdo de cada animal.

Protocolo experimental

O presente trabalho consistiu de duas etapas distintas, na etapa A o enfoque foi

dado para o estudo da participacdo dos peptideos NST, N/OFQ e seus derivados na
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modulagdo da ansiedade experimental, enquanto que na etapa B objetivou-se determinar o
envolvimento destes peptideos na depressao experimental.

Para alcancar a meta proposta na etapa A, dividiu-se esta etapa em 3 fases.
Primeiramente, na fase 1 avaliou-se o efeito da injecdo i.c.v. de N/OFQ (0,1 — 3000 pmol),
NST (0,01 - 100 pmol), NST-C6 (0,001 — 1000 pmol) e UFP-101 (0,01 — 10 nmol) em
camundongos submetidos ao LCE e ao teste do rota-rod (Esquema la e 1b), sendo que os
animais que receberam o tratamento com N/OFQ, NST e NST-C6 foram também submetidos
a avaliacdo da temperatura retal (Esquema la), imediatamente antes do tratamento central e
apos o teste do rota-rod. Outros animais receberam inje¢des centrais de DZP (7 nmol) ou PTZ
(200 nmol), como substincia de referéncia do efeito ansiolitico e ansiogénico,
respectivamente, 15 min antes do LCE. Além disso, visando verificar a evolugdo temporal do
efeito da N/OFQ, NST e NST-C6 no modelo de ansiedade, submeteu-se os animais 5, 15 e 30

min apds a inje¢do i.c.v. no LCE (Esquema 1c).

ESQUEMA 1
Procedimento experimental — Etapa A
Fase 1
a) Temperatura retal b) Injecdo i.c.v. de
(TO) UFP-101 (0,01 — 10 nmol)
5 min
Injecdo i.c.v. de .
N/OFQ (0,1 — 3000 pmol) Labirinto esm cruz elevado
NST (0,01 — 100 pmol) (5 min)
NST-C6 ( 0,001- 1000 pmol)
5 min Rota-rod
Labirinto em cruz elevado I min
(5 min)
¢)

Injecdo i.c.v. de

Rota-rod N ST ot
ot NST (1 pmol)
min NST-C6 (0,1 pmol)

5,15e30 min

(T1)

Temperatura retal |

(5 min)

Labirinto em cruz elevado |
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Por outro lado, na fase 2 com o intuito de determinar a interagdo entre a atividade
dos peptideos NST e NST-C6 na resposta induzida pela N/OFQ, avaliou-se o efeito do pré-
tratamento com NST (1 pmol) e NST-C6 (0,1 pmol) 5 min antes do tratamento com N/OFQ
(10 pmol) em camundongos submetidos ao LCE (Esquema 2a). Além disso, objetivando
estudar a participagdo do receptor NOP na atividade da N/OFQ em um modelo de ansiedade,
avaliou-se o efeito de um tratamento unico com N/OFQ e UFP-101, nas doses de 10 pmol e
100 pmol, respectivamente, em camundongos submetidos 5 min apos a injecdo central ao

LCE (Esquema 2b).

ESQUEMA 2
Procedimento experimental — Etapa A
Fase 2
a)
Injecdo i.c.v. de
NST (1 pmol) ou NST-C6 (0,1 pmol)
5 min
Injecdo i.c.v. de
N/OFQ (10 pmol)
5 min
Labirinto em cruz elevado
(5 min)
b) .
Injecdo i.c.v. de
N/OFQ (10 pmol) e UFP-101 (100 pmol)

5 min

Labirinto em cruz elevado
(5 min)
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Na fase 3, porém, em prol de estudar o mecanismo de acao da N/OFQ e da NST na
modulacdo da ansiedade experimental, avaliamos a participagdo do sistema GABAérgico na
atividade destes peptideos no LCE em camundongos. Iniciou-se com o estudo do efeito do
pré-tratamento i.p. com PTZ (20 mg/kg), B-CCE (5 mg/kg) e FMZ (1 mg/kg) 15 min antes da
administracdo central de N/OFQ (10 pmol) realizado a 5 min do teste do LCE (Esquema 3a).
Com relacao a NST, foram averiguados os efeitos comportamentais do pré-tratamento i.p.
com PTZ (20 mg/kg), DZP (0,25 mg/kg) e FMZ (1 mg/kg) 15 min antes da inje¢do i.c.v. de
NST-C6 (0,1 ou 0,01 pmol) em camundongos submetidos ao LCE (Esquema 3b).

ESQUEMA 3
Procedimento experimental — Etapa A

Fase 3

Injecdo i.p. de
PTZ (20 mg/kg), FMZ (1 mg/kg) ou B-CCE (5 mg/kg)

15 min

Injecdo i.c.v. de
N/OFQ (10 pmol)

| 5 min

Labirinto em cruz elevado
(5 min)

b)

Injecdo i.p. de
DZP (0,25 mg/kg), FMZ (1 mg/kg) ou PTZ (20 mg/kg)

15 min

Injecdo i.c.v. de
NST-C6 (0,1 ou 0,01 pmol)

5 min

Labirinto em cruz elevado
(5 min)
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Na etapa B, estudou-se o envolvimento dos peptideos N/OFQ, NST e seus
derivados na modulagdo da depressdo experimental, dividindo-se esta etapa, também, em 3
fases. A fase 1 caracterizou-se pela realizagdo de screenings de peptideos relacionados a
N/OFQ e NST em um modelo utilizado para avaliagdo de atividade antidepressiva. Deste
modo, estudou-se o efeito da injecdo i.c.v. de N/OFQ (0,1 — 1000 pmol), NST-C6 (0,001 —
1000 pmol), [Nphe'] N/OFQ(1-13)NH, (3 — 30 nmol) ¢ UFP-101 (I — 10 nmol) em
camundongos injetados 5 min antes da avaliagdo no TNF (Esquema 4a), enquanto que em
uma outra séric de experimentos, determinou-se o efeito do UFP-101 (I — 10 nmol) na
atividade locomotora de camundongos tratados 5 min antes de serem colocados na caixa de
atividade automatica (Esquema 4b).

Prosseguiu-se com o estudo, averiguando a participacdo dos receptores NOP na
resposta do UFP-101, através da avaliacdo do efeito induzido pelo tratamento de UFP-101 (10
e 3 nmol) associado a N/OFQ (1 nmol) em camundongos submetidos ao TNF (Esquema 4c).

Ainda na fase 1 da etapa B, estudamos o comportamento espontaneo de
camundongos knockout para o receptor NOP e seus respectivos controles no TNF. Apds uma
semana, os mesmos camundongos foram submetidos a caixa de atividade automatica, visando
determinar a atividade locomotora espontanea dos camundongos knockout e wild-type para o
receptor NOP. Ainda no TNF, avaliamos o efeito do tratamento com UFP-101 (10 nmol) em

mutantes e ndo mutantes para o receptor NOP, 5 min ap0s a inje¢ao i.c.v. (Esquema 4d).

ESQUEMA 4
Procedimento experimental — Etapa B

Fase 1

Preé-teste
Nado for¢ado (15 min)

24 h

Injecdo i.c.v. de
N/OFQ (0,01 - 1 nmol)
NST-C6 (0,001 — 1000 pmol)
[NPhe'IN/OFQ (1-13)NH; (3 — 30 nmol)
UFP-101 (1 — 10 nmol)

5 min

Teste da natacao forcada
(5 min)
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c
b) Tnjecio i.c.v. de ) Camundongos NOP " ¢ NOP **
UFP-101 (1 - 10 nmol) Pré-teste
Nado for¢ado (15 min)
5 min
24 h
Caixa automatica de atividade
(10 min) Teste da natacao forcada
(5 min)
d)
Pré-teste
Nado forg¢ado (15 min)
24 h
Injecdo i.c.v. de
UFP-101 (3 e 10 nmol) e N/OFQ (1nmol)

5 min

Teste da natacao forcada
(5 min)

Na fase 2, objetivou-se estudar o efeito do UFP-101 em outro teste
comportamental utilizado para avaliar a atividade de drogas antidepressivas, o teste de
suspensdo pela cauda em camundongos. Além disso, testou-se o efeito do UFP-101 em outra
espécie de roedor, o rato, utilizando o modelo de natacdo forgada.

Primeiramente, padronizou-se o TSC com antidepressivos cldssicos, como a
imipramina (15 mg/kg), a fluoxetina (30 mg/kg) e a desipramina (30 mg/kg), injetados 30 min
antes da avaliagdo experimental. Prosseguiu-se com o estudo do efeito da inje¢do i.c.v. de
N/OFQ (0,01 - 1 nmol) e UFP-101 (1 — 10 nmol) 5 min antes do TSC em camundongos
(Esquema 5a). Avaliou-se a participacdo do receptor NOP na resposta induzido por UFP-101
através do efeito da co-injecdo de N/OFQ (1 nmol), agonista endogeno do receptor NOP, e
UFP-101 (10 nmol) em camundongos no TSC (Esquema 5b). Além disso, estudou-se o
comportamento espontaneo de camundongos mutantes para o receptor NOP e dos seus
respectivos controles no TSC (Esquema 5c¢).

O teste da natacdo forcada para ratos foi padronizado com a desipramina (30
mg/kg) injetada i.p. 30 min antes da avaliagdo comportamental. Seguiu-se com o estudo do
efeito do UFP-101 (3 e 10 nmol) injetado no ventriculo lateral de ratos 5 min antes do TNF.

Em outra série de experimentos, averiguou-se o efeito do UFP-101 (10 nmol)
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intracerebroventricularmente

submetidos a arena (Esquema 5d).

b)

injetado na atividade locomotora espontanea de ratos

ESQUEMA 5

Procedimento experimental — Etapa B

Fase 2

Pré-teste
Suspensao pela cauda (5 min)

24 h

Injecdo i.c.v. de
N/OFQ (0,01 - 1 nmol)
UFP-101 (1 - 10 nmol)

5 min

Teste de suspensao pela cauda
(5 min)

Suspensao pela cauda (5 min)

Pré-teste |

24 h

c)

Pré-teste
Suspensao pela cauda (5 min)

24 h

Injecdo i.c.v. de
UFP-101 (10 nmol) e N/OFQ (1 nmol)

Camundongos NOP " ¢ NOP **
Teste de suspensao pela cauda
(5 min)

5 min

(5 min)

Teste de suspensao pela cauda |

d)

Pré-teste
Nado for¢ado para ratos (15 min)

24 h

Injecao

UFP-101 (3 e 10 nmol)

1.c.v. de |

5 min

Teste da natagdo forgada
(5 min)
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Por outro lado, na fase 3, realizou-se testes preliminares que visavam o estudo da
participagdo de monoaminas na atividade antidepressiva induzida pelo UFP-101.
Primeiramente, objetivando avaliar o envolvimento da noradrenalina, utilizou-se o DSP-4
(JAIM-ETCHEVERRY e ZIEHER, 1980), uma neurotoxina noradrenérgica, que foi
administrada em uma Unica dose de 50 mg/kg, i.p., 7 dias antes do tratamento com UFP-101
(10 nmol) em camundongos submetidos ao TNF, e para evitar a lesdo dos neurdnios
serotonérgicos, 30 min antes da inje¢do de DSP-4 foi realizada o tratamento com fluoxetina
(10 mg/kg, i.p.; JONSSON ef al., 1981). Para determinar a seletividade de resposta do DSP-4,
no dia do teste camundongos foram tratados com os antidepressivos desipramina (30 mg/kg,
i.p.) e fluoxetina (30 mg/kg, i.p.), que atuam inibindo a recaptacdo seletiva de noradrenalina e
serotonina, respectivamente (Esquema 6a).

No entanto, para a avaliacdo da participacdo do sistema serotonérgico na resposta
do UFP-101, os camundongos foram tratados uma vez por dia, durante 4 dias consecutivos
com PCPA, um inibidor da sintese de serotonina (SANDERS-BUSH et al., 1972), sendo que
no dia do teste, os animais foram injetados com o PCPA 40 min antes do tratamento i.c.v. de
UFP-101 e, ap6s 5 min, foram submetidos ao TNF. Do mesmo modo que no tratamento com
o DSP-4, objetivando determinar a seletividade da acdo do PCPA, no dia do teste
camundongos foram injetados com desipramina (30 mg/kg, i.p.) e fluoxetina (30 mg/kg, i.p.),
30 min antes da avaliagdo comportamental no TNF (Esquema 6b).

E importante destacar que os animais controle foram sempre tratados somente com
o veiculo PBS, para as inje¢des i.c.v., e solugdo fisiolégica de NaCl 0,9 %, para os

tratamentos 1.p., e testados em paralelo com os animais tratados com drogas.

65



ESQUEMA 6

Procedimento experimental — Etapa B

Fase 3
b)
Inpg:ﬁo Lp. de Injegdo i.p. de
fluoxetina (10 mg/kg) PCPA (100 mg/kg)
30 min (1 x ao dia)| 4 dias consecutivos
Injecdo i.p. de Pré-teste
DSP-4 (50 mg/kg) Nado for¢ado (15 min)
6 dias 24 h
Pré-teste Injecdo i.c.v. de
Nado for¢ado (15 min) UFP-101 (10 nmol)
24 h 5 min
Injecdo i.c.v. de Teste da natagdo forgada
UFP-101 (10 nmol) (5 min)
5 min

Teste da natagdo forgada
(5 min)
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ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos com a realizagdo dos protocolos experimentais foram
analisados pelo software Graphpad INSTAT (versdao 2.05) e STATISTICA (versdo 6,0). Os
dados foram inicialmente submetidos ao teste de Bartlett para a verificagdo da
homogeneidade das varidncias e na ocorréncia de valores ndo homogéneos (p<0,05), estes
foram transformados pelo logaritmo, com o objetivo de homogeneizar a amostra ou foi
utilizado um teste ndo paramétrico. Todos os dados apresentados em tabelas ou na forma de
graficos foram expressos como média + E.P.M.

No caso de 3 ou mais amostras, os dados foram submetidos ao teste de analise da
variancia (ANOVA) de uma via, quando havia apenas uma varidvel independente, e ANOVA
de duas vias, para duas varidveis independentes. Caso as diferencas entre os grupos fossem
consideradas significantes, aceitando p<0,05 como o nivel de significincia aceitdvel, aplicou-
se o teste post-hoc de Dunnett (precedido da ANOVA de uma via) e Duncan (para os casos
em que foi realizada a ANOVA de duas vias) para determinar a diferenga estatistica entre os
grupos. Nos casos, porém, de apenas 2 amostras foi utilizado o teste ¢ de Student ndo-pareado

bicaudal, conforme indicado nas legendas das figuras.
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RESULTADOS

PARTICIPACAO DO SISTEMA N/OFQ - RECEPTOR NOP NA MODULACAO DA
ANSIEDADE EXPERIMENTAL

Avaliacao do efeito da NST, NST-C6, N/OFQ e do UFP-101 no LCE

O efeito de substancias de referéncia para a acdo do tipo ansiogénica e ansiolitica
estdo representadas na figura 5 e na tabela 1. A replicacdo dos comportamentos ansiogénico e
ansiolitico induzidos pela injecdo i.c.v. de PTZ (200 nmol) e DZP (7 nmol), respectivamente,
em camundongos submetidos ao LCE, ¢ de grande importancia, pois valida as condigdes
experimentais utilizadas neste estudo.

Como mostrado na figura 5, a administra¢ao i.c.v. de PTZ (200 nmol), ansiogénico
padrdo, reduziu a porcentagem de tempo e de entradas nos bragos abertos do LCE (Fig. 4a; t =
3,07 e t = 3,37, respectivamente; p<0,05 para ambos 0s casos) e o tempo de permanéncia nos
bragos abertos, medido em segundos (Tabela 1; p<0,05), sem causar modifica¢do da atividade
locomotora e da coordenagdo motora destes animais, avaliado pelo nimero de entradas nos
bragos fechados do LCE (Fig. 5c; p>0,05) e pelos parametros comportamentais do teste do
rota-rod (Tabela 1).

A injecdo i.c.v. de DZP (7 nmol), droga ansiolitica de referéncia, como esperado
aumentou a porcentagem de tempo (Fig. 5a; ¢ = 3,61; p<0,05) e o tempo de permanéncia (em
s; Tabela 2; P<0,05) nos bragos abertos do LCE, além de reduzir o nimero de estiramentos
corporais (Fig. 5b; t = 2,81; p<0,05). E importante, porém, destacar que o tratamento com
DZP (7 nmol) aumentou a exploracdo dos bragos abertos, mesmo diminuindo a atividade
geral dos animais, como visto pela redu¢do do numero de entradas nos bragos fechados do
LCE (Fig. 5¢; t = 2,46; p<0,05), efeito ja descrito na literatura (DALVI e RODGERS, 1999),
porém sem causar prejuizo da coordenagdo motora, como mostrado na Tabela 1.

Objetivando estudar a participagdo dos peptideos derivados da ppN/OFQ na
modulagdo da ansiedade experimental, avaliou-se o efeito da injecdo i.c.v. de N/OFQ (0,1 —
1000 pmol), agonista enddégeno do receptor NOP, NST (0,01 - 100 pmol), peptideo derivado
da clivagem da ppN/OFQ, NST-C6 (0,001 — 1000 pmol), por¢cdo C-terminal da NST, e UFP-
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101 (0,01 — 10 nmol), antagonista do receptor NOP, em camundongos submetidos ao LCE e

ao teste do rota-rod.
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Figura 5 - Efeito do tratamento i.c.v. com PTZ 200 nmol e DZP 7 nmol na (a) porcentagem
de tempo de permanéncia e de numero de entradas nos bragos abertos do LCE, (b) nimero de
estiramentos corporais € de imersdes de cabeca e (c) nimero de entradas nos bragos fechados
em camundongos submetidos ao teste do LCE, por um periodo de 5 min. Cada coluna
representa a média dos resultados obtidos e as barras verticais indicam os E.P.M. O numero
de animais usados em cada tratamento variou entre 6 ¢ 9 animais (*p<0,05; teste ¢ de Student
para amostras ndo-pareadas bicaudal).
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A administragdo i.c.v. de NST em doses que variaram entre 0,01 - 100 pmol,
diminuiu a porcentagem de tempo de permanéncia e de numero de entradas nos bragos
abertos do LCE nas doses de 0,1 a 3 pmol em camundongos (Fig. 6a; F(ss3) = 4,70 € F s3) =
5,92, respectivamente; p<0,05 para ambos os casos) e, também, como descrito na tabela 1, na
mesma faixa de doses a NST reduziu o tempo gasto e o nimero de entradas nos bracos
abertos do LCE (P<0,05 para ambos os parametros), sugerindo um efeito do tipo ansiogénico
para a NST. Além disso, a administracdo de NST 3 pmol aumentou o numero de estiramentos
corporais (Fig. 6b; Fs s5) = 3,40; P<0,05), e nas doses testadas nenhuma alteracdo da atividade
locomotora e da coordenagdo motora foram averiguadas, o que também corrobora com a agao
do tipo ansiogénica descrita para a NST (Fig. 6¢ e Tabela 1).

Como mostrado na Figura 7, resultados qualitativamente similares foram obtidos
com o fragmento C-terminal da NST (NST-C6), que também reduziu a porcentagem de tempo
de permanéncia e de nimero de entradas nos bragos abertos, nas doses de 0,01 a 100 pmol
(Fig. 7a; F(7,64) = 20,35; P<0,05 e F(764) = 8,74, respectivamente; p<0,05 para ambos os casos),
bem como reduziu o nimero de imersdes de cabeca em camundongos tratados com NST-C6,
em doses que variaram entre 0,01 e 1 pmol (Fig. 7b; F764= 3,90, p<0,05). Além disso, como
mostrado na tabela 1, a NST-C6 (0,01 — 10 pmol) reduziu o tempo de permanéncia € o
numero de entradas dos camundongos nos bragos abertos do LCE, sem causar modifica¢do no
numero de entradas nos bragos fechados e nos parametros comportamentais avaliados no teste
do rota-rod (Fig. 7c e Tabela 1).

Tanto a NST integra como o seu fragmento C-terminal exibem curvas dose-
resposta em forma de U, com resposta maxima a 1 e 0,1 pmol respectivamente, sendo que a
inje¢do de NST e NST-C6 em altas doses (maiores de 100 pmol) induziu progressiva perda da
atividade farmacolégica no LCE (Fig.6a e 7a).

Os nossos dados também mostram que a N/OFQ, agonista do receptor NOP,
quando injetada centralmente, induziu efeito do tipo ansiolitico em camundongos submetidos
ao LCE. A injecdo i.c.v. de N/OFQ, nas doses de 10 e 100 pmol, aumentou a porcentagem de
tempo gasto e de nimero de entradas nos bracos abertos do labirinto, exibindo uma curva
dose-resposta em forma de sino, com efeito maximo a 10 pmol (Fig. 8a; F(s 49) = 7,98 € F(s, 49)
= 17,21, respectivamente; p<0,05 para ambos os casos). Além disso, o tratamento i.c.v. com
N/OFQ (10 pmol) elevou o niimero de estiramentos corporais (Fig. 8b; Fs 49) = 4,73; p<0,05),
o tempo de permanéncia e o nimero de entradas nos bragos abertos do LCE (Tabela 1; p<0,05

para ambos 0s casos), enquanto que, a inje¢do de N/OFQ (1 pmol) reduziu o nimero de
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imersdes de cabeca (Fig. 8b; F(s 49y = 4,24; p<0,05), o que corrobora para a a¢do do tipo

ansiolitica induzida pela N/OFQ.
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Figura 6 - Efeito do tratamento i.c.v. com NST na (a) porcentagem de tempo de permanéncia
e de nimero de entradas nos bragos abertos, no (b) nimero de estiramentos corporais e de
imersdes de cabeca e no (c) numero de entradas nos bracos fechados em camundongos
submetidos ao teste do LCE, por um periodo de 5 min. Cada coluna representa a média dos
resultados obtidos e as barras verticais indicam os E.P.M. O niimero de animais usados em
cada tratamento variou entre 6 ¢ 11 animais (*p<0,05; ANOVA de uma via seguida pelo teste
de Dunnett).
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permanéncia ¢ de numero de entradas nos bragos abertos, no (b) nimero de estiramentos
corporais ¢ de imersdes de cabeca e no (c) numero de entradas nos bracos fechados em
camundongos submetidos ao teste do LCE, por um periodo de 5 min. Cada coluna representa
a média dos resultados obtidos e as barras verticais indicam os E.P.M. O nimero de animais
usados em cada tratamento variou entre 6 e 11 animais (*p<0,05; ANOVA de uma via
seguida pelo teste de Dunnett).
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corporais ¢ de imersdes de cabeca e no (c) numero de entradas nos bracos fechados em
camundongos submetidos ao teste do LCE, por um periodo de 5 min. Cada coluna representa
a média dos resultados obtidos e as barras verticais indicam os E.P.M. O nimero de animais
usados em cada tratamento variou entre 7 e 12 animais (*p<0,05; ANOVA de uma via
seguida pelo teste de Dunnett).
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E importante salientar que a N/OFQ nio modificou a performance motora no teste
rota-rod em camundongos tratados com a dose que causou efeito do tipo ansiolitico (10
pmol), mas nas doses de 100, 1000 e 3000 pmol, a N/OFQ aumentou significativamente o
numero de quedas e diminuiu o tempo de permanéncia na barra giratoria do rota-rod (Tabela
2), como previamente descrito (REINSCHEID et al., 1995). Além disso, em altas doses (1000
e 3000 pmol) a N/OFQ induziu esporadicamente tremores musculares e redugdo da
temperatura corporea dos camundongos (Tabela 2; F4 3= 14,74; p<0,05), mas em doses mais
baixas, incluindo as doses que induziram efeito ansiolitico, nenhuma alteracdo na temperatura
corpdrea foi observada (Tabela 2). Os animais tratados com NST e NST-C6 foram também
submetidos a avaliagdo da temperatura retal, imediatamente antes do tratamento central e apos
o teste do rota-rod, porém, como descrito na tabela 2, nenhuma alteragdo foi observada na
temperatura corporea destes camundongos.

Visando verificar a evolugdo temporal do efeito da NST, NST-C6 e N/OFQ no
LCE, avaliou-se comportamentalmente os camundongos apds 5, 15 ou 30 min do tratamento
i.c.v. com estes peptideos no teste do LCE. As doses de NST, NST-C6 e N/OFQ que
induziram o mais proeminente efeito comportamental (1, 0,1 e 10 pmol, respectivamente)
foram selecionados para avaliar a performance em relagdo ao tempo. Como mostrado na
figura 9, a NST e a NST-C6 ainda exercem efeito do tipo ansiogénico em animais testados no
LCE 15 min ap06s a injec¢do i.c.v., sendo que a intensidade da resposta do tipo ansiogénica a 15
min foi similar aquela vista a 5 min apos o tratamento com a NST e a NST-C6. Nenhum
efeito comportamental, porém, foi visto a 30 min apds a injecdo destes peptideos
(porcentagem de tempo de permanéncia nos bragos abertos F3 3= 29,80 e Fi337= 18,64;
porcentagem de freqiiéncia de entradas nos bragos abertos Fgsos= 24,30 e F37= 10,83,
respectivamente; p<0,05 em todos os casos).

A figura 9 mostra que animais testados a 15 e a 30 min apds a administragdo de
N/OFQ ndo apresentaram qualquer mudanga comportamental quando comparados com os
animais controles, sendo que o efeito da N/OFQ foi evidente, porém, apenas em animais
testados no LCE 5 min apds a inje¢do i.c.v. (porcentagem de tempo nos bragos abertos F326)=

8,85; porcentagem de entradas nos bragos abertos F3 26)= 6,39; p<0,05 para ambos os casos).
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Figura 9 — Efeito do tratamento com NST (1 pmol), NST-C6 (0,1 pmol) e N/OFQ (10 pmol)
5, 15 e 30 min apos a inje¢do central na porcentagem de (a) tempo de permanéncia e (b)
entradas nos bragos abertos do LCE em camundongos avaliados por um periodo de 5 min. O
grupo controle foi avaliado no LCE apenas 5 min apds a injecdo. Cada grupo representa a
média + E.P.M. de 6 a 8 animais. *p<0.05 quando comparado com o grupo controle (ANOVA
de uma via seguida do teste de Dunnett).



Quando se administrou o UFP-101, um antagonista peptidico do receptor NOP,
intracerebroventricularmente nas dose de 0,01 a 10 nmol, nenhuma alteragdo significativa da
porcentagem de tempo de permanéncia e de numero de entradas nos bragos abertos foi
observada em camundongos submetidos ao LCE (Fig. 10a; Fu46) = 2,18 € F46 = 1,58;
respectivamente; p>0,05 para ambos os casos), além disso nenhum outro parametro etologico

avaliado no LCE foi afetado ap6s o tratamento i.c.v. com UFP-101 (Fig. 10 e Tabela 1).
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Figura 10 - Efeito do tratamento i.c.v. com UFP-101, um antagonista do receptor NOP, na (a)
porcentagem de tempo de permanéncia e de numero de entradas nos bracgos abertos, no (b)
numero de estiramentos corporais € de imersdes de cabeca e no (¢) numero de entradas nos
bracos fechados em camundongos submetidos ao teste do LCE, por um periodo de 5 min.
Cada coluna representa a média dos resultados obtidos e as barras verticais indicam os E.P.M.
O numero de animais usados em cada tratamento variou entre 6 e 11 animais (*p<0,05;
ANOVA de uma via seguida pelo teste de Dunnett).
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Tabela 2 — Efeito do tratamento i.c.v. com PTZ (200 nmol), DZP (7 nmol), N/OFQ, NST,

NST-C6 e UFP-101 em alguns dos parametros registrados no LCE.

Tratamento Tempo nos Tempo nos Entradas Comportamento
bracos bracos fechados nos bracos de auto-limpeza
abertos (s) (s) abertos
Controle 83,0 5,7 191,2 £ 10,8 6,0 £0,7 1,2+0,3
PTZ 200 nmol 352+ 14,7 * 240,2 £ 15,2 3,3+£1,0 1,0+ 04
DZP 7 nmol 163,2 +29,0 * 104,8 £ 24,9 4,7+0,6 1,3+04
NST
0,01 pmol 55,0+ 12,1 146,4 £ 27,4 3,0£0,7 1,0+ 04
0,1 pmol 355+£9,5* 170,3 £ 10,4 2,8+0,8 * 1,0+£0,3
1 pmol 50+2,6* 216,4 £ 16,2 0,8+0,3 * 0,9+0,2
3 pmol 18,1 £12,3 * 179,7 £ 10,6 1,3+0,8 * 1,1£0,3
10 pmol 529+11,1 148,9 £ 11,5 3,6 £0,8 1,2+0,3
100 pmol 68,4+214 144,0 £ 16,4 5,920 0,9+0,5
NST-C6
0,001 pmol 94,4 + 8,0 180,7 £9,7 6,0+ 1,0 0,9+0,3
0,01 pmol 27,6 £52 * 2225+ 11,1 29+04* 0,8 +£0,2
0,1 pmol 84+6,1* 273,8 + 7,7 * 0,8+04 * 0,6 £0,2
1 pmol 89+3,1%* 280,4 +3,3 * 1,0 +0,3 * 1,6 £0,4
10 pmol 339+11,0 * 225,4 £ 18,0 24+0,8* 1,4+04
100 pmol 44,5 £ 8,2 221,9+£10,8 3,9+£0,5 1,0+£0,3
1000 pmol 84,3+11,8 200,3 £ 12,2 7,0£1,0 1,6 £0,2
N/OFQ
0,1 pmol 31,5+3.8 179,1 £ 7,4 3,3+0,4 0,6 £0,2
1 pmol 104,0 + 30,8 144,5 £ 26,6 8,027 1,3+0,3
10 pmol 193,5+21,7* 61,3+125* 14,0+23 * 1,2+0,3
100 pmol 113,3+19,4 126,1 = 14,7 7,3+1,4 1,0+£0,3
1000 pmol 35,1 £ 8,0 213,0 13,2 1,8 £0,5 1,9+0,7
Controle (UFP-101) 39,2 +10,1 158,3 £ 14,4 22+13 1,0+£0,3
UFP-101
0,01 nmol 51,0 £ 19,1 144,2 £ 19,3 3,1£1,2 2,1+0,3
0,1 nmol 19,0 £ 5,0 189,0 £7,0 1,0+£0,3 2,004
1 nmol 11,0+ 7,0 180,0 £ 16,0 1,0+ 04 2,0+0,5
10 nmol 62,0 +27,0 130,0 £ 22,0 4,020 1,0+0,3

Os dados estao expressos como média + E.P.M. de 6 a 12 animais, *p<0,05 (ANOVA de uma
via seguida pelo teste de Dunnett ou teste ¢ de Student para amostras ndo-pareadas bicaudal).
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Tabela 3 - Efeito do tratamento i.c.v. com PTZ (200 nmol), DZP (7 nmol), N/OFQ, NST,
NST-C6 nos parametros comportamentais avaliados no teste do rota-rod e na temperatura
corporea de camundongos.

Tratamento Nimero de quedas Tempo de Temperatura
permanéncia (s) retal (AT)
Controle 1,0+£04 56,2+29 0,74 £ 0,27
PTZ 200 nmol 1,3+0,7 542+ 1,8 1,54 + 1,07
DZP 7 nmol 1,0+ 1,0 54,0 £ 3,0 1,42 + 0,58
NST 1 pmol 1,2+0,5 54,8 +24 0,85 + 0,30
100 pmol 1,2+0,5 553+ 1,9 1,01 £ 0,56
NST-C6 0,1 pmol 0,8 +£0,5 57,3+ 1,6 0,91+ 0,32
1000 pmol 0,4+0,2 58,0+ 1,0 1,32 £ 0,46
N/OFQ 10 pmol 1,5+0,4 52,2+2,6 1,28 + 0,33
100 pmol 32+0,9 * 39,8 £5,8 * 0,33 + 0,38
1000 pmol 32+09* 40,1 £ 6,0 * -0,58 £ 0,55

3000 pmol 33+0,5* 423 +31 * -2,72 £ 0,69 *

Os dados estdo expressos como média + E.P.M. de 6 a 12 animais, *p<0,05 (ANOVA de uma
via seguida pelo teste de Dunnett ou teste ¢ de Student para amostras ndo-pareadas bicaudal).
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Efeito da co-injecao de NST, NST-C6 e UFP-101 na atividade ansiolitica da N/OFQ

Muitos estudos tém demonstrado que a NST age como um antagonista das
respostas produzidas pela N/OFQ (HIRAMATSU e INOUE, 1999; YAMAMOTO e
SAKASHITA, 1999; ZHAO et al., 1999), assim esta série de experimentos objetivou avaliar
o efeito da NST na atividade do tipo ansiolitica induzida pela N/OFQ em camundongos no
LCE.

Os camundongos pré-tratados (i.c.v.) com NST (1 pmol) ou NST-C6 (0,1 pmol) 5
min antes da injecao i.c.v. de N/OFQ (10 pmol) ndo apresentaram altera¢cdes comportamentais
quando submetidos ao teste do LCE (Fig. 11 e Tabela 3), indicando que tanto a NST quanto o
seu fragmento C-terminal preveniram a resposta induzida pela N/OFQ neste modelo animal.
Na mesma série de experimentos, a administracdo unica de NST (1 pmol) e a NST-C6 (0,1
pmol) levou a um efeito do tipo ansiogé€nico como previamente descrito neste estudo,
enquanto que camundongos tratados com a N/OFQ, na dose de 10 pmol, exibiram perfil do
tipo ansiolitico no LCE (Fig. 11 e Tabela 3).

Por outro lado, visando verificar se a agdo do tipo ansiolitica induzida pela N/OFQ
ocorre através da ativacdo do receptor NOP, avaliou-se o efeito da co-inje¢do de UFP-101 e
N/OFQ, nas doses de 100 e 10 pmol, respectivamente. A figura 12 mostra que a N/OFQ 10
pmol, quando injetada isoladamente, aumentou a porcentagem de tempo de permanéncia e de
nimero de entradas nos bragos abertos do LCE (Fig. 12a; Fi35= 3,70 e Fi3s5= 3,19,
respectivamente, p<0,05 para ambos os casos). O UFP-101 (100 pmol) per se ndo modificou
significativamente a resposta dos camundongos (Fig. 12), mas a co-injegdo de UFP-101 e
N/OFQ bloqueou parcialmente o efeito do tipo ansiolitico induzido pela N/OFQ em
camundongos submetidos ao LCE. As inje¢des i.c.v. de N/OFQ e de UFP-101, assim como o
tratamento associado de UFP-101 e N/OFQ n3o modificaram a atividade locomotora, nem os

parametros etoldgicos avaliados no LCE (Fig. 12b e 12c).
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12 animais (*p<0,05; ANOVA de uma via seguida pelo teste de Dunnett).
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labirinto, (b) nimero de estiramentos corporais ¢ de imersdes de cabeca € no (¢) numero de
entradas nos bragos fechados em camundongos submetidos ao teste do LCE, por um periodo
de 5 min. Cada coluna representa a média dos resultados obtidos e as barras verticais indicam
os E.P.M. O numero de animais usados em cada tratamento variou entre 7 ¢ 10 animais
(*p<0,05; ANOVA de uma via seguida pelo teste de Dunnett).
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Tabela 4 — Efeito do tratamento i.c.v. com NST (1 pmol), NST-C6 (0,1 pmol), UFP-101 (0,1
nmol) e/ou N/OFQ (10 pmol) em alguns dos parametros registrados no LCE.

Tratamento Tempo nos Tempo nos Entradas Comportamento
bracos bracos fechados nos bracos de auto-limpeza
abertos (s) (s) abertos
Controle 86,0 £ 14,7 1359 £ 11,3 8,614 1,4x£0,5
NST 1 pmol 50+2,6* 216,4 £ 16,2 0,8+0,3 * 0,9+0,2
NST-C6 0,1 pmol 8,4+6,1* 273,8 7,7 * 0,8+04 * 0,6 £0,2
N/OFQ 10 pmol 193,5+21,7* 61,3+125* 14,0+23 * 1,2+0,3
NST + NJOFQ 80,6 £ 23,2 140,6 £ 17,8 7,0 £0,8 0,8 +0,3
NST-C6 + NJOFQ 102,6 £22,9 137,6 £ 21,1 7,8 £2,1 1,7 £0,5
Controle 39,2 £ 10,1 158,3 £ 14,4 22+13 1,0+0,3
UFP-101 0,1 nmol 19,0 £ 5,0 189,0 £7,0 1,0+£0,3 2,004
N/OFQ 10 pmol 93,0 £37,1 * 103,4 £ 19,2 6,2+ 1,5%* 1,104
UFP-101 + N/JOFQ 59,2 +304 143,1 £29,3 4,2+3,1 1,3+0,2

Os dados estdao expressos como média + E.P.M. de 7 a 12 animais, *p<0,05 (ANOVA de uma
via seguida pelo teste de Dunnett).
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Envolvimento do sistema GABAérgico no efeito da NST e da N/OFQ na modulaciao da

ansiedade experimental

A injecdo sistémica de PTZ (20 mg/kg), um antagonista do receptor GABA que
atua no sitio da picrotoxina (KORPI et al., 2002), induziu efeito do tipo ansiogénico,
demonstrado através da reducdo da porcentagem de tempo de permanéncia nos bragos
abertos do LCE (Fig. 13a). Por outro lado, a N/OFQ (10 pmol), o agonista enddégeno do
receptor NOP, produziu efeito do tipo ansiolitico, quando injetado centralmente, como ja
havia sido previamente descrito neste estudo, promovendo um aumento na porcentagem de
tempo e de entradas nos bragos abertos do LCE (Fig. 13a; F325= 10,96 € Fio5= 8,50,
respectivamente; p<0,05 para ambos). Este aumento da porcentagem de tempo e de entradas
nos bragos abertos induzido pela N/OFQ ndo foi afetado pelo tratamento sistémico com o
PTZ, porém, sinais do antagonismo entre estas substancias foram observados no tempo de
permanéncia, medido em segundos, e no nimero de entradas nos bragos abertos do LCE,
pois o pré-tratamento com PTZ bloqueou o aumento induzido pela N/OFQ nestes dois
parametros (Tabela 4; F3 25y= 7,62 € F(3 25= 8,20, respectivamente; p<0,05 para ambos).

E também interessante destacar que os tratamentos ndo afetaram a atividade
locomotora avaliado pelo nimero de entradas nos bracgos fechados do LCE, exceto para os
animais que receberam a associacdo PTZ e N/OFQ onde foi observada redu¢do do niimero
de entradas nos bracos fechados (Fig. 13c), porém sem comprometimento da freqiiéncia de
entradas nos bragos abertos (Tabela 4), como também descrito para o DZP (Fig. 5; Tabela
1)

Para avaliar o envolvimento do sitio benzodiazepinico na ac¢do do tipo ansiolitica
produzida pela N/OFQ, verificou-se o efeito da B-CCE, um agonista inverso do receptor
benzodiazepinico, e do FMZ, um antagonista do sitio benzodiazepinico, na agdo induzida
pela N/OFQ. O pré-tratamento i.p. com B-CCE (5 mg/kg) reduziu per se a porcentagem de
tempo e de entradas nos bracos abertos do LCE (Fgp3= 7,25 e Fios= 20,28,
respectivamente; p<0,05 para ambos), perfil caracteristico de drogas ansiogénicas. Além
disso, a B-CCE (5 mg/kg, i.p.) bloqueou o efeito do tipo ansiolitico induzido pela
administracdo de N/OFQ (10 pmol, i.c.v.), sendo que a resposta comportamental decorrente
da associagdo entre B-CCE ¢ N/OFQ ndo foi diferente do tratamento com B-CCE e salina

(Fig. 14 e Tabela 4).
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A administracdo i.p. de FMZ (1 mg/kg) per se ndo modificou os parametros
comportamentais de camundongos avaliados no teste do LCE (Fig. 14). Além disso, o pré-
tratamento com FMZ (1 mg/kg) foi capaz de bloquear o efeito do tipo ansiolitico induzido
pela administrag@o i.p. de 0,25 mg/kg de DZP (% de tempo nos bragos abertos: Controle
27,2 +2,2;: FMZ 22,0 + 1,4; DZP 80,2 + 4,9; FMZ + DZP 40,8 + 3,6 ¢ % de entradas nos
bragos abertos: Controle 35,6 = 3,5; FMZ 42,4 + 10,1; DZP 71,6 + 8,6; FMZ + DZP 40,3 +
5,5). Da mesma maneira, o efeito ansiolitico induzido pela N/OFQ (10 pmol) foi
parcialmente antagonizado pelo pré-tratamento sistémico com FMZ, ou seja, o FMZ
bloqueou o aumento na porcentagem de tempo e de entradas nos bragos abertos do LCE
(Fig. 14a; F333= 3,07 e F333= 3,74, respectivamente; p<0,05 para ambos os casos), assim
como o aumento na freqiiéncia de entradas nos bracos abertos do labirinto (Tabela 4; F333)=

6,60; p<0,05).
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Figura 13 - Efeito da administracdo i.c.v. de N/OFQ (10 pmol) 15 min ap6s o tratamento com
PTZ (20 mg/kg, i.p.), um antagonista do receptor GABA,, na porcentagem de (a) tempo de
permanéncia ¢ de nimero de entradas nos bragos abertos do labirinto, (b) niimero de
estiramentos corporais ¢ de imersdes de cabe¢ca e no (c¢) nimero de entradas nos bragos
fechados em camundongos submetidos ao teste do LCE, por um periodo de 5 min. Cada
coluna representa a média dos resultados obtidos e as barras verticais indicam os E.P.M. O
numero de animais usados em cada tratamento variou entre 6 € 9 animais (*p<0,05; ANOVA
de duas vias seguida pelo teste de Duncan).
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Figura 14 - Efeito da administragdo i.c.v. de N/OFQ (10 pmol) 15 min ap6s a administragao
de B-CCE (5 mg/kg, i.p.), um agonista inverso do sitio benzodiazepinico, ou de flumazenil
(FMZ 1 mg/kg, i.p.), antagonista do sitio benzodiazepinico na porcentagem de (a) tempo de
permanéncia e de entradas nos bragos abertos do LCE, (b) nimero de estiramentos corporais e
de imersdes de cabega e no (c) numero de entradas nos bragos fechados em camundongos
submetidos ao teste do LCE, por um periodo de 5 min. Cada coluna representa a média dos
resultados obtidos e as barras verticais indicam os E.P.M. O niimero de animais usados em
cada tratamento variou entre 7 ¢ 10 animais (*p<0,05; ANOVA de duas vias seguida pelo
teste de Duncan).
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Visando averiguar a participacdo do receptor GABAs na acdo do tipo
ansiogénica induzida pela NST, avaliou-se o efeito do pré-tratamento com PTZ na resposta
da NST-C6 em camundongos submetidos ao LCE. A inje¢ao sistémica de PTZ (20 mg/kg)
induziu efeito do tipo ansiogé€nico, visto pela reducdo da porcentagem de tempo de
permanéncia nos bracos abertos do LCE (Fig. 15a), porém pela amplitude da resposta,
pode-se considerar que a dose de PTZ utilizada ndo ¢ a que produz o maximo efeito
aversivo no LCE. O mesmo podemos dizer para a NST-C6, visto que a dose escolhida para
ser associada ao PTZ foi de 0,01 pmol e nesta dose a NST-C6 induziu per se efeito do tipo
ansiogénico, pois reduziu tanto a porcentagem de tempo, quanto de entradas nos bragos
abertos do LCE. A inje¢do sistémica de PTZ (20 mg/kg) 10 min antes do tratamento com
NST-C6 (0,01 pmol), porém, potencializou o efeito do tipo ansiogénico induzido pela NST-
C6 0,01 pmol, como descrito na Figura 15 e na Tabela 5.

No entanto, com o objetivo de verificar a participacao do sitio benzodiazepinico
do receptor GABA, na atividade do tipo ansiogénica da NST, avaliou-se o efeito do
tratamento sistémico com DZP e FMZ na resposta induzida pela inje¢do de 0,1 pmol de
NST-C6. A inje¢do ip. de DZP (0,25 mg/kg) aumentou a porcentagem de tempo e de
entradas nos bragos abertos do LCE (Fig. 16a; Fi326= 26,7 e F326= 21,5, respectivamente;
p<0,05 para ambos os casos) € o numero de imersdes de cabega (Fig. 16b; F326= 32,8;
p<0,05), porém quando associado a NST-C6 (0,1 pmol), o DZP bloqueou o efeito do tipo
ansiogénico induzido pela NST-C6 (Fig. 16 e Tabela 5). Por outro lado, o pré-tratamento
com FMZ (1 mg/kg) ndo modificou a atividade do tipo ansiogénica induzida pela
administracdo i.c.v. de NST-C6 (Fig. 16 e Tabela 5), mas reduziu o nimero de entradas nos
bracos fechados do LCE (Fig. 16c¢; Fi320= 4,48; p<0,05), sugerindo prejuizo da atividade
locomotora, sendo que este efeito ndo foi observado apds nenhum outro tratamento (Fig.

15c e 16¢).
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Figura 15 - Efeito da administragdo i.c.v. de NST-C6 (0,1 pmol) 15 min apos o tratamento
com PTZ (20 mg/kg, i.p.), um antagonista do receptor GABA4, na porcentagem de (a) tempo
de permanéncia e de nimero de entradas nos bracos abertos do labirinto, (b) nimero de
estiramentos corporais ¢ de imersdes de cabe¢ca e no (c¢) nimero de entradas nos bracgos
fechados em camundongos submetidos ao teste do LCE, por um periodo de 5 min. Cada
coluna representa a média dos resultados obtidos e as barras verticais indicam os E.P.M. O
numero de animais usados em cada tratamento variou entre 6 € 9 animais (*p<0,05; ANOVA
de duas vias seguida pelo teste de Duncan).
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Figura 16 - Efeito da administracdo i.c.v. de NST-C6 (0,1 pmol) 15 min ap6s a administragao
de diazepam (DZP, 0,25 mg/kg, i.p.), agonista do sitio benzodiazepinico, ou de flumazenil
(FMZ 1 mg/kg, i.p.), antagonista do sitio benzodiazepinico, na porcentagem de (a) tempo de
permanéncia e de entradas nos bragos abertos do LCE, (b) nimero de estiramentos corporais e
de imersdes de cabega e no (c) numero de entradas nos bragos fechados em camundongos
submetidos ao teste do LCE, por um periodo de 5 min. Cada coluna representa a média dos
resultados obtidos e as barras verticais indicam os E.P.M. O niimero de animais usados em
cada tratamento variou entre 6 e 10 animais (*p<0,05; ANOVA de duas vias seguida pelo
teste de Duncan).
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Tabela 5 — Efeito da administragdo ic.v. de N/OFQ (10 pmol) 15 min depois da
administracdo de PTZ (20 mg/kg, i.p.), B-CCE (5 mg/kg, i.p.) ou FMZ (1 mg/kg, i.p.) em

camundongos avaliados em alguns parametros do LCE.

Tratamento Tempo nos Tempo nos Entradas Comportamento
bracos bracos fechados nos bracos de auto-limpeza
abertos (s) (s) abertos
Controle 88,4 24,5 205,4 £ 25,9 6,3+1,7 1,4+0,5
N/OFQ 10 pmol 139,1 £ 18,9 119,2 +18,5* 11,2+14* 1,2+0,3
PTZ 20 mg/kg 30,4+6,9* 224,6 £ 15,2 3,0+0,6 * 0,7+0,2
B-CCE 5 mg/kg 183+11,1* 2742+12,0* 1,2+0,5* 1,0+£0,3
FMZ | mg/kg 55,3 +8,8 194,0 £ 16,6 53+1,8 1,7+0,3
N/OFQ + PTZ 125,0 £ 46,7 99,2+42)5 7,2 %27 1,7+0,5
N/OFQ +f-CCE 20,5+ 129 276,2 £ 13,1 0,7+0,3 1,3+04
N/OFQ + FMZ 90,9 + 24,7 137,3 £20,8 49+1,0 1,3+0,3

Os dados estao expressos como média = E.P.M. de 6 a 10 animais, *p<0,05 (ANOVA de duas
vias seguida pelo teste de Duncan).

Tabela 6 — Efeito da administracdo i.c.v. de NST-C6 (0,1 pmol ou 0,01 pmol) 15 min apos a
administracdo de DZP (0,25 mg/kg, i.p.), FMZ (1 mg/kg, i.p.) ou PTZ (20 mg/kg, i.p.) em

camundongos avaliados no LCE.

Tratamento Tempo nos Tempo nos Entradas  Comportamento
bracos bracos nos bracos  de auto-limpeza
abertos (s) fechados (s) abertos
Controle 78,3 + 6,6 208,9 £ 6,3 5,4£0,6 1,4+04
NST-C6 0,1 pmol 10,5+8,0* 273,8+90* 0,8+0,5* 0,7+0,2
NST-C6 0,01 pmol 27,6 £52 * 2225+ 11,2 29+04 0,8 +£0,2
PTZ 20 mg/kg 30,4+6,9* 224,6 £ 15,2 3,0£0,6 0,7+0,2
DZP 0,25 mg/kg 2152+ 14,4* 528%12,6* 17,5+48* 1,2+0,2
FMZ | mg/kg 55,3 +8,8 194,0 £ 16,6 53+1,8 1,7+0,3
NST-C6 + FMZ 13,4 +9,7 * 231,4+109 0,6+04* 2,4+0,2
NST-C6 + DZP 140,3 £ 39,5 114,2 £ 28,9 58+24 1,3+0,3
NST-C6 0,01 pmol +PTZ 1,L7+1,2%* 280,2+49* 0,5+03* 1,2+0,2

Os dados estao expressos como média = E.P.M. de 6 a 10 animais, *p<0,05 (ANOVA de duas
vias seguida pelo teste de Duncan).
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PARTICIPACAO DO SISTEMA N/OFQ - RECEPTOR NOP NA MODULACAO DA
DEPRESSAO EXPERIMENTAL

Avaliacao do efeito da N/OFQ, NST-C6, [NpheI]N/OFQ(1-13)NH2 e UFP-101 no TNF

Devido ao fato de haver uma sobreposi¢do entre a neuroquimica e a
neuroanatomia da ansiedade e da depressdo e, também, devido ao estudo preliminar realizado
por Redrobe e colaboradores (2002) sobre o efeito de ligantes do receptor NOP no teste da
natacdo forcada (TNF) em camundongos, decidiu-se avaliar o envolvimento do sistema
N/OFQ — receptor NOP na modulacdo da depressdo experimental. Inicialmente, padronizou-
se o TNF com antidepressivos cldssicos como a imipramina (15 mg/kg), desipramina (30
mg/kg) e fluoxetina (30 mg/kg), sendo que todos reduziram o tempo de imobilidade dos
camundongos submetidos ao teste, indicando um perfil de resposta do tipo antidepressivo
(Fig. 17a; = 2,85, t= 3,63 e = 3,49 respectivamente; p<0,05 para todos os casos).

Prosseguimos este estudo, avaliando o papel da N/OFQ, NST e de antagonistas do
receptor NOP no teste da natacdo forgcada. A injecdo de N/OFQ i.c.v. na faixa de dose testada
(0,01 — 1 nmol) ndo modificou o tempo de imobilidade dos camundongos submetidos ao TNF
(Fig. 17b; Fua, 30= 0,32; p>0,05). Do mesmo modo, a NST-C6, que é o fragmento da NST
comum em varias espécies de mamiferos, e que apresentou o mesmo perfil de resposta do
peptideo integro no LCE mostrado neste estudo, nas doses de 1 a 1000 pmol, também nao
modificou o tempo de imobilidade dos camundongos (Fig. 17c; Fs43= 0,96; p>0,05). Ao
contrario, o [Nphe' [N/OFQ(1-13)NH,, um antagonista peptidico do receptor NOP, reduziu o
tempo de imobilidade nas doses de 10 e 30 nmol, de maneira dose-dependente (Fig. 17d;
Faze= 7,70; p<0,05), sugerindo efeito do tipo antidepressivo como ja havia sido

anteriormente relatado por Redrobe e colaboradores (2002).
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Figura 17 - Efeito da inje¢do i.c.v. de antidepressivos cldssicos, como a imipramina, a
desipramina ¢ a fluoxetina (a), da N/OFQ (b), da NST-C6 (c) e do [NPhe'IN/OFQ(1-13)NH,
(d) no tempo de imobilidade de camundongos Swiss submetidos ao teste da natagdo forgada,
por um periodo de 5 min. As colunas dos graficos representam a média + E.P.M. de 9 a 14
animais.*p<0.05 quando comparado com o grupo controle (*p<0,05; em (a) teste ¢ de Student
para amostras ndo-pareadas e nos demais foi realizada ANOVA de uma via seguida pelo teste
de Dunnett).
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Quando se avaliou, porém, o efeito do tratamento i.c.v. com um outro antagonista
peptidico para o receptor NOP, o UFP-101, observou-se uma redu¢do do tempo de
imobilidade, nas doses de 3 e 10 nmol, com perfil de resposta semelhante ao
[Nphe' IN/OFQ(1-13)NH,, sendo o UFP-101 3 a 10 vezes mais potente que este antagonista
neste teste (Fig. 18a; F335=10,97; p<0,05).

Objetivando determinar a participagdo do receptor NOP na agdo do tipo
antidepressiva induzida pelo UFP-101, avaliou-se o efeito da co-inje¢do de N/OFQ (1 nmol),
agonista do receptor NOP, e do UFP-101 (3 e 10 nmol) em camundongos submetidos ao
TNF. A N/OFQ 1 nmol preveniu completamente o efeito do tipo antidepressivo induzido pelo
UFP-101 3 nmol e bloqueou parcialmente a acdo produzida pela injecdo de UFP-101 10 nmol
no teste da natacdo forcada (Fig. 18b; F(ss1= 8,74; p<0,05), indicando que o receptor NOP
medeia o efeito do UFP-101 nestas condigdes experimentais.

Visando reforgar a participagdo do sistema N/OFQ - receptor NOP na modulagao
da depressdo experimental, avaliou-se o comportamento espontdneo de camundongos
knockout para o receptor NOP no TNF. Os animais mutantes para o receptor NOP exibiram
reducdo do tempo de imobilidade quando comparados com os seus respectivos controles wild-
type (Fig. 19a; = 4,27; p<0,05). Além disso, os camundongos wild-type
intracerebroventricularmente tratados com UFP-101 (10 nmol) exibiram reducao do tempo de
imobilidade quando avaliados no TNF, mas o mesmo tratamento ndo modificou o perfil de
resposta dos camundongos knockout para o receptor NOP (Fig. 19b; F427)=4,55; p<0,05).

Outro dado relevante ¢ que a atividade locomotora espontanea dos camundongos
Swiss tratados com salina foi de 516 * 45 pulsos para um periodo de 10 min, enquanto que
para a imipramina foi de 570 + 79. As diferentes doses de UFP-101 também ndo produziram
nenhuma mudanga significativa na atividade locomotora quando comparados com o grupo
controle (UFP-101 10 nmol: 380 + 60; UFP-101 3 nmol: 410 + 78). Entretanto, a N/OFQ 1
nmol reduziu este pardmetro comportamental para 67 * 24 pulsos por 10 min, embora doses
menores de N/OFQ ndo tenham afetado a atividade locomotora espontdnea. Nenhuma
diferenca na atividade locomotora foi detectada entre camundongos wild-type e knockout para

o receptor NOP (679 + 74 e 750 £ 71 pulsos por 10 min, respectivamente).
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Figura 18 - Efeito da injecdo i.c.v. de UFP-101 (a) e da co-injecdo de N/OFQ (1 nmol) e
UFP-101, nas doses de 3 e 10 nmol, (b) no tempo de imobilidade de camundongos Swiss
submetidos ao teste da natacdo forgada, por um periodo de 5 min. As colunas dos gréficos
representam a média + E.P.M. de 8 a 12 animais.*p<0.05 quando comparado com o grupo
controle (*p<0,05; ANOVA de uma via seguida pelo teste de Dunnett).
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Figura 19 - Registro do comportamento espontineo de camundongos knockout (NOP™) e
wild-type (NOP™™") para o receptor NOP no teste da natacdo forcada (a) e efeito da injegdo
i.c.v. de UFP-101 (10 nmol) no tempo de imobilidade de camundongos NOP™" ¢ NOP"* (b)
submetidos ao teste da natagdo for¢ada por 5 min. As colunas dos graficos representam a
média + E.P.M. de 5 a 7 animais.*p<0,05 quando comparado com o grupo wild-type e
p<0,05 quando comparado com o grupo wild-type salina (teste ¢ de Student para amostras
nao-pareados).
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Avaliacao do efeito da N/OFQ e do UFP-101 no TSC

Objetivando estudar o efeito do UFP-101 em outro teste comportamental utilizado
para avaliar a atividade antidepressiva, verificou-se a acdo deste antagonista do receptor NOP
em camundongos submetidos ao teste da suspensdo pela cauda (TSC).

Primeiramente, padronizou-se as condi¢cdes experimentais do TSC testando
antidepressivos classicos, como a imipramina (15 mg/kg, i.p.) e a desipramina (30 mg/kg,
1.p.), sendo que ambos reduziram o tempo de imobilidade de camundongos, resposta esperada
para drogas antidepressivas (Fig. 20a; = 3,66 e = 2,54; p<0,05 para ambos 0s casos).

A administragdo i.c.v. de N/OFQ (0,01 — 1 nmol) em camundongos ndo modificou
o desempenho comportamental destes animais comparados com o grupo controle (Fig. 20b;
F3.42= 0,41; p>0,05), semelhante ao efeito obtido com a injegdo de N/OFQ em camundongos
submetidos ao TNF. No entanto, o UFP-101 (1, 3 e 10 nmol) reduziu dose-dependentemente
o tempo de imobilidade, mas somente a 10 nmol esta redugao foi estatisticamente diferente do
grupo controle (Fig. 21a; F3 44= 4,35; p< 0,05).

A co-injecdo de N/OFQ 1 nmol preveniu completamente a agdo do UFP-101 10
nmol induzida em camundongos submetidos ao TSC, sugerindo que o receptor NOP também
estd mediando a agdo do UFP-101 no teste de suspensdo pela cauda (Fig. 21b; F330)= 8,82;
p<0,05). Avaliou-se também o comportamento espontaneo de camundongos knockout para o
receptor NOP no TSC e os animais mutantes para o receptor NOP exibiram redu¢@o do tempo
de imobilidade quando comparados com os seus controles wild-type (Fig. 21c; = 3,56;

p<0,05).
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Figura 20 - Efeito da injec¢do i.c.v. de antidepressivos cldssicos, como a imipramina e a
desipramina (a) e da N/OFQ (b) no tempo de imobilidade de camundongos Swiss submetidos
ao teste da suspensdo pela cauda, por um periodo de 5 min. As colunas dos gréficos
representam a média + E.P.M. de 6 a 8 animais.*p<0.05 quando comparado com o grupo
controle (em (a) teste ¢ de Student para amostras ndo-pareadas e em (b) ANOVA de uma via
seguido pelo teste de Dunnett).
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Figura 21 - Efeito da injecdo i.c.v. de UFP-101 (a) e da co-injecdo de N/OFQ (1 nmol) e
UFP-101 (10 nmol) (b) no tempo de imobilidade de camundongos Swiss submetidos ao teste
de suspensdo pela cauda, por um periodo de 5 min. Registro do comportamento espontaneo de
camundongos wild-type (NOP"") e knockout (NOP™) para o receptor NOP no teste da
suspensdo pela cauda (c). As colunas dos graficos representam a média + E.P.M. de 6 a 10
animais.*p<0.05 quando comparado com o grupo controle ou com os camundongos wild-type
(em (a e b) ANOVA de uma via seguido pelo teste de Dunnett e em (c) teste ¢ de Student para
amostras nao-pareadas).
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Avaliacio do efeito antidepressivo do UFP-101 no TNF para ratos

Objetivando estudar o efeito do UFP-101 em outra espécie de roedor, avaliou-se a
atividade do antagonista do receptor NOP, UFP-10, em ratos submetidos ao teste da natagao
forcada (TNF). Inicialmente, padronizou-se as condigdes experimentais testando o efeito da
desipramina (30 mg/kg), uma droga antidepressiva  classica, administrada
intraperitonealmente em ratos e, como mostrado na figura 22a, a DMI reduziu o tempo de
imobilidade e aumentou o tempo de escalada das paredes do cilindro, sem modificar o tempo
de natacdo (= 9,28, = 4,59 e = 0,34, respectivamente, sendo p<0,05 para tempo de
imobilidade e escalada e p>0,05 para o tempo de natagao).

Posteriormente, avaliou-se o efeito da injecao i.c.v. de UFP-101 nas doses de 3 e
10 nmol em ratos e, como descrito na figura 22b, a inje¢do de UFP-101 3 nmol ndo modificou
o comportamento de ratos submetidos ao TNF, porém na dose de 10 nmol, o UFP-101
induziu o mesmo perfil de resposta da desipramina, ou seja, reduziu o tempo de imobilidade e
elevou o tempo de escalada, sugerindo ag¢do do tipo antidepressiva também para ratos
submetidos no TNF (F226= 7,50; F2.26= 8,04 € Fo26= 1,41, respectivamente, sendo p<0,05
para o tempo de imobilidade e escalada e p>0,05 para o tempo de natagdo). A mesma dose do
UFP-101 que induziu modificacdes comportamentais no TNF, ndo alterou a atividade
locomotora espontanea de ratos submetidos a arena, medida através do nimero de

cruzamentos por um periodo de 5 min (salina: 53 + 2; UFP-101 10 nmol: 54 + 9).
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Figura 22 - Efeito do tratamento i.p. com desipramina (DMI; 30 mg/kg) (a) e da injegdo i.c.v.
de UFP-101 nas doses de 3 e 10 nmol (b) no tempo de imobilidade, de natagdo e de escalada
das paredes do cilindro em ratos submetidos ao teste da natagdo forcada. As colunas dos
graficos representam a média = E.P.M. de 6 a 9 animais.*p<0.05 quando comparado com o
grupo controle (em (a) teste # de Student para amostras ndo-pareadas e em (b) ANOVA de
uma via seguido pelo teste de Dunnett).
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Envolvimento do sistema monoaminérgico no efeito do tipo antidepressivo induzido pelo

UFP-101 no TNF

Objetivando estudar a participacdo das monoaminas na atividade do tipo
antidepressiva induzida pelo UFP-101, avaliou-se o efeito da redugdo dos contetdos
neuronais de noradrenalina causada pelo tratamento com a neurotoxina noradrenérgica - DSP-
4 - e da inibi¢do da sintese de serotonina, produzida pela administracdo de PCPA, na agdo do
UFP-101 (10 nmol) em camundongos submetidos ao TNF.

Inicialmente, ¢ interessante destacar que os camundongos pré-tratados com PCPA
e com DSP-4 ndo apresentaram diferenga no tempo de imobilidade quando comparados com
os grupos controles (Fig. 23), além disso, nenhuma alteragdo grosseira do comportamento
destes animais foi observada apds o tratamento com DSP-4 e com PCPA, tais como
emagrecimento ou mortes. A figura 23a mostra o efeito do tratamento com desipramina,
fluoxetina e UFP-101 em camundongos pré-tratados com salina ou DSP-4, enquanto que a
figura 23b mostra o efeito da desipramina, fluoxetina e do UFP-101 em animais pré-tratados
com o PCPA.

No grupo controle, as injegdes de desipramina, fluoxetina e UFP-101 reduziram o
tempo de imobilidade dos camundongos (Fig. 23a e 23b), porém, no grupo pré-tratado com a
neurotoxina noradrenérgica, DSP-4, observou-se que per se este composto nao modificou o
comportamento dos animais, no entanto, preveniu completamente a resposta do tipo
antidepressiva induzida pela desipramina, um inibidor preferencial da recaptacdo de
noradrenalina. A redu¢do do tempo de imobilidade induzida pela fluoxetina e pelo UFP-101,
porém, ndo foram alterados nos camundongos pré-tratados com o DSP-4 (Fig.23a; p<0,05).

Por outro lado, o pré-tratamento com PCPA ndo alterou per se o comportamento
dos animais, nem a atividade do tipo antidepressiva induzida pela desipramina, mas bloqueou
o efeito da fluoxetina, um inibidor seletivo da recaptacdo de serotonina, e preveniu
parcialmente a redu¢do do tempo de imobilidade induzida pelo UFP-101 em camundongos no

TNF (Fig.23b; p<0,05).
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Figura 23 - Influéncia do pré-tratamento com salina, PCPA (a) ou DSP-4 (b) no efeito do tipo
antidepressivo induzido pela fluoxetina, desipramina (ambos a 30 mg/kg, i.p.) ou UFP-101
(10 nmol, i.c.v.) em camundongos Swiss submetidos ao teste da natacdo for¢ada. Os dados
mostrados sdo relativos ao tempo de imobilidade registrados em uma sessdo de 5 min e
representam a média + E.P.M. de 8 — 12 animais. *p<0.05 quando comparado com o grupo
salina correspondente (ANOV A de duas vias seguido do teste de Duncan).
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DISCUSSAO

O presente trabalho estudou os efeitos comportamentais de dois peptideos,
nociceptina/orfanina FQ (N/OFQ) e nocistatina (NST), originados do mesmo precursor, a
ppN/OFQ, em modelos experimentais de ansiedade, como o labirinto em cruz elevado, e de
depressio, tais como o teste da natacio forcada e o da suspensdo pela cauda. E importante
lembrar que estes modelos animais sdo validados e amplamente utilizados para predizer o
efeito de novas moléculas em relacdo a ag¢do na ansiedade e na depressdo experimental
(LISTER, 1987; PORSOLT et al., 1977; PORSOLT et al., 1978; STERU et al., 1985).

Na primeira parte deste trabalho, denotou-se a participacdo dos peptideos N/OFQ e
NST na modulagdo da ansiedade experimental. A administragcdo i.c.v. de NST e do seu
fragmento C-terminal (NST-C6) induziu agdo do tipo ansiogénica em camundongos,
mostrado através da reducdo dos pardmetros de exploragdo dos espagos abertos do LCE. Ao
contrario, a N/OFQ quando injetada em camundongos induziu agdo do tipo ansiolitica, pois
aumentou a exploracdo dos bragos abertos. Além disso, a co-administracdo de NST, NST-C6
ou UFP-101, antagonista do receptor NOP, bloqueou o efeito do tipo ansiolitico induzido pela
inje¢do central de N/OFQ, agonista do receptor NOP, em camundongos submetidos ao LCE.

Devido a grande semelhanga estrutural, a N/OFQ e o receptor NOP sdo
considerados novos membros da familia dos peptideos opidides, sendo que a ativagdo deste
novo sistema peptidérgico estimula mecanisticamente as mesmas vias intracelulares dos
opidides, o que poderia sugerir uma similaridade de respostas farmacolégicas. Em relagdo a
ansiedade, alguns estudos relatam o envolvimento dos peptideos opidides com esta patologia
do sistema nervoso central. KANG e colaboradores (1999) mostraram que um aumento na
expressao de pré-proencefalina, o precursor dos agonistas endogenos para o receptor , na
amigdala de ratos produz um comportamento do tipo ansiolitico. Em concordancia com estes
dados, camundongos knockout para a pré-proencefalina e animais mutantes para o receptor O
apresentam o fenotipo ansiogénico (FILLIOL et al., 2000; KONIG et al., 1996). Além disso,
a ativagao dos receptores K-opioide, induzida por andlogos da dinorfina, também reduzem a
ansiedade experimental (TSUDA et al., 1996).

Como as encefalinas e os agonistas do receptor K-opidide, a N/OFQ, agindo no
receptor NOP, também reduz a ansiedade experimental. Dois anos ap6s a descoberta deste

peptideo, Jenck e colaboradores (1997) relataram um efeito do tipo ansiolitico induzido pela
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N/OFQ em ratos avaliados em diversos modelos de ansiedade, como o teste da caixa claro-
escuro e o labirinto em cruz elevado e, posteriormente, estes dados foram confirmados pelo
mesmo grupo (JENCK et al., 2000) para um agonista sintético do receptor NOP, o Ro64-
6198. Em acordo com a literatura, os dados apresentados neste trabalho, também corroboram
o efeito do tipo ansiolitico produzido pela N/OFQ, sendo que, pela primeira vez, este efeito
foi caracterizado em camundongos.

Por outro lado, os primeiros relatos de atividade farmacoldgica da NST surgiram
em 1998 e, até hoje, poucos estudos enfocam os efeitos deste peptideo, devido ao fato do seu
receptor ainda ndo ter sido identificado. Atualmente, a maioria dos efeitos descrita para NST ¢é
devido a um provavel antagonismo da resposta a N/OFQ, pois a NST, apesar de ndo se ligar
ao receptor NOP, age como um antagonista funcional da N/OFQ (OKUDA-ASHITAKA et
al., 1998). Diversos estudos, incluindo o presente trabalho, tém mostrado que as respostas
farmacologicas da N/OFQ sdo revertidas pela NST, tais como a nocicep¢do em diversas
condigoes experimentais (NAKANO et al., 2000; OKUDA-ASHITAKA et al, 1998;
YAMAMOTO e SAKASHITA, 1999), a inibicdo da resposta analgésica induzida pela
morfina (ZHAO et al., 1999), o prejuizo de memoria (HIRAMATSU e INOUE, 1999), o
aumento da ingestdo alimentar (OLSZEWSKI et al., 2000) e a liberagdo de glutamato
(NICOL et al., 1998), sendo que este bloqueio decorrente da associagdo entre NST e N/OFQ
se deve provavelmente a um antagonismo fisiologico, visto que OKUDA-ASHITAKA e
colaboradores (1998) mostraram que a NST ndo se liga no mesmo receptor da N/OFQ.
Poucos estudos, porém, relatam os efeitos da NST per se, sendo que a maioria enfoca
processos nociceptivos (NAKAGAWA et al., 1999; NAKANO et al., 2000; INOUE et al.,
2003).

Os resultados do presente estudo mostram, pela primeira vez, que a NST ¢ um
peptideo com potente efeito ansiogénico em camundongos. Além disso, a NST-C6, um
fragmento da NST, composto por uma seqiiéncia de aminoacidos que ¢ completamente
conservada nas diversas isoformas de NST de todas as espécies estudadas (OKUDA-
ASHITAKA e ITO, 2000), compartilha das mesmas propriedades do peptideo bovino integro
no LCE.

No entanto, ¢ importante mencionar que o presente estudo foi obtido usando a
NST de origem bovina, composta por 17 residuos de aminoacidos, e que difere do peptideo
murino que possui 41 aminodcidos na sua cadeia. Deste modo, ndo pode ser descartada a
possibilidade de a NST murina apresentar uma propriedade biologica distinta em

camundongos e¢ que a isoforma bovina ndo compartilhe desta ag¢do. Entretanto, Okuda-
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Ashitaka e colaboradores (1998) mostraram haver uma equipoténcia da resposta entre a NST
murina e a bovina na inibicdo da alodinia induzida pela N/OFQ e prostaglandina E,. Aliado
aos resultados do presente trabalho, onde o efeito ansiogénico da NST foi mimetizado pelo
efeito da NST-C6, cuja seqiiéncia ¢ completamente conservada nas diferentes isoformas de
NST, estes estudos argumentam contra uma possivel diferenca na bioatividade entre a NST
murina e a bovina. Além disso, os resultados apresentados neste estudo mostram que a fragao
C-terminal da NST foi um pouco mais potente que o peptideo integro, quando avaliada em
camundongos no LCE, o que pode ser devido a maior acessibilidade que o fragmento C-
terminal possui em relacdo a NST em se ligar ao seu sitio de agao.

Esses efeitos moduladores da ansiedade experimental produzidos pela
administracdo central de NST, NST-C6 e N/OFQ parecem ser especificos, pois estes
peptideos ndo modificaram a atividade locomotora dos animais nas doses que causaram seu
efeito maximo comparado aos animais do grupo controle. Apenas as doses maiores que 1
nmol de N/OFQ reduziram significativamente a coordena¢do motora, estando este dado de
acordo com a literatura (REINSCHEID et al, 1995; RIZZI et al., 2001). Além disso, a
inje¢do central de altas doses de N/OFQ (maiores que 1 nmol) induziu hipotermia nos
animais, fato este também foi relatado por CHEN e colaboradores (2001) e poderia estar
levando ao prejuizo da coordenacdo motora apresentado pelos animais tratados com N/OFQ
em doses superiores a 1 nmol.

E interessante salientar que as curvas dose-resposta do efeito ansiogénico e
ansiolitico da NST (NST-C6) e da N/OFQ s3o em forma de U e de sino, respectivamente.
Diversos estudos descreveram curvas dose-resposta nestes formatos anteriormente citados
para a NST (OKUDA-ASHITAKA et al., 1998; ZHAO, et al., 1999) e para a N/OFQ
(JENCK et al., 1997), sendo que curvas em forma de sino também foram relatadas para o
efeito ansiolitico da N/OFQ em ratos submetidos ao LCE e ao teste da caixa claro-escuro
(JENCK et al., 1997).

Esta forma de curva dose-resposta ¢ comum para peptideos e em doses baixas a
curva tem uma caracteristica de dose-resposta comum a todas as substincias com agdo
farmacologica, enquanto que em doses altas, a curva ndo se apresenta na forma de um plato,
pois ocorre reducdo decrescente da resposta farmacologica, sendo que a explicacdo para este
fendmeno pode ser devido aos peptideos estarem co-localizados a outros neurotransmissores
e, deste modo, dependendo da dose de N/OFQ injetada ocorre a liberacdo de outros
neurotransmissores que também estdo envolvidos na ansiedade (HOKFELT et al, 2003).

Além disso, outros fatores poderiam explicar as curvas em forma de U e de sino para os
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peptideos, tais como a perda de seletividade da resposta ao peptideo, a ativacdo de outros
receptores (HOKFELT et al., 2000), ou até mesmo, devido a dessensibilizagdo do receptor
alvo, fendmeno este ja relatado para o receptor da N/OFQ (CHENG et al., 1997).

O presente estudo também mostrou que a NST e NST-C6 induzem efeito
ansiogénico que foi mantido até 15 min apds a administracdo destes peptideos e somente
depois de 30 min da inje¢cdo que ocorre a perda do efeito farmacolégico. No entanto, para a
N/OFQ apenas nos primeiros 5 min apos a injecdo i.c.v. que o efeito ansiolitico foi visto,
sendo que a 15 ou 30 min do tratamento central este efeito ja foi abolido.

As doses efetivas maximas de NST (1 pmol) e NST-C6 (0,1 pmol) que induzem
efeito ansiogénico foram 10 a 100 vezes menores do que a dose de N/OFQ (10 pmol) que
produziu efeito ansiolitico maximo. Além disso, convém refor¢ar que os efeitos
comportamentais da NST e NST-C6 sdo mais duradouros quando comparados aos da N/OFQ
e, deste modo, ¢ interessante notar que como ambos sdo derivados do mesmo precursor, a
ppN/OFQ, a modulacdo da ansiedade pode ser dependente da biodisponibilidade, o que inclui
a formacdo e a degradacdo de cada um destes peptideos em areas cerebrais especificas.

Um outro ponto importante a ser mencionado ¢ sobre o processamento da
ppN/OFQ, que pouco se sabe deste processo, além do fato do pro-hormonio convertase 2 ter
uma fun¢do importante na formacao da N/OFQ. Extratos hipotaldmicos e amigdaloides de
camundongos knockout desta proteina apresentam um déficit nos niveis de N/OFQ de,
aproximadamente, 10 a 30 % comparado com o grupo controle (ALLEN et al., 2001). Além
disso, enquanto a ppN/OFQ nio ¢ detectavel em extratos de hipotdlamo de animais controle,
os camundongos deficientes do pro-hormonio convertase 2 apresentam acimulo de ppN/OFQ
(ALLEN et al., 2001).

Por outro lado, as evidéncias genéticas do papel fisiologico dos derivados da
ppN/OFQ na ansiedade sdo controversas, pois camundongos knockout para a ppN/OFQ
apresentam niveis de ansiedade aumentados quando expostos a novos ambientes e prejuizo na
adaptacdo ao estresse repetido (KOSTER et al., 1999). No entanto, animais knockout para o
receptor NOP ndo apresentam qualquer diferenca comportamental no LCE, quando
comparados ao grupo wild-type (MAMIYA et al., 1998). Diversas razdes poderiam explicar
esta discrepancia dos dados, incluindo uma possivel contribuicdo de outros derivados da
ppN/OFQ (como a N/OFQII) que poderiam estar modulando a ansiedade. Uma outra hipdtese
seria da mediacdo do efeito ansiolitico da N/OFQ ser feita via um receptor ainda nao
caracterizado farmacologicamente, além disso, diferencas genéticas entre as linhagens de

animais knockout poderiam estar influenciando estas respostas contrastantes.
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Um achado importante do nosso trabalho, além da verificacdo do efeito do tipo
ansiogénico da NST e do seu fragmento C-terminal foi, que nenhum estudo anterior mostrou,
que a agdo do tipo ansiolitica da N/OFQ decorre da ativagao do receptor NOP, pelo fato de o
UFP-101, um antagonista NOP seletivo (CALO et al., 2002), bloquear o efeito da N/OFQ no
LCE, sugerindo que o receptor NOP estd mediando a ac¢do do tipo ansiolitica da N/OFQ. O
UFP-101, no entanto, ndo modificou significativamente per se a resposta comportamental de
camundongos submetidos no LCE, o que esta de acordo com os dados obtidos de estudos com
animais knockout para o receptor NOP, visto que estes ndo apresentam alteracdo espontinea
do comportamento quando comparados aos controles wild-type no LCE (MAMIYA et al.,
1998).

O mecanismo de acdo do efeito ansiolitico e ansiogénico induzido pela N/OFQ e
NST (NST-C6), respectivamente, ainda ndo ¢ conhecido. A capacidade dos dois peptideos em
modular a ansiedade correlaciona-se bem com estudos histoquimicos e autoradiograficos, que
mostram niveis elevados da expressio dos peptideos ppN/OFQ, NST, N/OFQ e receptor NOP
em diversas areas do cérebro relacionadas com o controle da emocionalidade (DARLAND et
al., 1998). A este respeito, estudos utilizando a técnica de hibridizagdo in situ para o RNAm
da ppN/OFQ no cérebro de camundongos revelou particularmente intensa marcacdo de
neuronios do septo lateral, septohipocampal, nucleo central da amigdala e hipocampo (BOOM
et al., 1999; KOSTER, et al., 1999).

Em particular, quanto ao efeito ansiolitico da N/OFQ, além de haver uma
importante expressao deste peptideo e do seu receptor em areas do sistema limbico envolvidas
com a modulagdo da ansiedade (DARLAND et al., 1998), outros estudos tém relatado o
envolvimento da N/OFQ na modulacdo da liberagdo e transmissdo da serotonina ¢ do GABA
no sistema nervoso central, cujos neurotransmissores desempenham um papel fundamental na
patologia da ansiedade (SINISCALCHI et al., 1999; MEIS e PAPE, 2001; MARTI et al.,
2003).

Estudos relatam que a N/OFQ inibe a liberagdo de neurotransmissores em varias
preparacdes, devido a reducdo da excitabilidade neuronal pré-sinaptica (CALO et al., 2000).
Entretanto, Sbrenna e colaboradores (1999) mostraram que o efluxo de GABA nio foi afetado
pela N/OFQ avaliado em preparacdes de sinaptossomas de ratos. Pouco se sabe, porém, sobre
a influéncia da N/OFQ nas correntes pods-sindpticas, mas estudos relataram que a N/OFQ
reduziu as correntes inibitorias pds-sinapticas GABAérgicas em 49 % e em 48 % nos
neuronios da substancia cinzenta periaquedutal e da amigdala lateral de ratos, respectivamente

(VAUGHAN et al., 1997, MEIS e PAPE, 2001). Varios estudos tém mostrado o
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envolvimento do complexo amigdaldide e da substancia cinzenta periaquedutal na mediagdo
das emocgdes, especialmente da ansiedade (FENDT e FANSELOW, 1999; MILLAN, 2003).
Além disso, niveis relativamente altos de N/OFQ, seu precursor ¢ do receptor NOP sdo
encontrados nestes areas cerebrais (SHIMOHIRA et al., 1997; SIM e CHILDERS, 1997,
NEAL et al., 1999a ¢ b).

Visando estudar a participacdo do sistema GABA¢rgico na agdo da N/OFQ e NST
na modulagdo da ansiedade experimental, avaliou-se a resposta decorrente da interagdo entre
estes peptideos e ligantes de diferentes sitios do receptor GABAA. Em relagdo a N/OFQ, o
pré-tratamento com flumazenil (1 mg/kg, i.p.), um antagonista do sitio benzodiazepinico,
preveniu a resposta ansiolitica induzida por este peptideo, sugerindo que o mecanismo de
acdo para esta resposta possa envolver diretamente a participagdo do sistema GABAérgico e,
em especial, do sitio benzodiazepinico. No entanto, o pré-tratamento i.p. com B-CCE (5
mg/kg), um agonista inverso do sitio benzodiazepinico, impediu o efeito ansiolitico da
administracdo central de N/OFQ (10 pmol). Por outro lado, o pré-tratamento com
pentilenotetrazol (PTZ; 20 mg/kg, i.p.), um antagonista GABAA do sitio da picrotoxina,
modificou apenas alguns parametros da resposta ansiolitica induzida pela inje¢cdo de N/OFQ,
além de reduziu a atividade locomotora do camundongo no LCE, sendo este efeito semelhante
ao do diazepam. O bloqueio da resposta ansiolitica da N/OFQ através da co-inje¢cdo com o
flumazenil reforcam a hipotese de que a N/OFQ possa estar modulando o sistema
GABA¢érgico, no entanto, os dados da co-inje¢cao de PTZ ou B-CCE e N/OFQ podem sugerir
que a N/OFQ esteja agindo diretamente em um dos varios sitios do complexo GABA,, ou que
as doses de B-CCE e PTZ utilizadas ndo eram apropriadas para contrabalangar o efeito da
N/OFQ.

Quanto a NST, na espinha dorsal de ratos este peptideo suprime a transmissao
sinaptica inibitoria mediada pelos receptores GABAérgicos e glicinérgicos (ZEILHOFER et
al., 2000). Por outro lado, esta acdo da NST ndo parece ser refletida no sistema nervoso
central, onde este peptideo ndo produziu efeito na corrente sindptica e nas propriedades de
membrana dos neuronios GABAérgicos do nucleo lateral da amigdala (MEIS e PAPE, 2001).
Semelhante a estes fatos, a NST também ndo afetou as propriedades de membrana dos
neurdnios noradrenérgicos do locus coeruleus (CONNOR et al., 1999).

Em relacdio a NST-C6, o pré-tratamento com flumazenil (1 mg/kg, i.p.) ndo
modificou o efeito do tipo ansiogénico deste peptideo no LCE. Por outro lado, o diazepam
(0,25 mg/kg, i.p.) bloqueou a resposta induzida pela NST-C6 (0,1 pmol) e o pré-tratamento

com PTZ (20 mg/kg, i.p.) potencializou a ac¢do do tipo ansiogénica produzida por uma dose
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sub-maxima de NST-C6 (0,01 pmol), sugerindo que a resposta decorrente da interagdo do
PTZ e do DZP com a NST ¢ fruto de um sinergismo fisioldgico, porém devido a falta de
informagdo sobre o receptor pelo qual a NST se liga, ndo se pode descartar a interacdo
farmacologica destes sistemas.

Na verdade, diversas drogas podem interagir nos diversos sitios do receptor
GABA e produzir modificagdo alostérica do influxo de CI ativado pelo GABA, tais como os
benzodiazepinicos, o PTZ e a B-CCE (SIEGHART, 1992; KORPI et al., 2002). Entretanto
existe uma heterogeneidade de receptores GABA, e, no minimo, 15 subunidades diferentes ja
foram identificadas, sendo que estas podem se combinar de varias maneiras para formar os
diferentes subtipos de receptor GABA (WHITING, 2003). Deste modo, os peptideos N/OFQ
e NST podem estar interagindo e/ou modulando algumas destas subunidades que formam o
complexo GABA,, como a subunidade 0, que se encontra envolvida com as respostas de
ansiedade de camundongos (WHITING, 2003) .

Como esperado neste estudo, o flumazenil (FMZ) reverteu o efeito ansiolitico do
diazepam (DALVI e RODGERS, 1999), mas ndo apresenta efeito per se como descrito na
literatura (PRZEGALINSKI et al., 2000; DALVI e RODGERS, 1999), pois o FMZ age no
sitio benzodiazepinico como um antagonista com pouca ou nenhuma eficicia intrinseca
(HAEFELY, 1990), o que sugere que o bloqueio da resposta ansiolitica da N/OFQ produzido
pela co-injecdo com FMZ, ou a falta dele em relacdo ao efeito ansiogénico da NST-C6 ndo
foi devido ao sinergismo de acdo entre o FMZ e a N/OFQ ou a NST-C6. Além disso, ndo ha
nenhuma indicagdo que mostre a afinidade do FMZ pelo receptor NOP, mas ¢ interessante
destacar que o FMZ previne o efeito ansiolitico de drogas que ndo agem diretamente no
receptor GABA,, como agonistas do receptor 5-HT;s, antagonistas 5-HT, e também
antagonistas CCK (NAGATANI et al., 1991; CHOPIN e BRILEY, 1993), o que poderia
indicar que a modulagdo do sistema GABA¢érgico pode ser feita ndo s6 diretamente através
da atuacdo no sistema de receptores, mas também indiretamente através de uma via
descendente comum que module a ansiedade e que inclua o sitio benzodiazepinico do
receptor GABAA.

Resumindo, este estudo confirmou um efeito do tipo ansiolitico para a N/OFQ e
demonstrou um potente efeito ansiogénico para a NST e para o seu fragmento em
camundongos no LCE. Como a NST e a N/OFQ sao derivadas da ppN/OFQ, estes dados
sugerem fortemente que os niveis de ansiedade em camundongos podem ser modulados, em
direcdes opostas, dependendo de como o precursor ¢ processado ou de qual dos dois sistemas

¢ o mais relevante. O efeito do tipo ansiolitico da N/OFQ se deve a interagdo com o receptor
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NOP e parece haver uma possivel interacdo entre a N/OFQ, mas ndo entre a NST e o sistema
GABA¢érgico.

Assim como na ansiedade, poucos estudos relatam o envolvimento dos peptideos
opidides na depressdo, sendo que inibidores do metabolismo das encefalinas (KITA et al.,
1997), agonistas endogenos do receptor d-opidide como a Met-encefalina e a Leu-encefalina
(TEJEDOR-REAL et al., 1995) e antagonistas do receptor K-opidide induziram uma acao do
tipo antidepressiva (MAGUE et al, 2003). De maneira complementar, camundongos
knockout para o receptor d-opidide apresentam um perfil depressivo, enquanto que a falta do
receptor K-opioide ndo modificou o perfil comportamental de camundongos comparados com
os controles (FILLIOL et al., 2000). A este respeito, o presente estudo também mostra
claramente o envolvimento do sistema N/OFQ — receptor NOP na depressdo, reforcado
através de evidéncias farmacologicas e genéticas. Como descrito, a administragdo i.c.v. de
UFP-101, um antagonista seletivo do receptor NOP, e a avaliacdo do perfil comportamental
de camundongos knockout para o receptor NOP, formam um conjunto de dados
complementares que corroboram um efeito do tipo antidepressivo pelo bloqueio da ativacao
do receptor NOP.

Recentemente, Calo e colaboradores (2002) publicaram um estudo sobre as agdes
do UFP-101 mostrando que esta molécula de natureza peptidica age como um antagonista
puro, competitivo e altamente seletivo para o receptor NOP. O efeito do tipo antidepressivo
produzido pela administracdo i.c.v. de UFP-101 no teste da natagdo for¢ada estd, portanto, de
acordo com um estudo publicado recentemente, onde dois antagonistas seletivos para o
receptor NOP, um peptidico ([Nphe'IN/OFQ(1-13)NH>) e outro ndo-peptidico (J-113397),
induziram um efeito do tipo antidepressivo em camundongos avaliados no mesmo paradigma
experimental (REDROBE et al., 2002).

Por outro lado, a N/OFQ e a NST ndo modificaram o tempo de imobilidade na
natagdo forcada, porém, a N/OFQ reverteu a acdo do tipo antidepressiva induzida pelo UFP-
101, denotando o envolvimento do receptor NOP na mediacdo da atividade do tipo
antidepressiva do UFP-101. E importante salientar que a razdo agonista/antagonista necesséria
para reverter parcialmente (1/10) ou prevenir completamente (1/3) o efeito do UFP-101 feito
pela N/OFQ, foi a mesma requerida pelo UFP-101 para prevenir completamente ou
parcialmente a agdo da N/OFQ 1 nmol na atividade locomotora (CALO et al., 2002).

Sabemos, entretanto que alguns resultados falso-positivos com certas substancias

que ndo possuem uma agdo antidepressiva foram descritos para o teste da natacdo forcada
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(LUCKI, 1997; CRYAN et al., 2002). Os dados obtidos, porém, com os animais knockout
para o receptor NOP descartam essa possibilidade, visto que os camundongos wild-type que
possuem uma heranca genética diferente dos Swiss, utilizados para os estudos iniciais de
avaliagdo das curvas dose-resposta, foram igualmente responsivos a redu¢do do tempo de
imobilidade apos o tratamento com UFP-101. Além disso, camundongos knockout para o
receptor NOP apresentam reducdo no tempo de imobilidade quando comparados com os wild-
type, sendo que o tempo de imobilidade para os camundongos wild-type tratados com UFP-
101 foi muito proximo ao dos knockout tratados com salina. Por ultimo, o UFP-101 foi
inativo em animais knockout para o receptor NOP. Existe, porém, um viés nestes dados
devido a diferenca na linha de base do tempo de imobilidade entre os camundongos knockout
e os wild-type, o que poderia estar prejudicando a visualiza¢do de um provavel efeito induzido
pelo UFP-101 nos camundongos knockout para o receptor NOP, visto que a linha de base para
o tempo de imobilidade dos animais mutantes ¢ bastante baixa.

A atividade do tipo antidepressiva do UFP-101 foi avaliada em outro teste
comportamental utilizado para prever acdo de drogas antidepressivas, o teste de suspensio
pela cauda. Neste teste, os resultados obtidos foram similares aqueles obtidos do TNF, isto €,
os camundongos tratados com UFP-101 apresentaram perfil do tipo antidepressivo, sendo que
a N/OFQ per se nao modificou a resposta dos animais quando comparados com os controles,
porém reverteu a agdo do tipo antidepressiva induzida pelo UFP-101, sugerindo que o
receptor NOP também estd mediando a resposta induzida pelo antagonista NOP no TSC.
Além disso, do mesmo modo que no TNF, os camundongos mutantes para o receptor NOP,
apresentaram um fenotipo antidepressivo quando submetidos ao TSC.

De modo a fortalecer a hipotese de que o bloqueio do receptor NOP induz a¢do do
tipo antidepressiva, avaliou-se a resposta do UFP-101 em outra espécie, utilizando o teste da
natacdo forcada para ratos. Neste paradigma, o UFP-101 na dose de 10 pmol produziu o
mesmo perfil de resposta da desipramina, indicando que este antagonista NOP também induz
acdo do tipo antidepressiva em ratos. Além disso, como proposto por Detke e colaboradores
(1995), o padrao de resposta exibido pelo UFP-101 no TNF para ratos foi semelhante ao de
farmacos antidepressivos noradrenérgicos, isto porque o UFP-101 reduziu o tempo de
imobilidade e elevou o de escalada, sem modificar o tempo de natagdo, como ocorre para a
desipramina. Por outro lado, farmacos antidepressivos serotonérgicos, como a fluoxetina,
apresentam reducdo do tempo de imobilidade e aumento do tempo de natagdo, sem, no

entanto, alterar o tempo de escalada das paredes do cilindro.
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Os dados obtidos em camundongos, com o TNF e o TSC, e em ratos submetidos
ao TNF indicam claramente que o efeito do tipo antidepressivo induzido por antagonistas do
receptor NOP ¢ um fendmeno consistente que se mantém em diferentes espécies (ratos e
camundongos) e em diferentes testes experimentais utilizados para avaliar atividade
antidepressiva (TNF e TSC).

Atualmente, nenhuma informag@o objetiva esta disponivel a respeito do provavel
mecanismo de agdo pelo qual antagonistas do receptor NOP produzem este efeito do tipo
antidepressivo. No entanto, a N/OFQ modula a liberagdo de diversos neurotransmissores
(SCHLICKER e MORARI, 2000), em particular, a N/OFQ ao agir sobre os receptores NOP
do cortex cerebral, inibe a liberacdo de noradrenalina e serotonina em preparagdes de
sinaptossomas e de fatias de cérebro (ROMINGER et al., 2002; SBRENNA et al., 2000;
SCHLICKER et al., 1998; SINISCALCHI et al., 1999; SINISCALCHI et al., 2002). Por
outro lado, estudos tém mostrado que antagonistas dos receptores NOP, incluindo o UFP-101,
revertem a inibicdo da liberacdo de noradrenalina e de serotonina em preparacdes de
sinaptossomas (CALO et al., 2002; MARTI et al., 2003). Além disso, a N/OFQ agindo em
receptores NOP localizados na pré-sinapse inibe a atividade de neurdnios noradrenérgicos do
locus coeruleus (CONNOR et al., 1996) e serotonérgicos do niicleo dorsal da rafe de ratos
(VAUGHAN e CHRISTIE, 1996), devido a um aumento nas correntes de K', conduzindo &
hiperpolarizagdo da célula. Estes efeitos sdo revertidos pelo UFP-101, tanto em neurdnios
noradrenérgicos quanto em serotonérgicos, do locus coeruleus e do nucleo dorsal da rafe,
respectivamente (GAVIOLI et al., 2003).

No presente estudo foram obtidos resultados preliminares a respeito do
envolvimento do sistema monoaminérgico na acdo do UFP-101 no teste da natacdo forcada.
Em acordo com a literatura, o pré-tratamento com PCPA, um inibidor da sintese de
serotonina, ndo modificou per se o tempo de imobilidade dos animais comparado ao grupo
controle (PAGE et al., 1999), nem daqueles tratados com desipramina, mas preveniu
completamente a acdo induzida pela fluoxetina, um inibidor seletivo da recaptacdo de
serotonina. Além disso, o efeito do tipo antidepressivo do UFP-101 foi também parcialmente
reduzido em animais tratados com PCPA.

Por outro lado, o pré-tratamento com DSP-4, uma neurotoxina noradrenérgica, nao
alterou per se o perfil de resposta dos animais co-tratados com salina, mas preveniu
completamente a acdo antidepressiva da desipramina, um inibidor seletivo da recaptacdo de
serotonina (confirmando outros estudos, DANYSZ et al., 1986), sem, no entanto, modificar a

resposta da fluoxetina e do UFP-101.
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Conjuntamente, estas séries de experimentos sugerem que o sistema serotonérgico
esta fortemente envolvido no efeito do tipo antidepressivo induzido pelos antagonistas do
receptor NOP, em particular pelo UFP-101. Isso também pode ser visto pela habilidade em
prevenir as acdes inibitorias da N/OFQ na atividade do nucleo dorsal da rafe e/ou nas
projecdes terminais destes neurdnios no cortex cerebral (MARTI et al., 2003; GAVIOLI et
al., 2003). Entretanto, ndo se pode descartar o envolvimento das vias noradrenérgicas na acao
do tipo antidepressiva induzida por antagonistas do receptor NOP, ao menos em ratos, visto
que o padrdo de resposta do UFP-101 nesta espécie foi muito similar aos de drogas que atuam
inibindo a recaptacdo de noradrenalina (DETKE ef al, 1995). Além disso, Danysz e
colaboradores (1986) relataram que o DSP-4 previne os efeitos da desipramina, mas nao
aqueles produzidos pela reboxetina, um inibidor seletivo da recaptacdo de noradrenalina
(CRYAN et al., 2002), o que poderia também estar ocorrendo em camundongos tratados com
DSP-4 e UFP-101. Assim, pode ser proposto que os antagonistas do receptor NOP produzem
seus efeitos antidepressivos por prevenirem seletivamente as agdes inibitdrias da N/OFQ nos
sistemas noradrenérgicos e serotonérgicos, aumentando a transmissao destes dois sistemas.

Os resultados apresentados neste tese mostram a participa¢ao do sistema N/OFQ —
receptor NOP na regulacdo da ansiedade e da depressdo experimental, enfocando
particularmente que a ativacdo do receptor NOP estaria envolvida na reducdo da ansiedade,
enquanto que o bloqueio deste receptor produz uma ag¢do do tipo antidepressiva. Estudos
bioquimicos tém mostrado que a N/OFQ interage com as monoaminas, especialmente
inibindo a liberagdo destes neurotransmissores e ativando os neurOnios pos-sindpticos
monoaminérgicos, enquanto antagonistas do receptor NOP bloqueiam estas acdes da N/OFQ.
Através de estudos comportamentais mostramos que o sistema GABAérgico parece estar
mediando o efeito ansiolitico induzido pela N/OFQ, enquanto que para a depressdao
experimental, o sistema serotonérgico parece estar mediando este efeito antidepressivo
induzido pelos antagonistas do receptor NOP.

Atualmente, no tratamento farmacolégico da ansiedade e da depressdo ha uma
predominancia de drogas que atuam diretamente nos sistemas de neurotransmissao
monoaminérgico e GABAérgico e, tanto a redugdo da transmissdo monoaminérgica,
especialmente da serotonina, produzida por farmacos utilizados para o tratamento da
ansiedade, tais como os antagonistas 5-HT e agonistas de receptores pré-sinapticos 5-HT,
quanto o aumento da resposta monoaminérgica, amplamente utilizado na clinica para o
tratamento da depressdo, como os inibidores da recaptacdo de monoaminas, podem ser

modulados pelo sistema N/OFQ-receptor NOP, o que garante uma resposta farmacoldgica
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qualitativamente similar, mas mecanisticamente distintas dos classicos ansioliticos e
antidepressivos disponiveis na clinica.

Novas estratégias para o tratamento das psicopatologias sdo requeridas, devido aos
efeitos colaterais oriundos do uso dos farmacos disponiveis, € os neuropeptideos sdo alvos
terapéuticos bastante atrativos para o desenvolvimento de novas drogas, o que candidata o
sistema N/OFQ-receptor NOP como um novo alvo terapéutico para o tratamento da ansiedade

e da depressao.
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CONCLUSAO

Os nossos resultados mostram que a NST, derivada da ppN/OFQ, induz efeito do
tipo ansiogénico em camundongos submetidos ao LCE e um perfil de resposta semelhante foi
obtido com o seu fragmento C-terminal. Por outro lado, a N/OFQ que ¢ também derivada da
ppN/OFQ, induz efeito oposto, ou seja, a N/OFQ leva a um efeito do tipo ansiolitico, que foi
bloqueado pelo UFP-101, um antagonista do receptor NOP, sendo que sozinho o UFP-101
nao alterou o desempenho comportamental dos animais, indicando que este receptor esta
mediando a redug¢do da ansiedade induzida pela N/OFQ no LCE. Além disso, como
amplamente descrito na literatura, a NST e a NST-C6 antagonizaram o efeito do tipo
ansiolitico da N/OFQ, porém devido ao fato de a NST ndo atuar no mesmo receptor da
N/OFQ, acredita-se que este antagonismo seja fisiologico.

Outro fato que merece destaque € que o efeito ansiogénico da NST e da NST-C6,
além de ser mais potente que o da N/OFQ, ¢ mais duradouro, porém como ambas sdo
oriundas do mesmo precursor, sugere-se que os peptideos derivados da ppN/OFQ posssam
modular a ansiedade em dire¢des opostas, o que vai depender de como o precursor ¢
processado ou de qual dos dois sistemas ¢ o mais relevante num determinado momento.

Neste estudo mostramos que o mecanismo pelo qual a N/OFQ induz efeito
ansiolitico no LCE envolve, provavelmente, uma interagdo entre este peptideo e o sistema
GABA¢érgico, em especial, o sitio benzodiazepinico do receptor GABA,, mas o mesmo nao
parece acontecer para a NST, o que merece ser melhor investigado.

Na depressdo experimental, vimos que o bloqueio do receptor NOP, tanto
farmacologico (feito pelo tratamento com um antagonista do receptor NOP, o UFP-101)
quanto genético (verificado em animais mutantes para o receptor NOP), induziu efeito do tipo
antidepressivo avaliado em varios testes comportamentais validados e amplamente utilizados
para estudar atividade antidepressiva, como o teste da natagdo forgada e o teste de suspensdo
pela cauda. Por outro lado, a N/OFQ per se ndo modificou os pardmetros comportamentais no
TNF e TSC, mas bloqueou o efeito do UFP-101 em ambos os testes. O efeito do tipo
antidepressivo induzido por antagonistas NOP em camundongos, também foi observado em
ratos, o que reforca a importancia do sistema N/OFQ-receptor NOP na modulagdo da
depressao experimental.

Objetivando estudar o mecanismo pelo qual os antagonistas NOP induzem efeito

antidepressivo, avaliamos a participacdo das monoaminas na mediacdo do efeito induzido
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pelo UFP-101. De acordo com os resultados obtidos, podemos concluir que a serotonina
exerce papel importante na mediagdo deste efeito, pois o tratamento com o inibidor da sintese
de serotonina PCPA bloqueou parcialmente o efeito do UFP-101 no teste da natagdo forcada,
enquanto que a neurotoxina noradrenérgica DSP-4 ndo modificou o efeito do tipo
antidepressivo do UFP-101. Nao se pode, porém, descartar o envolvimento da noradrenalina
na atividade dos antagonistas NOP, especialmente em ratos, pois a inje¢do i.c.v. de UFP-101
nestes animais induziu padrao de resposta comportamental semelhante a drogas bloqueadoras
da recaptacdo de noradrenalina, além disso, evidéncias bioquimicas da literatura mostram que
a inibicdo da liberacdo de noradrenalina e da transmissdo noradrenérgica induzida pela
N/OFQ foi revertida por antagonistas NOP, incluindo o UFP-101.

Estes dados somados apontam para a importancia dos peptideos derivados da
ppN/OFQ na modulagdo da ansiedade e, em particular, para o sistema N/OFQ-receptor NOP
na modulacdo da depressao experimental e candidatam este novo sistema como um promissor

alvo terapéutico para o tratamento das psicopatologias da ansiedade e da depressao.
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