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RESUMO

Atualmente, drogas com atividade antidepressiva, como 0s
inibidores seletivos da recaptacdo de serotonina, sdo os farmacos de
primeira escolha no tratamento de um amplo espectro dos transtornos de
ansiedade. Resultados pré-clinicos demonstraram que o tratamento
agudo ou cronico com [Nphe',Arg! Lys®®IN/OFQ-NH2 (UFP-101),
antagonista peptidico competitivo do receptor NOP para nociceptina,
apresentou um efeito do tipo antidepressivo. Entretanto, existem poucas
evidéncias sobre os efeitos do bloqueio dos receptores NOP com UFP-
101 nos comportamentos relacionados com medo e ansiedade. Assim,
este trabalho teve como objetivo inicial avaliar os efeitos da
administragdo central de UFP-101 no comportamento de ratos avaliados
no labirinto em T elevado (LTE). O LTE é um modelo animal que
permite a medida simultdnea de dois comportamentos defensivos — a
esquiva inibitoria e a fuga, que estdo relacionadas com o transtorno de
ansiedade generalizada e o transtorno de panico, respectivamente. A
administracdo no ventriculo lateral de UFP-101 (1 e 3 nmol) promoveu,
via receptor NOP, um efeito do tipo ansiolitico, pois o pré-tratamento
com N/OFQ (3 nmol), agonista NOP, preveniu a reducdo da laténcia de
esquiva inibitéria promovida pelo UFP-101. A laténcia de fuga e a
atividade locomotora avaliada no campo aberto (CA) ndo foram
alteradas por nenhum tratamento. O tratamento prévio com os inibidores
de peptidase, bestatina (2 nmol) e fosforamidon (2 pmol) sugeriu que o
efeito comportamental produzido pela administracdo no ventriculo
lateral de UFP-101 (1 nmol) no LTE parece ser proveniente de um
fragmento C-terminal produto da degradacdo enziméatica do peptideo,
pois a bestatina, um inibidor de aminopeptidase-N, impediu esse efeito.
J4 o tratamento prévio com fosforamidon e a interacdo
bestatina+fosforamidon néo alterou o efeito do UFP-101 no LTE. Além
disso, a laténcia de fuga no LTE e a atividade locomotora no CA néao
foram alteradas por nenhum tratamento. A inibicdo da sintese de
serotonina com 4-cloro-DL-fenilalanina (PCPA, 100 mg/Kg, I.P., 4
dias) preveniu o efeito do tipo ansiolitico do UFP-101 (1 nmol) no LTE,
indicando a participacdo do sistema serotonérgico neste efeito. A
administracdo de UFP-101 (1, 3 ou 10 pmol) no nlcleo dorsal da rafe
reduziu a laténcia de esquiva inibitéria no LTE. Novamente, a laténcia
de fuga no LTE e a atividade locomotora no CA nao foram alteradas. No
teste de esconder esferas (TEE), a administracdo central de UFP-101
(0,3, 1 e 3 nmol) reduziu significativamente o namero de esferas
escondidas, indicando um efeito do tipo ansiolitico. Este efeito foi



resistente ao blogueio por naloxona (1 mg/Kg, I.P., sem efeito per se),
um antagonista néo seletivo de receptores opidides, ndo preveniu este
efeito no TEE. Entretanto, as doses de 1 e 3 nmol de UFP-101
prejudicaram a atividade locomotora no CA. A participagdo dos
neurbnios noradrenérgicos do loco certleo (LC) no efeito do tipo
ansiolitico do UFP-101 foi investigada através do registro dos potenciais
de acdo. A reducdo na taxa de disparo dos neurénios do LC promovida
pela administracdo no ventriculo lateral de UFP-101 (0,3 e 1 nmol) foi
prevenida com a administragdo endovenosa de naloxona (1 mg/Kg, sem
efeito per se), indicando que esse efeito ocorre via receptores opidides e
que a modulacéo da atividade elétrica dos neurdnios noradrenérgicos do
LC ndo parece ser um dos mecanismos responsaveis pelo efeito do tipo
ansiolitico do UFP-101. Em resumo, o efeito do tipo ansiolitico
observado no LTE apds a administracéo central de UFP-101 parece ser
proveniente de um fragmento C-terminal da degradacdo enzimética do
peptideo e ocorre via receptor NOP, sendo que 0 sistema serotonérgico,
mas ndo o noradrenérgico, parece exercer um papel modulatério
essencial nesse efeito.



ABSTRACT

Currently, drugs with antidepressant activity, e.g., selective
serotonin reuptake inhibitors, are the first choice as pharmacological
treatment for a wide spectrum of anxiety disorders. Preclinical results
showed that acute or chronic treatment with the NOP antagonist
[Nphe! Arg* Lys"*]N/OFQ-NH2 (UFP-101) produced antidepressant-
like effects. However, there are few studies regarding the effects of
blockade of NOP receptor with UFP-101 in fear- and anxiety- related
behaviors. Thus, the aim of the present study was to verify the effects of
the central administration of UFP-101 in the behavior of rats evaluated
in the elevated T maze (ETM). The ETM is an animal paradigm that
allows the measurement of two behavioral defensive responses which
have been associated with generalized anxiety (inhibitory avoidance)
and panic (escape) disorder. Our results showed that the administration
of UFP-101 (1 and 3 nmol) into the lateral ventricle promotes, via
central NOP receptors, an anxiolytic-like effect, since pretreatment with
natural NOP agonist N/OFQ (3 nmol) fully prevented the reduction in
inhibitory avoidance latency promoted by UFP-101. The latency to
escape and locomotor activity in open field test (OF) were not changed
by any treatment.The influence of pretreatment with the peptidase
inhibitors bestatin (2 nmol) and phosphoramidon (2 pmol) in this effect
was evaluated and our results showed that the behavioral effects of the
UFP-101 (1 nmol) in the ETM could be due to a C-terminal fragment of
enzymatic degradation of peptide, since bestatin, an aminopeptidase-N
inhibitor, prevented this effect. Pretreatment with phosphoramidon and
the interaction bestatin+phosphoramidon did not prevent the effect of
UFP-101. The latency to escape in the ETM as well as locomotor
activity in the OF were not altered by any treatment. Inhibition of
serotonin synthesis by 4-chloro-DL-phenylalanine (PCPA, 100mg/kg,
I.P., 4 days) prevented the anxiolytic-like effect of UFP-101 in the ETM
indicating the involvement of the serotonergic system in this effect. The
participation of neurons in the dorsal raphe nucleus (DRN) was assessed
by intra-DRN administration of UFP-101 (1, 3 or 10 pmol) which
reduced the inhibitory avoidance latency in the ETM. Again, the latency
to escape in the ETM as well as locomotor activity in the OF were not
altered. The effects of central administration of UFP-101 (0.1, 0.3, 1 and
3 nmol) in the marble-burying test (MBT) showed a reduction in the
number of marbles buried, indicating an anxiolytic-like effect.
However, the doses of 1 and 3 nmol of UFP-101 reduced the locomotor



activity in OF. Pretreatment with naloxone (1 mg/kg, I.P., without
any effect per se) did not prevent the anxiolytic-like effect of UFP-101
(2 nmol) in MBT. The participation of noradrenergic neurons from the
locus coeruleus (LC) in the anxiolytic-like effect of UFP-101 was
assessed through the recording of action potentials that were reduced by
UFP-101 (0.3 and 1 nmol). This effect was prevented by intravenous
administration of naloxone (1 mg/kg, withoutany effect per
se), suggesting that this effect occurs via opioid receptors and that the
modulation of electrical activity of LC noradrenergic neurons cannot be
attributed as the underlying mechanisms for the anxiolytic-like effect of
UFP-101. In conclusion, the anxiolytic-like effect found after the central
administration of UFP-101, as evaluated in ETM, appears to be due to
a C-terminal fragment of the enzymatic degradation of peptide and
occurs via receptor NOP, being modulated by the serotonergic system,
but not the noradrenergic one.
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1. INTRODUCAO

1.1. Ansiedade

A ansiedade pode ser definida como um estado subjetivo de
apreensao ou tensao, difuso ou vago, freqlientemente acompanhado por
uma ou mais sensacOes fisicas, como aumento na pressdo arterial,
freqUiéncia cardiaca, e respiragdo, urgéncia de miccdo ou defecacdo,
induzido pela expectativa de perigo, dor ou necessidade de um esforgo
especial. A inquietacdo e o desejo de movimentar-se sdo também
comuns. A ansiedade é também um impulso motivacional fundamental
em muitas formas de comportamento e, como o0 medo, tem importante
significado adaptativo e evolutivo (Branddo, 2001).

Entretanto, a ansiedade difere conceitualmente do medo. O
medo refere-se as respostas comportamentais e nheurovegetativas
decorrentes de uma ameaca fisica ou a propria sobrevivéncia do
organismo, se manifestando em situacdes onde o perigo é iminente pela
presenca imediata do objeto ou da situagdo temida. A ansiedade, por
outro lado, é um estado de apreensdo diante de circunstancias onde o
perigo ndo é tdo evidente, porém vago e persistente, estando ligada a
uma expectativa futura desproporcional, ou quando os sinais de
adverténcia que provocam o medo ndo sdo conscientemente percebidos
(Graeff, 1999b). Para Gray e McNaughton (2000) o fator critico que
distingue medo e ansiedade parece ser o que pode ser chamado de
“direcdo defensiva”. Enquanto o medo opera para permitir que o animal
saia de uma situacdo perigosa (esquiva ativa), a ansiedade opera para
permitir (e.g., avaliagdo de risco) ou impedir (esquiva passiva) que o
animal entre em uma situacao perigosa.

Quando a ansiedade esta presente em niveis maiores do que 0s
considerados normais e benéficos, prejudicando as fungdes fisiologicas
e cognitivas, deixa de ser um mecanismo de defesa normal e passa a ser
tratada como um transtorno, com necessidade de intervencdo
farmacoldgica e/ou psicolégica (Brandao, 2001; Graeff, 1999b).

O transtorno de ansiedade generalizada e o transtorno de panico
estdo entre os transtornos de ansiedade classificados pela Associacao
Psiquiatrica Americana (American Psychiatry Association, 2000).
Segundo a 42 edicdo revisada do Manual Estatistico e Diagndstico de
Distlrbios Mentais (DSM-1V-TR, 2000), desta associa¢do, o transtorno
de ansiedade generalizada é caracterizado por uma preocupagdo
excessiva e inapropriada que persiste por mais de seis meses e nao esta
restrita a circunstancias especificas. Enquanto, o transtorno de pénico
(com ou sem agorafobia) é caracterizado por um estado de apreensao



Tese de Doutorado — FMC — UFSC Marcelo Duzzioni 2

intenso, medo ou terror, de inicio subito e recorrente. Sendo que,
aproximadamente dois tercos dos pacientes com panico desenvolvem
agorafobia, medo de lugares ou situacBes nas quais a fuga pode ser
dificil ou ainda pode ser dificil conseguir ajuda. Além disso, muitos
pacientes desenvolvem um medo de ter futuros ataques de panico
(Baldwin et al., 2005; Graeff, 1999b).

Estudos epidemioldgicos realizados em varios paises da Europa,
em populacBes na faixa etaria entre 18 e 65 anos, estimaram uma
prevaléncia de 1,5% ao ano e 5,1% ao longo da vida para o transtorno de
ansiedade generalizada e de 2,3% ao ano e 3,8% ao longo da vida para o
transtorno de panico, sendo cerca de duas vezes mais freqliente em
mulheres que em homens (Baldwin et al., 2005; Kinrys e Wygant, 2005;
Wittchen e Jacobi, 2005). Nos Estados Unidos, americanos adultos sdo
acometidos pelos transtornos de ansiedade generalizada e panico nas
propor¢des de 2,1% e 2,1% ao ano e 4,1% e 5,1% ao longo da vida,
respectivamente (Grant et al.,, 2005, 2006). No Brasil, mais
especificamente na cidade de S&o Paulo, a estimativa de prevaléncia é
de 1,7% ao ano e 4,2% ao longo da vida para o transtorno de ansiedade
generalizada e de 1% ao ano e 1,6% ao longo da vida para o transtorno
de panico (Andrade et al., 2002).

Charles Darwin, em seu livro “A expressdo das emogBes nos
homens e nos animais”, publicado em 1872, propds que as
caracteristicas comportamentais dos animais podem ser adquiridas,
como as caracteristicas fisicas, como resultado da pressdo seletiva
exercida pela evolugdo biolégica. Sob essa perspectiva, os estados
emocionais de ansiedade e medo expressos pelos seres humanos teriam
raizes nas reagOes defensivas apresentadas pelos animais e
compartilhados em uma escala filogenética. Por isso, o estudo das
reacOes defensivas de animais de laboratdrio em situaces de perigo e
ameaca permite a analogia da ansiedade exibida pelo homem (Brand&o
et al., 2003; Graeff, 1999a; Graeff e Zangrossi, 2002). Sdo varias as
fontes de ameaca a integridade fisica ou a sobrevivéncia do organismo e
incluem: predadores; estimulos ambientais, como altura e claridade;
estimulos dolorosos, como choques elétricos; novos lugares ou objetos;
e confronto ou competi¢do com animais da mesma espécie (Blanchard e
Blanchard, 2008; Graeff e Zangrossi, 2002). A decisdo para escolher
uma estratégia em particular leva em consideracdo muitos fatores que
incluem as caracteristicas do ambiente, a distdncia do estimulo
ameacador e a experiéncia prévia com o estimulo e/ou com o ambiente
(Blanchard e Blanchard, 2008; Graeff e Zangrossi, 2002). As respostas
defensivas exibidas pelos animais variam entre a fuga, esquiva,
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congelamento, ataque defensivo, avaliagdo de risco, e o ato de
esconder/enterrar objetos potencialmente perigosos (Blanchard e
Blanchard, 2008).

1.1.1. Tratamentos Farmacoldgicos dos Transtornos de Ansiedade

A farmacoterapia e a psicoterapia, isoladas ou em associacao,
sdo utilizadas no tratamento dos transtornos de ansiedade. Atualmente,
os farmacos usados no tratamento dos transtornos de ansiedade sdo: os
benzodiazepinicos, a buspirona e os antidepressivos.

Desde a comercializacdo do primeiro benzodiazepinico, o
clordiazepoxido, em 1960 até o final dos anos 90 os benzodiazepinicos
foram as drogas de primeira escolha no tratamento dos transtornos de
ansiedade, em especial nos de ansiedade generalizada e panico
(Argyropoulos et al., 2000; Lépez-Mufios et al., 2011; Uhlenhuth et al.,
1999). Os benzodiazepinicos apresentam a vantagem de ter um inicio de
acdo rapido. Por outro lado, o uso prolongado dos benzodiazepinicos
pode promover tolerancia, dependéncia e sintomas de retirada, como
ansiedade, irritabilidade e insdnia, além de efeitos indesejados, tais
como sonoléncia, amnésia e prejuizos na coordenacdo (Argyropoulos et
al., 2000; Davidson, 2001).

A acdo ansiolitica dos benzodiazepinicos é proveniente de sua
interacdo com o sitio benzodiazepinico localizado no complexo receptor
GABAA. Usando técnicas de biologia molecular (camundongos
knockout e knockin) tém-se demonstrado que a subunidade o2 desse
receptor exerce um papel importante no efeito ansiolitico dos
benzodiazepinicos, enquanto as subunidades al e a5 no efeito sedativo
e processos mnemonicos, respectivamente (Burt, 2003; Whiting, 2003).
Assim, o desenvolvimento de novos farmacos que atuem seletivamente
na subunidade o2 poderia reduzir os efeitos indesejados dos atuais
benzodiazepinicos.

A buspirona € um agonista parcial dos receptores 5-HT;a. NOs
ensaios pré-clinicos os resultados obtidos com a buspirona sdo variéveis,
a ponto de apresentar em um mesmo teste experimental, o labirinto em
cruz elevado, efeito do tipo ansiolitico e ansiogénico (Pinheiro et al.,
2007). Na clinica, a buspirona demonstrou ser efetiva no tratamento do
transtorno de ansiedade generalizada (Argyropoulos et al., 2000;
Chessick et al., 2006). Quando comparado aos benzodiazepinicos, a
buspirona apresenta inicio de acdo mais demorado (de 2 a 3 semanas) e
seus efeitos indesejados incluem niusea, tontura e dor de cabeca
(Argyropoulos et al., 2000). Entretanto, a buspirona ndo promove
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toler&ncia, dependéncia ou sindrome de abstinéncia, além de ndo causar
sedacdo ou incoordenagdo motora (Argyropoulos et al., 2000). Apesar
desse perfil favorével, o uso clinico da buspirona ndo conseguiu superar
ao dos benzodiazepinicos no tratamento dos transtornos de ansiedade
(Chessick et al., 2006; Uhlenhuth et al., 1999).

Como o proprio nome indica, os antidepressivos foram
introduzidos na terapéutica para o tratamento da depressdo maior, mas
gradualmente passaram a ser utilizados no tratamento dos transtornos de
ansiedade (Graeff, 1999b). Diferentes estudos sugerem uma
similaridade genética e neurobioldgica entre distlrbios depressivos e
transtornos de ansiedade. Pacientes com transtornos de ansiedade, como
os de ansiedade generalizada e de péanico, sdo freglientemente
diagnosticados com distdrbios depressivos (Gorman, 1996; Montgomery
e Judge, 2000).

Atualmente, os inibidores seletivos da recaptagdo de serotonina
(ISRS), por possuirem um amplo espectro de eficacia ansiolitica e por
serem bem tolerados, sdo as drogas de primeira escolha no tratamento
dos transtornos de ansiedade. Entretanto, apresentam efeitos indesejados
como nervosismo inicial, insénia, ndusea e disfuncdo sexual, além de
apresentarem um inicio de acdo demorado — de 4 a 6 semanas (Baldwin
et al., 2005). Os inibidores seletivos da recaptacdo de serotonina e
noradrenalina (ISRSN), como a venlafaxina, sdo uma alterantiva aos
ISRS no tratamento dos transtornos de ansiedade (Dell’Osso et al.,
2010). Outras classes de antidepressivos (triciclicos e inibidores da
monoamina oxidase) sdo deixadas em segundo plano, apesar de
apresentarem eficacia no tratamento de alguns transtornos de ansiedade,
como transtorno de pénico e obsessivo compulsivo, por possuirem
efeitos adversos mais acentuados ou necessitarem de restricdo alimentar
(Argyropoulos et al., 2000; Baldwin et al., 2005).

1.1.2. Novos Tratamentos dos Transtornos de Ansiedade

Embora existam muitos tratamentos farmacol6gicos e
psicoterapias disponiveis para o tratamento de pacientes com transtornos
de ansiedade, os resultados clinicos estdo longe dos ideais (Garner et al.,
2009). Assim, novas pesquisas continuam sendo necessarias para buscar
compostos ansio-seletivos alternativos com menor potencial a induzir
reacOes adversas (Fricchione, 2004). Nesse contexto, surgem como
alvos terapéuticos atrativos para o tratamento dos transtornos de
ansiedade as plantas medicinais, os moduladores seletivos dos
receptores glutamatérgicos e os neuropeptideos.
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Atualmente, a grande maioria dos farmacos disponiveis para o
tratamento dos transtornos de ansiedade ndo sdo derivados de plantas
medicinais, apesar das inimeras possibilidades terapéuticas oferecidas
ao longo dos anos (Kumar, 2006). A Piper methysticum (Kava-kava) é
um dos poucos produtos fitoterapicos utilizados no tratamento clinico da
ansiedade (Gastpar e Klimm, 2003). Isso ndo inviabiliza, pelo contrério,
encoraja a pesquisa, identificacdo e desenvolvimento de drogas para o
tratamento dos transtornos de ansiedade a partir de plantas medicinais.

Ensaios pré-clinicos tém demonstrado que ligantes dos
receptores glutamatérgicos, em especial antagonistas NMDA,
apresentam efeitos do tipo ansiolitico, mas seus severos efeitos adversos
na clinica, como prejuizos cognitivos e comportamentos semelhantes &
esquizofrenia, sdo desencorajadores (Bergink et al., 2004). Entretanto,
moduladores seletivos dos receptores metabotropicos de glutamato
(mGlu), como moduladores alostéricos positivos dos mGlu do grupo Il,
tém sido propostos como novos alvos terapéuticos para o tratamento dos
transtornos de ansiedade, pois ndo apresentam alguns dos efeitos
indesejados dos antagonistas NMDA (Gregory et al., 2011).

1.2. Neuropeptideos e Ansiedade

Os neuropeptideos sdo neurotransmissores ou
neuromoduladores constituidos de 3 a 100 residuos de amino&cidos,
podendo ser até 50 vezes maior que 0s neurotransmissores classicos.
Devido ao tamanho, o0s neuropeptideos possuem mais sitios de
reconhecimento nos seus receptores e mais informagdes quimicas que 0s
neurotransmissores classicos. Além disso, sdo cerca de 1.000 vezes mais
potentes que 0S neurotransmissores classicos, pois a ligacdo dos
neuropeptideos aos seus receptores ocorre em uma faixa de
concentracdo de nmol/L, enquanto a dos neurotransmissores classicos
ocorre na faixa de pmol/L (Hokfelt et al., 2003).

Existem varias diferencas entre o0s neuropeptideos e 0s
neurotransmissores classicos no sistema nervoso em relacdo a sintese,
armazenamento e sinalizacdo (Hokfelt et al., 2003). Por exemplo, os
neuropeptideos quase sempre coexistem com outros neurotransmissores
no interior do mesmo neurbnio em compartimentos sub-celulares
(LDCVs). Além disso, a liberagdo do neuropeptideo requer altas
freqUéncias de descarga, e uma vez liberado essas moléculas podem
alcangar receptores distantes do sitio de liberacdo, a chamada
transmissdo por volume (Hokfelt et al., 2003). Por essas razdes, 0s
neuropeptideos podem ser liberados seletivamente sob determinados
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estimulos e, consequentemente, produzir respostas com diferentes
amplitudes, duragdes e sinais (Nusbaum et al., 2001).

Diferente de outros transmissores que possuem um mecanismo
de recaptacdo, os neuropeptideos tém geralmente suas atividades
peptidicas terminadas por enzimas proteoliticas, também chamadas de
peptidases, proteases ou proteinases (Garcia-Lopes et al., 2002). Essas
enzimas catalisam a hidrdlise das ligagdes peptidicas e podem ser
divididas em exopeptidases e endopeptidases. Sendo que, as
exopeptidases catalisam a hidrolise das ligagcBes proximas as
extremidades amino(N)-terminal e carboxi(C)-terminal da cadeia
polipeptidica, como as aminopeptidases, carboxipeptidases e dipeptidil
aminopeptidase. Enquanto, as endopeptidases catalisam a hidrolise das
ligacOes internas da cadeia polipeptidica, tais como as serina (treonina)
endopeptidases, cisteina endopeptidases e metaloendopeptidases
(Garcia-Lopes et al., 2002). Entretanto, a acdo dessas enzimas, além de
formar metabdlitos inativos, pode resultar na formacdo de fragmentos
gue mantém a atividade farmacoldgica do peptideo natural (Miwa et al.,
2010; Sandin et al., 1999) ou ainda originar fragmentos com atividade
farmacoldgica distinta do peptideo natural (De Araujo et al., 2001).

Vérias evidéncias tém demonstrado que os neuropeptideos sao
de particular importancia quando o sistema nervoso é desafiado ou esta
tentando se adaptar a situacBes variadas, como no estresse ou no abuso
de drogas. Essas caracteristicas aliadas ao grande numero de
neuropeptideos e a ampla distribuicdo de seus receptores fornecem
muitas oportunidades para a descoberta de novas drogas para o
tratamento dos transtornos do sistema nervoso (Hokfelt et al., 2003).

A lista de neuropeptideos envolvidos com 0s processos
emocionais esta cada vez maior (para revisao detalhada ver Rotzinger et
al., 2010). Desses neuropeptideos, o fator de liberacdo da corticotropina
(CRF, do inglés corticotropin releasing factor), o neuropeptideo Y, a
substancia P, a colecistocinina e a arginina vasopressina estdo entre o0s
mais estudados (Holmes et al., 2003). Nos Gltimos anos, o envolvimento
dos peptideos opidides, em especial o sistema nociceptina/orfanina FQ-
receptor NOP, tem recebido especial aten¢do. Na Tabela 1 observam-se
os efeitos de agonistas e antagonistas de varios sistemas peptidérgicos
em diferentes testes de ansiedade.
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Tabela 1 — O papel dos neuropeptideos e de seus receptores em diferentes testes de ansiedade.
Neuropeptideo Ligantes dos Receptores Efeito Referéncias
Antagonistas CRF;:

CP154,526, R, I.P., LCE 0 Millan et al., 2001
CP154,526, R, I.P., teste de conflito de Vogel - Millan et al., 2001
Fator de Liberacéo CRA 1000 e CRA 1001, C, V.O., estresse + LCE t Okuyama et al., 1999

da Corticotropina (CRF)"  CRA 1000 e CRA 1001, C, V.0, caixa claro-escuro 0 Okuyama et al., 1999

CRA 1000 e CRA 1001, C, V.O., estresse + caixa

claro-escuro t Okuyama et al., 1999

DMP695, R, S.C., LCE 0 Millan et al., 2001

DMP695, R, S.C., teste de conflito de Vogel - Millan et al., 2001

NBI3b1996, R, I.P., interacéo social 0 Gehlert et al., 2005

NBI3b1996, R, I.P., estresse + interagdo social T Gehlert et al., 2005

NPY:

C,V.L,LCE - Karlsson et al., 2005

R,V.L., LCE - Broqua et al., 1995
Neuropeptideo Y (NPY)™  C, V.L,, caixa claro-escuro - Karlsson et al., 2005

Agonista Y;:

[D-His(26)]NPY, R, V.L., CA - Sorensen et al., 2004

Antagonista Y;:

BIBP3226, R, V.L., LCE + Kask et al., 1998

BIBP3226, R, SCPD, LCE + Kask et al., 1998

Substancia P™ SP:

C,V.L,LCE + Teixeira et al., 1996

R, V.L, LCE + Duarte et al., 2004

R, H.D., LCE - Carvalho et al., 2008

Antagonistas NK;:
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Colecistocinina (CCK)*®

Arginina-vasopressina
(AVP)**

Peptideos opidides®*®

FK888, C, V.L., LCE

MK-869, G, V.O., LCE
Antagonistas CCK:

L-365,260, C, I.P., LCE

L-365,260, R, I.P., LCE

PD134308, R, S.C., LCE

PD134308, C, S.C., caixa claro-escuro
PD134308, R, S.C., interacéo social
Antagonista V1a:

JNJ-17308616, R, I.P., LCE
JNJ-17308616, C, I.P., TEE
Antagonista V1b:

SSR149415, R, V.O., LCE
SSR149415, R, I.P., LCE
SSR149415, R, V.O., interacdo social
Antagonista k opidide:

DIPPA, R, S.C., hipofagia induzida pela novidade
DIPPA, R, S.C., enterro defensivo condicionado

norBinaltorfimina, R, I.P., LCE
norBinaltorfimina, C, I.P., LCE

Teixeira et al., 1996
Varty et al., 2002

Rataud et al., 1991
Singh et al., 1991

Hughes et al., 1990
Hughes et al., 1990
Hughes et al., 1990

Bleickardt et al., 2009
Bleickardt et al., 2009

Griebel et al., 2002
Hodgson et al., 2007
Shimazaki et al., 2006

Carr e Lucki, 2010
Carr e Lucki, 2010
Knoll et al., 2007
Wittmann et al., 2009

AbreviagOes: 0 = sem efeito; - = efeito do tipo ansiolitico; + = efeito do tipo ansiogénico; T = bloqueia o efeito do tipo
ansiogénico do estresse; C = camundongo; G = gerbilos; H.D. = hipocampo dorsal; I.P. = intraperitoneal; LCE = labirinto em cruz
elevado; R = rato; S.C. = subcutaneo; SCPD = substancia cinzenta periaquedutal dorsal; V.L. = ventriculo lateral; VV.O. = via oral.
"0 CRF é um peptideo composto por 41 aminoacidos e seus efeitos bioldgicos s&o mediados por dois receptores CRF; e CRF,
(CRF,, e CRFy). Em geral, os efeitos ansioliticos sdo produzidos por antagonistas CRF,; e dependem das condic8es basais de
ansiedade e da natureza do teste de ansiedade (Rotzinger et al., 2010).
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"0 NPY é um peptideo composto por 36 aminoécidos. Existem atualmente cinco receptores NPY identificados (Y1, Y2, Y4, Yse
ys — todos acoplados a proteina G). O NPY e seus receptores estdo amplamente distribuidos no sistema nervoso central. Os efeitos
ansioliticos do NPY (via receptores Y; e Ys) sdo bem documentados, fornecendo fortes evidéncias do papel do NPY na
modulacéo das respostas relacionadas com ansiedade (Rotzinger et al., 2010). ~ A SP, um peptideo composto por 11
aminodacidos, é o agonista preferencial do receptor NK;. Os efeitos da SP nos testes de ansiedade sdo variadveis na dependéncia da
area cerebral injetada e da dose. Antagonistas NK; tém demonstrado efeitos do tipo ansiolitico em diferentes ensaios pré-clinicos
de ansiedade. E, atualmente, ensaios clinicos com antagonistas NK; estdo em andamento (Rotzinger et al., 2010). *Ha uma
variedade de formas biologicamente ativas de CCK (de 4 a 58 aminoéacidos), derivadas de uma grande molécula precursora (pré-
CCK, com 115 aminoacidos). A CCK liga-se a dois receptores, CCK; e CCK;, (primeiramente chamados de CCKA e CCKB,
respectivamente). Resultados pré-clinicos tém demonstrado que as CCK4 e CCKS8S, através da ativagdo de receptores CCK,,
apresentam efeitos do tipo ansiogénico em diferentes testes experimentais (Rotzinger et al., 2010). E, embora os antagonistas da
CCK, tenham blogueado os efeitos do tipo ansiogénico da administracdo de CCK, a eficacia desses compostos ndo tem sido
demonstrada em ensaios placebo-controlado em pacientes com transtornos de ansiedade (Garner et al., 2009). **A AVP é um
peptideo composto por 9 aminoacidos, que exerce um importante papel na regulagdo da pressdo arterial e no balango hidrico.
Entretanto, a interacdo sinérgica da AVP com o CRF em regular o eixo HPA tém levado muitos pesquisadores a sugerir um
envolvimento da AVP nos transtornos de ansiedade e depressdo. Estudos pré-clinicos tém demonstrado que antagonistas V1a e
V1b apresentam efeitos do tipo ansiolitico em diferentes testes de ansiedade (Rotzinger et al., 2010). ***Os ligantes enddgenos
dos receptores opidides sdo derivados de 3 proteinas precursoras diferentes: proopiomelanocortina, proencefalina e prodinorfina.
Os peptideos e seus derivados, formados do processamento apropriado dessas proteinas precursoras, e.g., leu- e met-encefalina,
dinorfina A e B-endorfina, exibem diferente afinidade e seletividade para os receptores p (mu), & (delta) e k (kappa) ou MOP,
DOP e KOP, respectivamente (Mansour et al., 1995). Nos ltimos anos diferentes estudos tém demonstrado o envolvimento dos
receptores k-opidide nos transtornos de ansiedade (Carr e Lucki, 2010).
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1.2.1. Nociceptina/orfanina FQ e o receptor NOP

A nociceptina/orfanina FQ (N/OFQ) € um neuropeptideo
composto por 17 aminoacidos, cuja seqliéncia estd intimamente
relacionada a dos peptideos opidides enddgenos, particularmente a
dinorfina A (Meunier et al., 1995; Reinscheid et al., 1995). A N/OFQ ¢
derivada de uma grande molécula precursora, a
prepronociceptina/orfanina (ppN/OFQ), que também € precursora de
outros peptideos bioativos, tais como a nociceptina/orfanina FQ I
(N/OFQ 1) e a nocistatina (Mollereau et al., 1996; Okuda-Ashitaka e
Ito, 2000).

Apesar da similaridade com os peptideos opidides enddgenos, a
N/OFQ ndo se liga aos receptores opidides classicos (MOP, DOP e
KOP). A N/OFQ se liga com alta seletividade ao seu receptor,
denominado receptor NOP [primeiramente chamado de ORL1 (do
inglés, opioid receptor-like receptor 1)]. O receptor NOP é um membro
da superfamilia de receptores acoplados a proteina G. A ativacdo do
receptor NOP com o agonista enddgeno N/OFQ inibe a atividade da
adenilil ciclase e dos canais de Ca™ dependentes de voltagem, e
estimula os canais de K*. Deste modo, a ativagio do receptor NOP reduz
a excitabilidade neuronal e a liberagdo de neurotransmissores, efeitos
semelhantes aos dos peptideos opidides (para revisdo ver Hawes et al.,
2000).

Entretanto, apesar das evidéncias de homologia funcional e
evolutiva, o receptor NOP ndo é um receptor opidide do ponto de vista
farmacoldgico, jA que agonistas e antagonistas opidides, como a
naloxona, exibem baixa ou nenhuma afinidade de ligacéo pelo receptor
NOP (Calo’ et al., 2000c; Meunier et al., 1995; Reinscheid et al., 1995).
Nesse sentido, um subcomité da Unido Internacional de Farmacologia
(IUPHAR) sugeriu que o receptor NOP seja considerado como uma
ramificacdo ndo-opidide da familia dos receptores opidides (Cox et al.,
2010).

A N/OFQ e o receptor NOP estdo amplamente distribuidos no
sistema nervoso central. Niveis elevados de RNAm da ppN/OFQ e do
peptideo N/OFQ foram encontrados no neocoértex, claustrum, septo
lateral, ndcleo intersticial da estria terminal, nucleos central e medial da
amigdala, hipocampo, ndcleo reticular do talamo, hipotalamo,
substancia cinzenta periaquedutal, substancia negra, area tegmental
ventral, nicleo interpeduncular, loco certleo (LC), nicleos da rafe, bem
como em Vvarios nucleos sensoriais e motores do tronco cerebral e nas
colunas dorsal e ventral da medula espinhal (Boom et al., 1999; Neal et
al., 1999). Niveis elevados de expressdo do receptor NOP, detectados
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através das técnicas de hibridizacdo in situ, imunohistoquimica e
autoradiografia, foram encontrados no cortex cerebral, nucleo olfatorio
anterior, na concha do nlcleo accumbens, talamo, hipotdlamo, formag&o
hipocampal, complexo amigdaléide, septo medial, ncleos serotonérgico
e noradrenérgico, como o dorsal da rafe e o LC, respectivamente,
substéncia cinzenta periaquedutal e na medula espinhal (para revisao ver
Mollereau e Mouledous, 2000). Além disso, a distribuicdo do receptor
NOP geralmente combina com a distribuicdo do peptideo N/OFQ
(Darland et al., 1998) e um padrdo correspondente na expressdo do
receptor NOP e da N/OFQ foi observado entre o sistema nervoso central
de roedores e de humanos (Peluso et al., 1998; Witta et al., 2004).

A ampla distribuicdo da N/OFQ e de seu receptor NOP
estimulou varios grupos de pesquisa a investigar o envolvimento desse
sistema em uma série de processos neurofisioldégicos e
comportamentais. Os resultados dos estudos com a administracdo
intracerebral de N/OFQ, o0 uso de animais que ndo expressam o receptor
NOP ou o precursor da N/OFQ, bem como o desenvolvimento de
ligantes peptidicos e ndo-peptidicos que atuam como agonistas ou
antagonistas seletivos do receptor NOP, forneceram suporte para o papel
modulatério da N/OFQ em processos como a nocicepcdo (Meunier et
al., 1995; Reinscheid et al., 1995), o comportamento alimentar (Polidori
et al., 2000), os processos de aprendizagem e memoria (Noda et al.,
2000), a atividade locomotora (Reinscheid et al., 1995), as acBes de
recompensa e reforco promovidas pelos opidides (Murphy et al., 1999) e
pelo etanol (Ciccocioppo et al., 2000), e ainda nas respostas ao estresse
e & ansiedade (Jenck et al., 1997).

1.2.2. Nociceptina/orfanina FQ e ansiedade

Vérios estudos demonstraram que a administracdo central de
N/OFQ promove efeitos do tipo ansiolitico em diferentes testes de
ansiedade (para revisdo ver Gavioli e Calo’, 2006). O primeiro relato do
efeito do tipo ansiolitico da N/OFQ foi obtido por Jenck e colaboradores
(1997), que observaram que a administracdo no ventriculo lateral de
N/OFQ na faixa de doses de 0,1 - 3 nmol (ndo sedativa) atenuava a
inibicdo comportamental quando animais eram expostos a condi¢Oes
estressantes.

Assim, a N/OFQ aumentou o tempo gasto no compartimento
claro da caixa claro-escuro, a taxa de respostas punidas no teste de
conflito operante, a exploracdo dos espacos abertos no teste do labirinto

induzida por urocortina (agonista do receptor CRF;) em um ambiente
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ndo familiar. Mais tarde, outros laboratérios confirmaram o efeito do
tipo ansiolitico da administracdo no ventriculo lateral de N/OFQ em
camundongos na bateria de testes defensivos (Griebel et al., 1999), no
LCE (Gavioli et al., 2002) e no teste da placa perfurada (“hole-board
test”; Kamei et al., 2004).

Similar aos efeitos da administracdo central da N/OFQ, Jenck e
colaboradores (2000) demonstraram que a administracéo intraperitoneal
de R064-6198, um agonista ndo-peptidico seletivo do receptor NOP, na
faixa de doses de 0,1 a 3 mg/Kg, promoveu um efeito do tipo
ansiolitico, semelhante ao dos benzodiazepinicos, nos modelos do LCE,
do teste de conflito operante e do sobressalto potencializado pelo medo
em ratos. Porém, diferente dos benzodiazepinicos, baixas doses de
R064-6198 ndo interferiram no desempenho motor e na fungéo
cognitiva. Varty e colaboradores (2005) demonstraram que o efeito do
tipo ansiolitico do R064-6198 é blogueado pelo antagonista do receptor
NOP J-113397 e estava ausente em camundongos knockout para o
receptor NOP (NOP™). Além disso, nenhum sinal de tolerancia ao
efeito do tipo ansiolitico do Ro64-6198 foi observado apds 15 dias de
tratamento (Dautzemberg et al., 2001).

Em contraste aos resultados mostrados anteriormente,
Fernandez e colaboradores (2004) encontraram um efeito do tipo
ansiogénico apds administracdo de N/OFQ no ventriculo lateral, na
mesma faixa de doses utilizada por Jenck e colaboradores (1997), em
ratos avaliados no LCE, no campo aberto (CA) e na caixa claro-escuro.
Como nenhuma diferenca significativa foi observada em relacdo a
linhagem de animais utilizada e as condi¢fes experimentais, as razoes
para essa diferenca de resultados sdo desconhecidas. Mais tarde, Green e
colaboradores (2007) também demonstraram um efeito do tipo
ansiogénico apds a administracdo no ventriculo lateral (0,01, 0,1 e 1
nmol), na amigdala (0,1 e 1 nmol) ou no nicleo do leito da estria
terminal (1 nmol) de N/OFQ em ratos avaliados no CA. Ainda, Mamiya
e colaboradores (1998) demonstraram que camundongos NOP™" nio
apresentaram qualquer diferenca significativa em relacdo aos
comportamentos apresentados por camundongos wild-type (NOP**) no
LCE.

1.2.3. UFP-101

O [Nphe',Arg* Lys" IN/OFQ-NH,, nomeado de UFP-101, é
um neuropeptideo sintético composto por 17 aminoacidos, cuja
sequéncia de aminoacidos estad intimamente relacionada a da N/OFQ
(Figura 1).
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N/OFQ H;N — Phe - Gly - Gly - Phe - Thr - Gly - Ala - Arg - Lvs- Ser- Ala - Arg- Lys - Leu - Ala - Asn - Gln— COOH

H

1 2 4 | G

UFP-101 H,N — Nphe - Gly - Gly - Phe - Thr - Gly - Ala - Arg - Lys - Ser - Ala - Arg - Lys - Arg - Lys - Asn - Gln — NH,

14 | 16

Figura 1 - Seqiiéncia de aminoacidos da N/OFQ e do UFP-101. Adaptado de
Lambert, 2008.

Diferentes estudos in vitro e in vivo demonstraram que o UFP-
101 atua como um antagonista competitivo do receptor NOP (para
revisdo ver Calo’ et al., 2005). Emalguns desses estudos in vitro o UFP-
101 antagonizou competitivamente, sem apresentar efeito per se, as
acdes celulares induzidas pela N/OFQ ao ativar o receptor NOP, e.g., 0
UFP-101 bloqueou a diminui¢cdo promovida pela N/OFQ das contragdes
induzidas eletricamente do ducto deferente de camundongo e rato (Calo’
et al., 2002). In vivo, 0 UFP-101 tem sido confrontado com a N/OFQ em
uma série de estudos com o objetivo de investigar os papéis do sistema
N/OFQ-receptor NOP na modulagdo das vérias funcdes bioldgicas
(Calo’ et al., 2005).

Na Tabela 2 observam-se alguns dos efeitos in vivo do UFP-101
e suas interacbes com o peptideo N/OFQ, que incluem a nocicepcao,
atividade locomotora, ingestdo de alimentos, funcdo cardiovascular e
excrecao renal.
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Tabela 2 — Efeitos do UFP-101 in vivo e as interagdes com a N/OFQ.

Teste/Ensaio

Teste de retirada da cauda

(C,V.L)

Teste de retirada da cauda

(C,1.T)

Teste da formalina
(R,V.L)

Teste da formalina
(C,Vv.L)

Teste da formalina
(R, L.T)

Teste da formalina

(C, 1.T)

Teste do campo aberto
(C,V.L)

Efeito da N/OFQ

1,0 nmol: | a laténcia de
retirada da cauda

1,0 e 10,0 nmol: 1 a laténcia
de retirada da cauda

0,5 — 10,0 nmol: aumentou as
respostas nociceptivas
durante as fases | e Il do teste

1,7 nmol: diminuiu as
respostas nociceptivas
durante as fases | e Il do teste

1,0 nmol: | a atividade
locomotora espontanea

Efeito do UFP-101
3,0 nmol: sem efeito per se,
mas blogueou o efeito da
N/OFQ 1,0 nmol
10,0 nmol: 1 a laténcia de
retirada da cauda
10,0 nmol: sem efeito per se,
mas blogueou o efeito da
N/OFQ 1,0 nmol

1,0 nmol: sem efeito per se
100 nmol: diminuiu as
respostas nociceptivas durante
a fase Il do teste

1,0 nmol: sem efeito per se
10,0 nmol: aumentou as
respostas nociceptivas durante
a fase Il do teste

3.0 e 10,0 nmol: sem efeito per
se, mas bloquearam o efeito da
N/OFQ 1,0 nmol

Referéncia
Calo’ et al., 2002

Nazarro et al., 2007

Zhu et al., 1997

Rizzi et al., 2006

Yamamoto et al., 1997

Rizzi et al., 2006

Calo’ et al., 2002
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Teste do campo aberto

(C,V.L)

Teste do rota-rod
(R,V.L)

Teste do rota-rod
(R, SNr)

Teste de velocidade
(R,V.L)

Teste de velocidade
(R, SNr)

Eletromiografia
(R, SNr)
Microdialise
(R, SNr)
Microdialise

01 e 05 1 a atividade
locomotora espontanea

1,0 nmol: sem efeito

50 e 10,0: | a atividade
locomotora espontanea

0,01 nmol: 1 desempenho
motor

01, 10, 100 nmol: | o
desempenho motor

01, 10 e 10,0 nmol: |

10,0 nmol: sem efeito per se
mas blogueou o efeito da
N/OFQ 0,1 e 5,0 nmol

0,1 nmol: sem efeito per se,
mas preveniu o efeito da
N/OFQ 0,01 nmol
10 e 100 nmol: 1 o
desempenho motor

1,0 e 10,0 nmol: 1 desempenho

desempenho motor

0,01 nmol: 1 a velocidade

10 e 100 nmol: | a
velocidade

0,01 nmol: 1 a velocidade
01, 10 e 100 nmol: | a
velocidade

10,0 nmol: | ténus muscular
do triceps

10,0 nmol: | o conteudo de
dopamina no estriado

motor

0,1 e 1,0 nmol: sem efeito per
se, mas o UFP-101 0,1 nmol
preveniu o efeito da N/OFQ
0,01 nmol

10,0 nmol: 1 a velocidade

0,1 nmol: sem efeito per se,
mas preveniu o efeito da
N/OFQ 0,01 nmol

1,0 10,0 nmol: 1 a velocidade
30,0 nmol: 1 ténus muscular do
triceps;

30,0 nmol: 1 o conteado de
dopamina no estriado

30,0 nmol: normalizou o

Kuzmin et al., 2004

Marti et al., 2009

Marti et al., 2004b, 2005

Marti et al., 2009

Marti et al., 2009

Marti et al., 2004b
Marti et al., 2004b

Marti et al., 2004a
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(R, SNI)

Teste de catalepsia
(C,V.L)

Teste de catalepsia
(R, SNr)

Degeneracdo unilateral de
neurdnios  dopaminérgicos
induzida por 6-OHDA

(R, SNr)

Ingestdo de alimentos
(9/Kg de peso corporal)
(R, V.L)

Funcdo cardiovascular
(C,V.L)

1

68 e 6,07 nmol: 1 a ingestdo

de alimentos

1

0e3,0nmol: | aFCeaPA

conteldo de glutamato na SNr
aumentado pelo haloperidol
(0,8 mg/Kg, I.P.)

100 nmol: | a acinesia
induzida pelo haloperidol (0,8
mg/Kg, L.P.), quando medida
pelo tempo de imobilidade no
teste da barra

30,0 nmol: | a acinesia
induzida pelo haloperidol (0,8
mg/Kg, I.P.), quando medida
pelo tempo de imobilidade no
teste da barra

10,0 e 30,0 nmol: | a acinesia,
guando medida pelo tempo de
imobilidade no teste da barra
1,0 e 10,0 nmol: 1 desempenho
motor no teste do rota-rod

1,85, 3,7 e 7.4 nmol: sem efeito
per se, mas preveniram o efeito
hiperfagico da N/OFQ 1,68
nmol

10,0 e 30,0 nmol: 1 a FC e sem
efeito per se na PA

10,0 e 30,0 nmol: preveniram o
efeito da N/OFQ 1,0 e 3,0
nmol na PA

Mabrouk et al., 2010

Marti et al., 2004a

Marti et al., 2005

Economidou et al., 2006

Burmeister e Kapusta, 2007
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Funcdo cardiovascular 0,25, 1,25, 6,25 e 25,0 nmol: 60,0 nmol: sem efeito per se na  Hashiba et al., 2003
(Co, E.V) laFCeaPA FC e na PA, mas blogueou o
efeito da N/OFQ 6,25 nmol na
FCePA
Excrecéo renal 1,0 e 3,0 nmol: 1 o volume 10,0 e 30,0 nmol: sem efeito Burmeister e Kapusta, 2007
(cc/2hr) urinario per se, mas preveniram o efeito
(C,Vv.L) da N/OFQ 1,0 e 3,0 nmol no

volume urinario
Abreviagbes: C = camundongo; Co = cobaia; E.V. = endovenoso; FC = frequiéncia cardiaca; I.P. = intraperitoneal; I.T. =
intratecal; PA = pressdo arterial; R = rato; SNr = substdncia negra pars reticulata; V.L. = ventriculo lateral;
6-OHDA = 6-hidroxidopamina.



Tese de Doutorado — FMC — UFSC Marcelo Duzzion 18

Em 2003, Gavioli e colaboradores demonstraram pela primeira
vez, usando o teste do nado forgado [teste animal amplamente utilizado
na triagem de potenciais antidepressivos (Cryan et al., 2002)], que a
administracdo no ventriculo lateral de UFP-101 nas doses de 3 e 10
nmol produziu em camundongos um efeito do tipo antidepressivo, isto
¢, reduziu o tempo de imobilidade. Esse efeito do UFP-101 era
prevenido pela co-administracdo de N/OFQ (1 nmol, dose sem efeito
per se) indicando que o efeito do UFP-101 ocorre via receptores NOP.
Um ano mais tarde, Gavioli e colaboradores (2004) estenderam esses
efeitos do UFP-101 10 nmol e da N/OFQ 1 nmol para ratos no teste do
nado forcado e camundongos no teste de suspensdo pela cauda.
Recentemente, Vitale e colaboradores (2009) demonstraram que 0s
efeitos comportamentais (anedonia) e bioguimicos (aumento nos niveis
circulantes de corticosterona e mudancas na relacdo 5-HT/5-HIAA) em
ratos submetidos a um protocolo de estresse crdnico moderado (do
inglés, chronic mild stress) foram abolidos e revertidos,
respectivamente, pelo tratamento crénico com UFP-101, de maneira
semelhante a imipramina — droga antidepressiva de referéncia. Além
disso, camundongos NOP” apresentaram um perfil do tipo
antidepressivo no teste do nado forcado e a administracdo central de
UFP-101 10 nmol nesses animais foi ineficaz neste teste (Gavioli et al.,
2003).

Atualmente, sabe-se ainda muito pouco sobre os efeitos do
bloqueio dos receptores NOP com UFP-101 nos comportamentos
relacionados com medo e ansiedade. A grande maioria dos trabalhos
tem utilizado o UFP-101 mais para investigar o papel do sistema
N/OFQ-receptor NOP, do que para avaliar uma possivel atividade per se
nesses comportamentos. Nesse sentido, Vitale e colaboradores (2006)
demonstraram que a administracéo no ventriculo lateral de UFP-101 10
nmol (Gnica dose testada) ndo promoveu nenhuma mudanga
significativa nos pardmetros comportamentais avaliados no LCE e no
esconder defensivo condicionado (do inglés, conditioned defensive
burying tests). Goeldner e colaboradores (2010) demonstraram que a
infusdo bilateral de UFP-101 1 e 3 nmol no hipocampo dorsal de
camundongos ndo alterou as medidas de ansiedade no teste da caixa
claro-escuro, apesar da analise visual desses resultados indicar um
possivel aumento no tempo no compartimento claro da caixa claro-
escuro para a dose maior de UFP-101, sugerindo um efeito do tipo
ansiolitico.
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1.3. Labirinto em T elevado - modelo experimental de ansiedade

O labirinto em T elevado (LTE) foi desenvolvido para testar a
hipotese de Deakin e Graeff (1991) sobre o papel dual da serotonina nos
mecanismos de defesa. Esses pesquisadores, na tentativa de interpretar
as evidéncias existentes do papel da serotonina na ansiedade propuseram
que vias serotonérgicas distintas com origem no ndcleo dorsal da rafe
(NDR) podem diferencialmente afetar a expressdo de comportamentos
defensivos associados ao transtorno de ansiedade generalizada e panico.
De acordo com essa hipétese, a ativacdo da via serotonérgica ascendente
que parte do NDR e que inerva a amigdala e o cortex frontal pode
facilitar respostas defensivas a um perigo potencial ou distal, tais como
comportamentos de esquiva inibitoria e de avaliacdo de risco. Com base
no efeito de drogas ansioliticas, tais comportamentos tém sido
relacionados em termos clinicos ao transtorno de ansiedade generalizada
(Blanchard et al., 2003; Graeff, 2002). Por outro lado, a ativacéo da via
periventricular que parte do NDR e que inerva a substancia cinzenta
periaquedutal dorsal (SCPD) pode inibir as reagdes inatas de fuga ou
luta em resposta a um perigo proximal, presumidamente relacionada ao
transtorno do panico (Blanchard et al., 2003; Graeff, 2002). Ou seja, de
acordo com a hipdtese de Deakin e Graeff (1991) a serotonina facilita a
ansiedade, porém inibe o panico.

O LTE possui trés bracos de dimensdes iguais, elevados a 50
cm do chdo, sendo que um dos bragos é fechado por paredes laterais e é
perpendicular aos outros dois bragos abertos (Graeff et al., 1993). No
LTE sdo avaliados dois comportamentos motivados aversivamente: a
esquiva inibitéria e a fuga, que sdo associados com o transtorno de
ansiedade generalizada e com o transtorno de panico, respectivamente.
A esquiva inibitoria corresponde ao tempo que o animal leva para deixar
0 brago fechado do LTE, sendo colocado dentro deste brago por trés
vezes consecutivas. A fuga, avaliada ap6s as sessfes de esquiva e
também por trés vezes consecutivas, corresponde ao tempo que o animal
leva para sair de um dos bracos abertos do LTE (Conde et al., 1999;
Poltronieri et al., 2003; Teixeira et al., 2000; Viana et al., 1994,
Zangrossi e Graeff, 1997).

Os resultados da validagdo farmacolégica do LTE
demonstraram que os farmacos relacionados & serotonina buspirona
(agonista 5-HT;,) e ritanserina (antagonista 5-HT,ac), que na clinica
melhoram o0s sintomas da ansiedade generalizada, prejudicaram a
laténcia para sair do brago fechado (esquiva inibitoria), mas ndo
alteraram a laténcia para sair do braco aberto (fuga). Por outro lado, o
tratamento crénico com os farmacos antidepressivos imipramina
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(inibidor da recaptagdo de 5-HT e noradrenalina) e paroxetina (inibidor
da recaptacdo de 5-HT), que exercem um efeito ansiolitico e panicolitico
na clinica, prejudicaram a esquiva inibitoria e prolongaram a fuga no
LTE (para revisdo ver Zangrossi et al., 2001; Beijamini e Andreatini,
2003).

Como visto anteriormente, farmacos com atividade
antidepressiva, como os ISRS, sdo os farmacos de primeira escolha no
tratamento de um amplo espectro dos transtornos de ansiedade (Baldwin
et al., 2005). Em 2007, a agéncia americana Food and Drug
Administration (FDA) aprovou o tratamento do transtorno de ansiedade
generalizada com duloxetina, um ISRSN, e os resultados sugerem que
este fArmaco deve ser uma das primeiras opgfes a ser considerada no
tratamento deste transtorno psiquiatrico (Kornstein et al., 2009). Embora
existam atualmente muitos tratamentos farmacoldgicos e psicoterapias
disponiveis para o tratamento de pacientes com transtornos de
ansiedade, os resultados clinicos estdo longe dos ideais (Garner et al.,
2009).

Assim, novas pesquisas continuam sendo necessarias para
buscar compostos ansio-seletivos alternativos com menor potencial a
induzir reagdes adversas (Fricchione, 2004). Nesse contexto, 0s
neuropeptideos surgem como alvos terapéuticos atrativos para o
tratamento dos transtornos de ansiedade. Resultados pré-clinicos
demonstraram que o tratamento agudo ou crénico com o0 antagonista
peptidico competitivo NOP UFP-101 apresentou um efeito do tipo
antidepressivo (Gavioli et al., 2003, 2004; Vitale et al., 2006).
Entretanto, existem poucas evidéncias sobre os efeitos do bloqueio dos
receptores NOP com UFP-101 nos comportamentos relacionados com
medo e ansiedade. Dessa forma, os efeitos da administracéo central com
UFP-101 em diferentes testes de ansiedade, como o LTE, precisam ser
melhor caracterizados.

Além disso, 0s mecanismos de acdo subjacentes aos efeitos da
administracdo central de UFP-101, como o envolvimento dos sistemas
serotonérgico e noradrenérgico (os farmacos de primeira escolha no
tratamento dos transtornos de ansiedade atuam/modulam esses sistemas)
e a participacdo das peptidases enddgenas também precisam ser
investigados. Até 0 momento ndo existem estudos sobre o metabolismo
do UFP-101. Além de formar metabdlitos inativos, a acdo das
peptidases enddgenas pode resultar na formacdo de metabdlitos ativos
com a mesma atividade farmacoldgica do peptideo natural (Miwa et al.,
2010; Sandin et al., 1999) ou ainda com atividade farmacoldgica distinta
(De Araujo et al., 2001). A inibicdo da atividade de duas peptidases
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enddgenas, a aminopeptidase N e a endopeptidase 24.11, importantes no
metabolismo da N/OFQ (Montiel et al., 1997; Noble e Roques, 1997;
Sakurada et al., 2002), neuropeptideo que apresenta uma seqliéncia de
aminodcidos semelhante a do UFP-101, é uma maneira de avaliar a
participacdo dessas enzimas nos efeitos comportamentais produzidos
pela administracdo central de UFP-101, bem como dos fragmentos
peptidicos gerados pela sua acdo. A bestatina é um potente inibidor
competitivo da enzima aminopeptidase N (uma ectopeptidase; Wang et
al., 2010) e o fosforamidon da enzima endopeptidase 24.11 (Roques et
al., 1993).
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2. OBJETIVOS

2.1. Geral

O presente trabalho teve como objetivo avaliar os efeitos da
administracdo central de UFP-101 no comportamento de ratos
submetidos ao LTE e investigar os possiveis mecanismos responsaveis
por esses efeitos.

2.2. Especificos:

1 — Auvaliar o efeito da administracdo de UFP-101 no ventriculo
lateral no comportamento de ratos submetidos ao LTE;

2 — Avaliar a participacdo do receptor NOP no efeito
comportamental produzido pela administragdo no ventriculo lateral de
UFP-101 no LTE, através do pré-tratamento com N/OFQ;

3 — Avaliar a influéncia dos inibidores de peptidase, bestatina e
fosforamidon, no efeito comportamental produzido pela administracdo
de UFP-101 no ventriculo lateral e avaliado no LTE;

4 — Avaliar o efeito da inibicdo da sintese de serotonina no
efeito comportamental produzido pela administracdo no ventriculo
lateral de UFP-101 no LTE;

5 — Avaliar a participacdo do NDR, através da administrago
intra-ncleo de UFP-101, no comportamento de ratos submetidos ao
LTE;

6 — Avaliar a participacdo do LC, através do registro da taxa de
disparo dos neurdnios noradrenérgicos, no efeito comportamental
produzido pela administracdo no ventriculo lateral de UFP-101 no teste
de esconder esferas (TEE).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Animais

Foram empregados ratos machos das linhagens Wistar e
Sprague-Dawley, pesando de 200 a 250 g, provenientes do Biotério
Central da Universidade Federal de Santa Catarina e do Servico de
Experimentacdo e Producdo Animal da Universidade de Cadiz
(CAJ1CS), respectivamente.

Os ratos Wistar foram alojados em grupos de 4 a 6
animais/caixa de polipropileno (42 x 34 x 17 cm). Essas caixas foram
acomodadas em estantes ventiladas (Alesco Ind. e Com. Ltda, SP,
Brasil), em wuma sala (biotério setorial) do laboratério de
Neurofarmacologia da Universidade Federal de Santa Catarina. A sala
foi mantida a uma temperatura de 23 + 2 °C e um ciclo de luz claro-
escuro de 12 horas (luzes ligadas as 7 h).

Os ratos Sprague-Dawley foram alojados em grupos de 4
animais/caixa de polipropileno ou macrolon transparente (21,50 x 46,50
X 14,50 cm) em uma sala (biotério setorial) do Departamento de
Neurociéncias da Universidade de Cadiz (CA/5/U). Nessa sala, as
condi¢Bes ambientais de temperatura (22 + 1 °C), umidade relativa (55 +
10%) e ciclo de luz claro-escuro de 12 horas (luzes ligadas as 08:00 h)
foram controladas automaticamente.

Os animais receberam agua e comida “ad libitum”, exceto
durante a vigéncia dos experimentos. Os experimentos que utilizaram
ratos Wistar foram realizados entre 14 e 18 h, enquanto os experimentos
com ratos Sprague-Dawley foram realizados entre 9 e 15 h.

Nos estudos comportamentais, os animais foram transferidos
para uma sala com as mesmas condi¢Bes de temperatura e iluminagéo
que a sala do biotério setorial, no minimo 1 h antes do inicio dos
experimentos, para aclimatacgao.

Todos os experimentos foram realizados de acordo com as
recomendagfes da Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de
Laboratério (SBCAL/COBEA) e com as normas estabelecidas no Real
Decreto  1201/2005 sobre protecdo dos animais utilizados para
experimentacdo e outros fins (B.O.E. num. 252, Espanha). O protocolo
experimental foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
da Universidade Federal de Santa Catarina (CEUA 23080.057218/2008-
54/UFSC) e da Universidade de Cadiz. Foi utilizado o nGmero minimo
de animais necessario para obtencéo de dados configveis.
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3.2. Drogas e solugdes

Foram utilizadas as seguintes drogas e solucdes:
4-cloro-DL-fenilalanina, PCPA, Sigma Chemical Co., (St. Louis, MO,
EUA). Dissolvido em salina com Tween-80 a 1%;

Cloridrato de quetamina, Francotar®, Eurofarma Lab. Ltda, SP,
Brasil);

Cloridrato de Xilazina, Anasedan®, Vetbrands Salde Animal, SP,
Brasil);

Fosforamidon, sal dissédio N-(a-Ramnopiranosiloxihidroxifosfinil)-
Leu-Trp ou sal dissddico N-(a-Ramnopiranosilfosfono)-L-leucil-L-
triptofano), Sigma Chemical Co., (St. Louis, MO, EUA). Dissolvido em
PBS;

Cloridrato de Bestatina, N-[(2S,3R)-3-Amino-2-hidroxi-4-
fenilbutiril]-L-leucina hidrocloreto, Sigma Chemical Co., (St. Louis,
MO, EUA). Dissolvido em PBS;

Cloridrato de Clonidina, 2-(2,6-Dicloroanilino)-2-imidazolina
hidrocloreto, Sigma Chemical Co., (St. Louis, MO, EUA). Dissolvido
em saling;

Cloridrato de Fluoxetina, Prozac®, Sigma-Aldrich Corporation (St.
Louis, MO, EUA), Sigma Chemical Co., (St. Louis, MO, EUA).
Dissolvido em salina;

Cloridrato de Idazoxano, (z)-2-[1,4-Benzodioxan-2-yl]-2-imidazoline
hydrochloride. Sigma Chemical Co., (St. Louis, MO, EUA). Dissolvido
em saling;

Cloridrato de Naloxona Diidratada, Sigma Chemical Co., (St. Louis,
MO, EUA). Dissolvido em salina;

Nociceptina/orfanina FQ, N/OFQ = Phe-Gly-Gly-Phe-Thr-Gly-Ala-
Arg-Lys-Ser-Ala-Arg-Lys-Leu-Ala-Asn-Gln, sintetizada pelo Dr. R.
Guerrini, Departamento de Ciéncias Farmacéuticas, Universita di
Ferrara (Ferrara, Itilia). Dissolvida em PBS;

PBS, physiological buffer solution, Sigma-Aldrich Corporation (St.
Louis, MO, EUA): NaCl 137 mM, KCI 1,17 mM e tampéo fosfato 10
mM, pH 7,0;

Sacarose, dissolvida em agua destilada a 30 %;

Solucéo de cloreto de sddio a 0,9 %, salina;

Sulfato de Morfina Pentahidratado, Sigma Chemical Co., (St. Louis,
MO, EUA). Dissolvido em salina;
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UFP-101, [Nphe',Arg" Lys™]N/OFQ-NH,, sintetizado por Dr. R.
Guerrini, Departamento de Ciéncias Farmacéuticas, Universita di
Ferrara (Ferrara, Itdlia). Dissolvido em PBS.

As drogas dissolvidas em salina foram administradas por via
I.P. ou endovenosa. O volume de injecdo foi de 1 ml/Kg de peso
corporal, a excecdo do tratamento com PCPA que foi de 5 ml/Kg de
peso corporal. As drogas dissolvidas em PBS foram administradas no
ventriculo lateral ou no NDR.

3.3. Cirurgias estereotaxicas

3.3.1. Implante de canula-guia para administracdo de drogas no
ventriculo lateral ou no NDR de ratos Wistar

Os animais foram anestesiados com xilazina (75 mg/Kg, 1.P.) e
quetamina (10 mg/Kg, I.P.). Depois de verificada a perda total dos
reflexos, os animais foram imobilizados em um aparelho estereotaxico
(Stoelting, mod. 300, USA). Em seguida, foram feitas a tricotomia, a
assepsia com alcool iodado e a injecdo de cloridrato de lidocaina
associado a um vasoconstritor (por via subcutanea, para anestesia local e
reducdo do extravasamento sangiiineo no momento da incisdo) na parte
posterior da cabeca de cada animal. Ao final, a calota craniana, apos a
raspagem do periosteo, foi exposta e perfurada com uma broca
odontolégica para a fixagcdo de dois parafusos de aco inoxidavel e
insercdo de uma cénula-guia (15 mm de comprimento, DI = 0,22 mm e
DE = 0,28 mm) 1 mm acima do ventriculo lateral (AP =-0,8, ML = 1,5
e DV = -2,5 mm) ou 2 mm acima do NDR (AP = +12, ML = +29 e
DV: -4,7 mm, angulagdo de 29°). As coordenadas do ventriculo lateral e
do NDR foram tiradas em relacdo ao bregma e ao lambda,
respectivamente, de acordo com o Atlas de Paxinos e Watson (1986)
para essas estruturas.

Feita para a fixacdo dos parafusos e implante da canula-guia, a
area aberta foi preenchida com acrilico auto-polimerizavel (JET Artigos
Odontol6gicos Classico Ltda., Sdo Paulo, Brasil). Por fim, um mandril,
do tamanho da cé&nula-guia, foi introduzido no interior da canula-guia
para evitar a oclusdo da mesma.

Apbs a cirurgia, cada animal foi colocado numa caixa de
polipropileno e aquecido com uma lampada incandescente de 60 W.
Depois da recuperagdo total da anestesia, cada animal foi reconduzido a
sua caixa, aonde permaneceu recebendo dgua e racao a vontade por 5a 6
dias antes dos testes comportamentais.



Tese de Doutorado — FMC — UFSC Marcelo Duzzioni 26

3.3.2. Implante de canula-guia para administracdo de drogas no
ventriculo lateral e de um eletrodo para registrar in vivo a atividade
elétrica dos neur6nios do LC de ratos Sprague-Dawley

Os animais foram anestesiados com hidrato de cloral (400
mg/Kg, L.P., dose inicial). O hidrato de cloral foi utilizado como
anestésico porque ndo promove alteracdes significativas na freqléncia
de disparo dos neurdnios do LC (Korf et al., 1974). Em seguida, foi feita
uma incisdo na altura do pescogo e o implante de: 1) uma cénula de
polietileno (DI = 1,8 mm e DE = 2,5 mm, Portex®, Gran Bretanha) na
traquéia, para facilitar a respiracdo do animal durante o experimento; 2)
uma canula de polietileno (DI = 0,4 mm e DE = 0,8 mm, Portex®, Gran
Bretanha) na veia jugular, para administrar doses adicionais de
anestésico, caso fosse necessario, e de outros farmacos; e 3) uma canula
de polietileno (DI = 0,4 mm e DE = 0,8 mm, Portex®, Gran Bretanha) na
artéria carétida, para monitorar a pressao arterial durante o experimento.
Doses adicionais de anestésico foram administradas quando o animal
respondia a um estimulo externo, e.g., pressionar levemente a pata
traseira com uma pinga. O intervalo de administracdo dessas doses
adicionais variou entre 0s animais, mas aproximadamente eram
injetados 0,1 a 0,2 ml a cada 30 — 45 min.

ApOs esses procedimentos, os animais foram imobilizados em
um aparelho estereotaxico (900, David Kopf®, USA) e uma canula-guia
foi inserida 1 mm acima do ventriculo lateral, conforme descrito
anteriormente (item 3.3.1). Em seguida, a cabeca do animal foi orientada
para baixo, até que a diferenca de altura entre o bregma e o lambda fosse
de 2 mm (&ngulo de 15 ° em relacéo a linha horizontal). Um orificio de
cerca de 3 mm de didmetro foi feito no osso occiptal, de acordo com as
coordenadas estereotdxicas do LC direito (AP =-3,7 e ML = -1,1 mm).
As membranas dura-mater e aracndide foram perfuradas e deslocadas
com cuidado, com uma agulha hipodérmica, para evitar o rompimento
de vasos sanglineos meningeos. Com o0 auxilio de um
microposicionador hidraulico de avance e precisdo micrométrica (640,
David Kopf®, USA), o eletrodo de registro foi lentamente implantado no
LC direito (DV = -5a -7 mm). As coordenadas do ventriculo lateral e do
LC foram tiradas em relacdo ao bregma e a linha interaural,
respectivamente, de acordo com o Atlas de Paxinos e Watson (1986)
para essas estruturas.

Uma manta termoreguladora (HB101/2, Letica® Espanha)
situada entre o animal e o aparelho estereotidxico foi utilizada para
manter a temperatura corporal em 37 °C durante todo o experimento.
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Os registros in vivo da atividade elétrica dos neurdnios
noradrenérgicos do LC foram realizados na Universidad de Cadiz,
Espanha, sob orientagdo do Prof. Juan Antonio Micd Segura, durante o
estagio de doutorado sandwich.

3.4. Eletrodo de registro

Os eletrodos utilizados para captar a atividade -elétrica
extracelular de um Unico neurdnio do LC foram fabricados a partir de
micropipetas de vidro Omegadot com filamento interno (1,5 x 1,12 x
100 mm) em um estirador vertical automéatico de pipetas (PE-21,
Narishige®, Jap&o). A forma e o comprimento da ponta do eletrodo
foram moldados pela temperatura e pelo peso de um dos suportes da
micropipeta. O interior dos eletrodos foi preenchido com uma solugéo
de Pontamina Sky Blue 2% dissolvida em acetato sodico 0,5%. Com a
ajuda de um microscépio (HM-LUX, Leica®, Alemanha, aumento de 40
vezes), a ponta do eletrodo foi rompida até obter uma ponta com 1 a 2
pm de didmetro.

3.5. Sistema de registro da atividade elétrica dos neurdnios do LC

O sistema de registro da atividade elétrica dos neurénios do LC
era composto por um eletrodo de registro, dois amplificadores, um
osciloscdpio, um analisador de audio, um conversor analdgico/digital e
um computador (Figura 2).

A atividade elétrica dos neur6nios do LC foi captada por um
eletrodo de registro e enviada, através de um fio de prata introduzido em
seu interior, a um pré-amplificador. O pré-amplificador convertia o sinal
elétrico de alta impedancia em baixa impedancia e o amplificava em 10
vezes (Ganho x 10). Esse sinal era enviado a outro amplificador (AC-
DC Amplifier AE3, Cibertec®, Espanha), que reduzia ainda mais a
impedancia e o amplificava novamente em 10 vezes. Além disso, o0
amplificador descartava o componente continuo do sinal elétrico
filtrando os ruidos elétricos maiores que 1 KHz. Apos ser amplificado e
filtrado, o sinal elétrico foi enviado a um osciloscopio (HM 507,
HAMEG®, Alemanha), a um analisador de audio (Aumon 14, Cibertec®,
Espanha) e a um conversor analédgico/digital (Micro 1401, Cambridge
Eletronic Designin-CED®, Gran Bretanha). Por fim, o conversor
analogico/digital transformava o sinal analégico em digital, para que o
programa Spike 2 (Cambridge Eletronic Designin-CED®, Gran
Bretanha), instalado no computador, pudesse adquirir e armazenar 0s
sinais elétricos do LC. O animal e o sistema de registro estavam
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conectados a um fio terra separado da rede elétrica geral para evitar
ruidos ou interferéncias elétricas.

Computador

)

Osciloscépio Conversor Analdgico/Digital

Amplificador —
T Analisador de Audio

—>

TN Q‘:\"\ il Pré-amplificador

Eletrodo de Registro

Figura 2 — Sistema de registro da atividade elétrica extracelular de um dnico
neurdnio do loco certleo (LC). O sinal elétrico foi captado pelo eletrodo de
registro, amplificado, filtrado e convertido em um sinal digital. O osciloscopio e
o0 analisador de audio foram utilizados para monitorar o sinal elétrico. O
computador armazenava 0s sinais captados para andlises posteriores. Imagem
cedida por Cristina Alba Delgado, Universidad de Cédiz, Espanha.

3.6. Localizagdo e identificagéo dos neurdnios do LC

Os neurbnios do LC estdo localizados logo abaixo do IV
ventriculo, uma zona de relativo siléncio elétrico, e medial ao nucleo
trigeminal mesencefalico (Me5, do inglés mesencephalic trigeminal
nucleus), que pode ser ativado pela abertura passiva da mandibula
(Cedarbaum e Aghajanian, 1976).
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Os neurbnios do LC foram identificados atraves de critérios-
padrdo, previamente descritos por Cedarbaum e Aghajanian (1978) para
ratos anestesiados, e sdo eles: descargas espontaneas com freqliéncia
entre 0,5 e 5 Hz, com predominio entre 1 e 3 Hz; morfologia bifésica,
uma parte inicial positiva e maior seguida de uma parte final negativa e
menor; e duragdo de 2 a 6 ms. Além disso, os neurdnios do LC direito
respondem especificamente ao estimulo de compressdo da pata
contralateral traseira com varias descargas em salvas seguidas por um
intervalo de siléncio eletrofisiol6gico (periodo quiescente; Korf et al.,
1974).

3.7. Microinjecao intracerebral

Para a microinjecdo intracerebral das drogas, os animais foram
imobilizados com o auxilio de uma flanela, o mandril removido e uma
agulha injetora foi inserida no interior da canula-guia. O comprimento
da agulha injetora para a administracdo no ventriculo lateral das drogas
era de 16,5 mm, enquanto para a administracdo no NDR era de 17 mm.
A agulha injetora estava conectada a uma micro-seringa (Hamilton®, de
5 pl) por meio de um tubo de polietileno (PE-10). A micro-seringa
estava acoplada a uma bomba de infusido (modelo B12000, Insight®
Ltda, Ribeirdo Preto, Brasil), 0 que permitiu a administracdo automatica
do volume (ventriculo lateral = 0,3 - 2 pul; NDR = 0,3 pl) e da
velocidade (ventriculo lateral = 0,6 - 4 pl/min; NDR = 0,6 pl/min)
desejados. A agulha injetora foi mantida no interior da canula-guia por
um periodo adicional de 30 s para maximizar a difusdo e evitar possivel
refluxo da droga.

3.8. Testes Comportamentais
3.8.1. Labirinto em T elevado

O labirinto em T elevado (LTE, Figura 3) € um modelo de
ansiedade derivado do labirinto em cruz elevado, pela obstrucdo da
entrada de um dos bragos fechados (Graeff et al., 1993, 1998). O
aparelho foi construido em madeira e possui trés bragos de dimensdes
iguais (50 x 10 cm), elevados a 50 cm do chdo. O brago fechado do LTE
¢ formado por paredes com 40 cm de altura, enquanto os bracos abertos
sdo circundados por uma borda de 1 cm de altura, para evitar a queda
dos animais do aparelho. Os bragos abertos e o fechado s&o conectados
por uma plataforma central (10 x 10 cm). A intensidade luminosa nos
bracos abertos do LTE foi de 50 lux.

No dia anterior ao experimento, ratos Wistar foram expostos
individualmente a um dos bragos abertos do LTE por 30 min. Os bragos
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abertos foram separados do brago fechado do LTE por uma parede de
madeira, disposta na linha de separacéo entre a plataforma central e o
braco aberto. Passadas 24 h, cada animal foi tratado de acordo com o
delineamento experimental (veja a seguir) e colocado no final do brago
fechado do LTE, com a cabeca voltada para a plataforma central. O
tempo necessério para sair com as quatro patas deste braco pela primeira
vez foi registrado e adotado como Linha de Base.

Apos deixar o brago fechado, cada animal explorou o aparelho
por mais 10 s. Em seguida, duas novas medidas, com intervalos de 30 s,
foram tomadas (Esquiva 1 e Esquiva 2). Apds novamente 30 s, cada
animal foi colocado no final do brago aberto (0 mesmo ao qual havia
sido exposto no dia anterior) e 0 tempo necessario para sair com as
quatro patas deste braco foi registrado (Fuga 1). Em seguida, duas novas
medidas (Fuga 2 e Fuga 3), com intervalos de 30 s, foram tomadas
(adaptado de Teixeira et al., 2000). O aparelho foi limpo com solugéo de
etanol a 10% apds a avaliacdo completa de cada animal.

De maneira geral, farmacos com atividade do tipo ansiolitica
diminuem a laténcia para sair do braco fechado do LTE, enquanto
farmacos com atividade do tipo ansiogénica aumentam, quando
comparado ao grupo controle. Além disso, fArmacos com atividade do
tipo panicolitica aumentam a laténcia para sair do braco aberto do LTE,
enquanto farmacos com atividade do tipo panicogénica diminuem,
guando comparado ao grupo controle (Graeff et al., 1998; Poltronieri et
al., 2003).

Figura 3 - Labirinto em T elevado (LTE) do Laboratério de
Neurofarmacologia da UFSC, utilizado neste estudo.
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3.8.2. Campo aberto

A avaliacdo da atividade locomotora dos ratos Wistar foi
realizada em um campo aberto (CA, Figura 4), que consistia de uma
arena gquadrada de polipropileno (100 x 100 cm), com paredes de 40 cm
de altura e o piso dividido em 25 quadrados de 20 x 20 cm. A
intensidade luminosa no centro do CA foi de 50 lux.

Apds a avaliacdo no LTE, os ratos Wistar foram colocados
individualmente no centro do CA e durante 5 min foram registrados o
nimero de quadrados cruzados com as quatro patas € o nimero de
comportamentos de levantar (rearing). Uma reducdo no numero de
cruzamentos e/ou de comportamentos de levantar, quando comparada ao
grupo controle, pode ser interpretada como um prejuizo na atividade
locomotora. Por outro lado, um aumento nesses parametros pode ser
interpretado como uma melhora no desempenho motor (Prut e Belzung,
2003). O aparelho foi limpo com solugdo de etanol a 10% apds a
avaliagdo de cada animal.

Figura 4 — Campo aberto (CA) para avaliar a atividade locomotora espontanea
de ratos Wistar do Laboratério de Neurofarmacologia da UFSC, utilizado neste
estudo.

A avaliacdo da atividade locomotora dos ratos Sprague-Dawley
foi realizada em um CA (Figura 5), que consistia de uma arena circular
de polipropileno (D = 100 cm), com paredes de 50 cm de altura. A
intensidade luminosa no centro do CA foi inferior a 15 lux. Os ratos
Sprague-Dawley foram colocados individualmente no centro do CA e a
distancia total percorrida foi registrada durante 30 min com o auxilio de
um programa de monitoramento de movimento (Smart; Panlab,
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Barcelona, Espanha). Uma reducéo na distancia total percorrida, quando
comparada ao grupo controle, pode ser interpretada como um prejuizo
na atividade locomotora. Enquanto um aumento nesse parametro pode
ser interpretado como uma melhora no desempenho motor. O aparelho
foi limpo com solucéo de etanol a 10% apds a avaliagdo de cada animal.

:

Campo Aberto

Figura 5 - Sistema de monitoramento da atividade locomotora esponténea de
ratos Sprague-Dawley. Imagem do pesquisador.

3.8.3. Teste de esconder esferas

O teste de esconder esferas (TEE, Figura 6) foi realizado em
uma caixa de macrolon transparente (21,50 x 46,50 x 14,50 cm),
localizada no interior de uma sala com paredes escuras. Foram
distribuidas uniformemente 16 esferas de vidros no piso da caixa, que
estava coberto com serragem a 5 cm de altura. Sobre a caixa foram
colocadas outra caixa de macrolon transparente, porém invertida para
impedir a saida dos animais, e uma lampada incandescente de 100 W a
60 cm de altura. No dia do teste, os animais foram colocados
individualmente no interior da caixa, préximo a uma das paredes, € 0
nimero de esferas cobertas com serragem, com mais de 2/3 de seu
diametro, foi registrado durante 30 min (adaptado de Njung'e e Handley,
1991). De maneira geral, farmacos com atividade do tipo ansiolitica
diminuem o nimero de esferas escondidas, enquanto farmacos com
atividade do tipo ansiogénica aumentam o numero de esferas
escondidas, quando comparados aos animais do grupo controle (Nicolas
et al., 2006; Njung'e e Handley, 1991; Thomas et al., 2009).
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Figura 6 — Teste de esconder esferas (TEE). Imagem do pesquisador.

3.9. Delineamento Experimental
3.9.1. Experimento 1 - Efeito da administracdo de UFP-101 no
ventriculo lateral de ratos Wistar submetidos ao LTE

No experimento 1 (Figura 7), passados 5 ou 6 dias da cirurgia
de implante de uma cénula-guia, para a administragdo de drogas no
ventriculo lateral (para mais detalhes desse procedimento ver item
3.3.1), os animais foram pré-expostos a um dos bracos abertos do LTE
por 30 min. Depois de 24 h, os animais foram tratados no ventriculo
lateral com PBS ou UFP-101 nas doses de 1, 3 ou 10 nmol. O volume de
injegdo foi de 2 pl. Cinco minutos apds o tratamento os animais foram
submetidos & avaliagdo comportamental no LTE e, em seguida,
avaliados no teste do CA.

Ratos Wistar - Cirurgia Estereotaxica

ﬂ 5ou 6 dias
Pré-exposicao no brago aberto do LTE
ﬂ 1dia
[ |
PBS UFP-101 1, 3 ou 10 nmol
(2pn (2pn
[ |
ﬂ 5 min
LTE

ﬂ Imediatamente ap6s

CA

Figura 7 — Delineamento do Experimento 1.
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3.9.2. Experimento 2 - Efeito da administracdo de N/OFQ no
ventriculo lateral de ratos Wistar submetidos ao LTE

No Experimento 2 (Figura 8) foi adotado o mesmo
procedimento do Experimento 1, a excecdo dos tratamentos. Os animais
foram tratados no ventriculo lateral com PBS ou N/OFQ nas doses de
0,01, 0,03, 0,1, 0,3 ou 1 nmol. O volume de injegao foi de 2 pl.

Ratos Wistar - Cirurgia Estereotéxica

ﬂ 5ou 6 dias
Pré-exposicao no brago aberto do LTE
[l 1dia
[ |
PBS N/OFQ 0,01, 0,03, 0,1, 0,3 ou 1 nmol
(2D (2D
[ |
ﬂ 5 min
LTE

ﬂ Imediatamente ap6s
CA

Figura 8 — Delineamento do Experimento 2.

3.9.3. Experimento 3 - Influéncia do pré-tratamento com N/OFQ no
ventriculo lateral no efeito da administracdo de UFP-101 no mesmo
sitio em ratos Wistar avaliados no LTE

Novamente, no Experimento 3 (Figura 9) foi adotado o mesmo
procedimento do Experimento 1, & excecdo dos tratamentos e dos
volumes injetados. Os animais foram tratados no ventriculo lateral com
PBS+PBS, PBS+UFP-101 1 nmol, N/OFQ 0,3 nmol+PBS ou N/OFQ
0,3 nmol+UFP-101 1 nmol. O intervalo entre os tratamentos foi de 1
min e o volume em cada administragdo foi de 1 pl.
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Ratos Wistar - Cirurgia Estereotéxica

ﬂ 5 ou 6 dias
Pré-exposicao no brago aberto do LTE
[] 1dia
[ [ [ |
PBS PBS N/OFQ 0,3 nmol N/OFQ 0,3 nmol
(1 ub (L ub (L ub (1 ub
+ (1 min) + (1 min) + (1 min) + (1 min)
PBS UFP-101 1 nmol PBS UFP-101 1 nmol
(L ub (1 ub (1 ub (L ub
[ [ [ I
ﬂ 5 min
LTE

ﬂ Imediatamente ap6s

CA

Figura 9 — Delineamento do Experimento 3.

3.9.4. Experimento 4 - Influéncia do pré-tratamento com bestatina
no ventriculo lateral no efeito da administragdo de UFP-101 no
mesmo sitio em ratos Wistar avaliados no LTE

No Experimento 4 (Figura 10) também foi adotado o mesmo
procedimento do Experimento 1, as exce¢fes dos tratamentos e dos
volumes injetados. Os animais foram tratados no ventriculo lateral com
PBS+PBS, PBS+UFP-101 1 nmol, bestatina 2 nmol+PBS ou bestatina 2
nmol+UFP-101 1 nmol. O intervalo entre os tratamentos foi de 5 min e
o volume em cada administragdo foi de 1 pl.
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Ratos Wistar - Cirurgia Estereotéxica
ﬂ 5 ou 6 dias
Pré-exposicao no brago aberto do LTE
[l 1dia
[ | | ]
PBS PBS Bestatina 2 nmol Bestatina 2 nmol
(L ub (1 b (L ub (1 b
+ (5 min) + (5 min) + (5 min) + (5 min)
PBS UFP-101 1 nmol PBS UFP-101 1 nmol
(1 ub (L ub (L ub (1 ub
[ [ [ |
ﬂ 5 min
LTE

ﬂ Imediatamente ap6s

CA

Figura 10 — Delineamento do Experimento 4.

3.9.5. Experimento 5 - Influéncia do pré-tratamento com
fosforamidon no ventriculo lateral no efeito da administracdo de
UFP-101 no mesmo sitio em ratos Wistar avaliados no LTE

Na Figura 11 pode ser observado um esbogo do Experimento 5,
que as excegdes dos tratamentos e dos volumes injetados, adotou o
mesmo procedimento do Experimento 1. Os animais foram tratados no
ventriculo lateral com PBS+PBS, PBS+UFP-101 1 nmol, fosforamidon
2 pmol+PBS ou fosforamidon 2 pmol+UFP-101 1 nmol. O intervalo
entre os tratamentos foi de 25 min e o volume em cada administracéo foi
de 1 pl.
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Ratos Wistar - Cirurgia Estereotéxica

ﬂ 5 ou 6 dias
Pré-exposicao no brago aberto do LTE
[l 1dia
[ | [ |
PBS PBS Fosforamidon Fosforamidon
(1 ub) 2 ul 2 pmol (1 pl) 2 pmol (1ul)
+ (25 min) + (25 min) + (25 min) + (25 min)
PBS UFP-101 PBS UFP-101
1 ul 1 nmol 1 ub 1 nmol
(1 un (1 up
[ [ | |
ﬂ 5 min
LTE
ﬂ Imediatamente ap6s
CA
Figura 11 — Delineamento do Experimento 5.
3.9.6. Experimento 6 - Influéncia do pré-tratamento com

fosforamidon e bestatina no ventriculo lateral no efeito da
administracdo de UFP-101 no mesmo sitio em ratos Wistar
avaliados no LTE

No Experimento 6 (Figura 12) foi adotado o mesmo
procedimento do Experimento 1, as exce¢fes dos tratamentos e dos
volumes injetados. Os animais foram tratados no ventriculo lateral com
PBS+PBS+PBS, PBS+PBS+UFP-101 1 nmol, fosforamidon 2
pmol+bestatina 2 nmol+PBS ou fosforamidon 2 pmol+bestatina 2
nmol+UFP-101 1 nmol. O intervalo entre o primeiro e o segundo
tratamento foi de 20 min, enquanto o intervalo entre o segundo e o
terceiro tratamento foi de 5 min. Em cada injecdo o volume
administrado foi de 1 pl.
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Ratos Wistar - Cirurgia Estereotéxica

ﬂ 5 ou 6 dias
Pré-exposicao no brago aberto do LTE
[] 1dia
[ | | |
PBS PBS Fosforamidon Fosforamidon
1 ul 1 ul 2 pmol (1 pl) 2 pmol (1 pl)
+ (20 min) + (20 min) + (20 min) + (20 min)
PBS PBS Bestatina Bestatina
(1 ub) 1 ul 2 nmol (1 pl) 2 nmol (1 pl)
+ (5 min) + (5 min) + (5min) + (5 min)
PBS UFP-101 PBS UFP-101
(1 ub) 1 nmol (1 ub) 1 nmol
(1 ul) (1 ub
[ [ [ |
ﬂ 5 min
LTE

ﬂ Imediatamente ap6s
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Figura 12 — Delineamento do Experimento 6.

3.9.7. Experimento 7 - Influéncia do pré-tratamento com PCPA no
efeito da administragdo de UFP-101 no ventriculo lateral em ratos
Wistar avaliados no LTE

Antes de comecar o Experimento 7, foi realizada uma curva
dose-resposta para fluoxetina no LTE. A partir desses resultados, a dose
de fluoxetina selecionada para o Experimento 7 foi de 20 mg/Kg. Para
isso, ratos Wistar foram pré-expostos a um dos bracos abertos do LTE
por 30 min. No dia seguinte, o0os animais foram tratados
intraperitonealmente com solugdo salina (NaCl 0,9%) ou fluoxetina nas
doses de 10, 15 ou 20 mg/Kg e depois de 30 min foram avaliados no
LTE. Imediatamente ap6s sairem do LTE, os animais foram avaliados
no CA por 5 min.

No Experimento 7 (Figura 13), ratos Wistar foram
aleatoriamente divididos em 3 grupos, sendo que um grupo foi
submetido a uma cirurgia estereotdxica, para a administragdo de drogas
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no ventriculo lateral (para mais detalhes desse procedimento ver item
3.3.1). Os animais do grupo operado, apds trés dias, foram tratados
intraperitonealmente com 4-cloro-DL-fenilalanina (PCPA, 100 mg/Kg)
por 4 dias seguidos (Gavioli et al., 2004). Os outros grupos foram
tratados pela mesma via e tempo com veiculo ou PCPA. No sexto dia
todos os animais foram pré-expostos a um dos bracos abertos do LTE.
Sendo que, o quarto tratamento com veiculo ou PCPA ocorreu 2 horas
apos a pré-exposicdo no LTE. No sétimo dia, o grupo de animais néo
operados e pré-tratados com veiculo foi tratado por via intraperitoneal
com salina e submetido depois de 30 min ao LTE. O grupo de animais
ndo operados e pré-tratados com PCPA foi tratado por via
intraperitoneal com salina ou fluoxetina 20 mg/Kg e avaliado depois de
30 min no LTE. Por fim, o grupo de animais operados e pré-tratados
com PCPA foi tratado no ventriculo lateral com UFP-101 1 nmol e
avaliado depois de 30 min no LTE. Todos os animais foram submetidos
ao CA imediatamente ap0s sairem do LTE.
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Ratos Wistar
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Figura 13 — Delineamento do Experimento 7.

3.9.8. Experimento 8 - Efeito da administracio de UFP-101 no NDR
de ratos Wistar submetidos ao LTE

No Experimento 8 (Figura 14), passados 5 ou 6 dias da cirurgia
de implante de uma cénula-guia, para a administragdo de drogas no
NDR (para mais detalhes desse procedimento ver item 3.3.1), 0s animais
foram pré-expostos a um dos bracgos abertos do LTE por 30 min. Depois
de 24 h, os animais foram tratados no NDR com PBS ou UFP-101 nas
doses de 1, 3 ou 10 pmol. O volume de inje¢do foi de 0,3 pl. Cinco
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minutos ap6s o tratamento os animais foram submetidos a avaliagdo
comportamental no LTE e, imediatamente apos, no CA.

Ratos Wistar - Cirurgia Estereotéxica

ﬂ 5ou 6 dias
Pré-exposicao no brago aberto do LTE

[] 1dia

[ |

PBS UFP-101 1, 3 ou 10 pmol
(0,3 u 0,3 ul)

[ |
ﬂ 5 min
LTE

ﬂ Imediatamente ap6s
CA

Figura 14 — Delineamento do Experimento 8.

3.9.9. Experimento 9 - Efeito da administracdo de UFP-101 no
ventriculo lateral de ratos Sprague-Dawley submetidos ao TEE e ao
CA

No Experimento 9 (Figura 15), sete dias ap06s a cirurgia de
implante de uma cénula-guia, para a administracdo de drogas no
ventriculo lateral, os animais foram tratados com PBS ou UFP-101 nas
doses de 0,1, 0,3, 1 ou 3 nmol. O volume injetado no ventriculo lateral
foi de 2 ul. Cinco minutos ap6s o tratamento, uma parte dos animais foi
submetida a avaliacdo comportamental no TEE por 30 min, enquanto a
outra parte foi avaliada no CA durante 30 min.
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Ratos Sprague-Dawley - Cirurgia Estereotaxica

ﬂ 7 dias
[ |
PBS UFP-101
(2D 0,1,0,3, 1 ou 3 nmol (2 pl)
5 min 5 min
TEE CA
(30 min) (30 min)

Figura 15 — Delineamento do Experimento 9.

3.9.10. Experimento 10 - Efeito da administracdo de UFP-101 no
ventriculo lateral sobre a atividade elétrica dos neurénios do LC de
ratos Sprague-Dawley

Antes de comegar o Experimento 10, foi realizada a
padronizagdo do teste de registro dos potenciais de acdo dos neurdnios
do LC com a administracdo endovenosa de clonidina e morfina. Para
isso, ratos Sprague-Dawley foram anestesiados e uma cénula de
polietileno foi implantada na traquéia, jugular e cardtida. Em seguida,
um eletrodo de registro foi inserido no LC (para mais detalhes desses
procedimentos ver item 3.3.2). Por fim, os animais foram divididos em 2
grupos: um grupo foi tratado com clonidina (0,3125 — 20 ng/Kg;
agonista do receptor ap adrenérgico) e idazoxano (100 ug/Kg;
antagonista do receptor o, adrenérgico); e outro com morfina (150 —
4800 ng/Kg; agonista do receptor MOP opidide) e naloxona (1000
png/Kg; antagonista ndo-seletivo dos receptores opidides). Os
tratamentos ocorreram em doses crescentes e cumulativas. Sendo que o
intervalo entre as injecGes de clonidina foi de 1 min, enquanto o
intervalo entre as inje¢des de morfina foi de 2 min. Na faixa de doses
utilizada, clonidina e morfina reduzem progressivamente até a inibicéo
total da taxa de disparo dos neurénios do LC. O idazoxano e a naloxona
blogueiam os efeitos promovidos pela clonidina e pela morfina,
respectivamente.

No Experimento 10 (Figura 16), o procedimento adotado foi
semelhante & padronizacdo do teste de registro dos potenciais de acdo
dos neurdnios do LC, & exce¢do da via de administracéo, do tratamento
e do intervalo entre as injecBes. Para isso, além das cénulas de
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polietileno inseridas na traquéia, jugular e carétida e do eletrodo de
registro no LC, uma cénula-guia foi implantada para a administracdo no
ventriculo lateral de UFP-101. O UFP-101 foi injetado, de forma
cumulativa, nas doses de 0,3 e 1 nmol. O intervalo entre as injecdes de
UFP-101 foi de 6 min. O monitoramento da taxa de disparo dos
neurdnios do LC e da pressdo arterial comecou apos o implante da
canula na cardtida e do eletrodo de registro no LC.

Ratos Sprague-Dawley

4

Implante <[Traquéia

de Jugular
Cénulas |Cardtida

g

Cirurgia + Eletrodo de
Estereotéxica Registro
(L)

. Pressdo Arterial
Registro < Atividade dos < ﬂ
neurdnios do LC

UFP-101
0,3e1 nmol

\

Figura 16 — Delineamento do Experimento 10.

3.9.11. Experimento 11 - Influéncia do pré-tratamento com
naloxona no efeito da administracdo de UFP-101 no ventriculo
lateral de ratos Sprague-Dawley no TEE e no CA

No Experimento 11 (Figura 17), sete dias apds a cirurgia de
implante de uma cénula-guia, para a administracdo de drogas no
ventriculo lateral, os animais foram tratados intraperitonealmente com
salina ou naloxona 1 mg/Kg. Depois de 25 min os animais foram
tratados no ventriculo lateral com PBS ou UFP-101 0,3 nmol. O volume
injetado no ventriculo lateral foi de 2 ul. Cinco minutos ap6s o Ultimo
tratamento, uma parte dos animais foi submetida & avaliacdo
comportamental no TEE por 30 min, enquanto a outra parte foi avaliada
no CA durante 30 min.
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Ratos Sprague-Dawley - Cirurgia Estereotaxica

ﬂ 7 dias
[ [ [ ]
Salina Salina Naloxona Naloxona
(ip) (i-p.) 1 mg/Kg (i.p.) 1 mg/Kg (i.p.)
+ 25 min + 25 min + 25 min + 25 min
PBS UFP-101 PBS UFP-101
2l 0,3 nmol (2 ul) 2l 0,3 nmol (2 ul)
5 min 5 min 5 min 5 min
TEE CA
(30 min) (30 min)

Figura 17 — Delineamento do Experimento 11.

3.9.12. Experimento 12 - Influéncia do pré-tratamento com
naloxona no efeito da administracdo de UFP-101 no ventriculo
lateral de ratos Sprague-Dawley sobre a atividade elétrica dos
neurénios do LC

No Experimento 12 (Figura 18), uma céanula de polietileno foi
implantada na traquéia, jugular e carotida de ratos Sprague-Dawley.
Além disso, uma cénula-guia foi implantada para a administragdo de
UFP-101 no ventriculo lateral e um eletrodo de registro foi inserido no
LC (para mais detalhes desses procedimentos ver item 3.3.2). Em
seguida, os animais foram tratados por via endovenosa com naloxona 1
mg/Kg e passados 10 min foram tratados no ventriculo lateral com UFP-
101 0,3 e 1 nmol. As doses de UFP-101 foram cumulativas e o intervalo
entre as inje¢Oes foi de 6 min. O monitoramento da taxa de disparo dos
neurdnios do LC e da pressdo arterial comecou apos o implante da
canula na cardtida e do eletrodo de registro no LC.
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Figura 18 — Delineamento do Experimento 12.

3.10. Histologia
3.10.1. Verificacao dos sitios de injecao

Para verificar a localizacdo dos sitios de injecdo os animais
foram anestesiados com hidrato de cloral (400 mg/Kg, i.p.) e
perfundidos intracardiacamente com 350 ml de salina (NaCl a 0,9%),
seguida de 350 ml de formaldeido a 4%. Na seqiéncia, os animais
foram decapitados e uma solugdo de corante azul de Evans a 1% foi
injetada no ventriculo lateral (2 pl) ou no NDR (0,3 pl). Os cérebros
foram removidos e fixados em formol a 4% durante 3 dias.

Os cérebros dos animais com o sitio de inje¢cdo no ventriculo
lateral foram cortados com um bisturi, a partir do orificio deixado pela
canula-guia, e o sitio de inje¢do foi verificado a olho nu. Os cérebros
dos animais com o sitio de injecdo no NDR foram transferidos para um
recipiente com sacarose a 30% para crioprotecdo. Depois de 24 h, os
cérebros foram cortados em um criostato (Leica CM1850) em se¢es
coronais de 60 um. Os cortes foram analisados no microscopio éptico e
o sitio de microinjecéo delimitado pelo azul de Evans foi verificado.
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Foram excluidos da analise estatistica dos dados os animais que
ndo apresentavam a ponta da agulha injetora no ventriculo lateral (< 5%)
ou no NDR (cerca de 35%).

3.10.2. Marcacdo da &rea de registro e verificacdo histoldgica

Ao final dos experimentos uma corrente catddica constante de 5
pA (FICTE 10, Cibertec®, Espanha) foi aplicada, através dos eletrodos
de registro, por 10 min para marcar o sitio de registro com azul [a cor da
solucdo de Pontamina Sky Blue (Lodge et al., 1974)]. Em seguida, os
animais foram perfundidos intracardiacamente com 350 ml de salina
(NaCl a 0,9%) e 350 ml de formaldeido a 4%. Os cérebros foram
removidos, armazenados em formaldeido a 4% e mantidos a 4 °C até o
momento da verificacdo histologica. Apos esse periodo, 0s cérebros
foram cortados em um criostato (Leica CM1850) em sec¢des coronais de
30 - 50 um. Os cortes coronais foram fixados com Vermelho Neutro ou
Fucsina Bésica e a localizagdo da marca azul deixada pela solucéo de
Pontamina Sky Blue foi examinada microscopicamente. Os animais que
ndo apresentavam os eletrodos de registro no LC foram excluidos da
analise estatistica dos dados (100% de acerto).

3.11. Andlise Estatistica

Todos os resultados obtidos no LTE, CA e TEE foram
inicialmente submetidos ao teste de Levene para verificar a
homogeneidade das varidncias. Quando o teste de Levene mostrou
significncia, os resultados foram transformados em log;o, antes de
serem submetidos & anélise estatistica.

Os resultados das laténcias para sair dos bragos fechado
(Esquiva) e aberto (Fuga) do LTE foram submetidos & analise de
variancia (ANOVA) para medidas repetidas. O tratamento foi adotado
como variavel independente e as tentativas (Linha de Base, Esquiva 1-2
ou Fuga 1-3) como medidas repetidas. Os resultados do CA (nimero de
cruzamentos, nimero de levantar e distancia total percorrida) e do TEE
foram submetidos a ANOVA de uma via, seguido, quando apropriado,
pela realizagdo de comparagGes multiplas com o teste post-hoc de
Duncan. Todos os resultados do LTE, do CA e do TEE sdo apresentados
como média * erro padrdo da meédia (E.P.M.).

A inibicdo na taxa de disparo dos neur6nios do LC, promovida
pela administracdo endovenosa de clonidina ou de morfina, foi expressa
como porcentagem da taxa basal de disparos (definida como 100%),
sendo que, a taxa basal de disparos foi considerada como a média da
freqUéncia de disparos registrada durante 100 s antes do inicio dos
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tratamentos. Os dados foram submetidos a analise de regressdo nao-
linear, ajustados ao modelo de regressdo nao-linear logistico proposto
por Parker e Waud (1971): E = Enal/[1 + (DEso/A)"], onde: E é a
mudanca na taxa de disparo dos neurdnios do LC promovida por A; Enax
¢ a maxima mudanca de porcentagem na taxa de disparo dos neurénios
do LC; DEx, é a dose de A que promove 50% da Enax; A € a dose de
clonidina ou morfina usadas por via endovenosa; e n é o fator inclinagdo
da curva dose-resposta.

As anélises estatisticas dos resultados obtidos no LTE, CA e
TEE foram realizadas no programa Statistic® versdo 6.0 (StatSoft. Inc.,
Tulsa, EUA). Os gréficos foram construidos pelo programa GraphPad
Prism® versdo 5.0 (GraphPad Software Inc., San Diego, EUA), que
também foi utilizado para analisar os resultados da taxa de disparo dos
neurdnios do LC. O nivel de significancia adotado foi de P < 0.05.
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4. RESULTADOS EXPERIMENTAIS

4.1. Efeito da administragdo de UFP-101 no ventriculo lateral de
ratos Wistar submetidos ao LTE

Como pode ser observado na Figura 19A, a administracdo
central de UFP-101 reduziu significativamente a laténcia para sair do
braco fechado do LTE. A ANOVA para medidas repetidas revelou um
efeito significativo do fator tratamento [F(3,29) = 10,29; P < 0,01], do
fator repeticdo [F(2,58) = 51,48; P < 0,01], e da interacdo entre os
fatores [F(6,58) = 4,31; P < 0,01]. A andlise post-hoc de Duncan
mostrou que a laténcia para sair do brago fechado dos animais tratados
com UFP-101 foi significativamente menor nas Esquivas 1 (UFP-101 1,
3 e 10 nmol) e 2 (UFP-101 1 e 3 nmol) quando comparada ao grupo
PBS.

Por outro lado, a laténcia para sair do braco aberto do LTE ndo
foi afetada por nenhum fator (Figura 19B). A ANOVA para medidas
repetidas ndo mostrou nenhum efeito significativo do fator tratamento
[F(3,29) = 0,95; NS], do fator repeticdo [F(2,58) = 0,10; NS], e da
interacdo entre os fatores [F(6,58) = 0,58; NS].

No teste do CA, a ANOVA de uma via mostrou que 0 nimero
de cruzamentos [F(3,29) = 3,63, P < 0,05] e de comportamentos de
levantar [F(3,29) = 3,53, P < 0,05] foram afetados pelo tratamento.
Entretanto, a analise post-hoc ndo revelou diferenca significativa entre
0s animais tratados com UFP-101 e os tratados com PBS (Tabela 3). A
analise post-hoc mostrou somente uma tendéncia de aumento no nimero
de cruzamentos (P = 0,07) e de comportamentos de levantar (P = 0,08)
entre os animais tratados com UFP-101 1 nmol e os tratados com PBS.
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Figura 19 - Efeito da administracdo de UFP-101 (1, 3 ou 10 nmol) no
ventriculo lateral sobre as laténcias para sair dos bragos fechado (A) e aberto
(B) do labirinto em T elevado. Dados representados como média + E.P.M.. As
laténcias para sair do brago fechado (Linha de Base, Esquivas 1-2) e de um dos
bracos abertos (Fugas 1-3) do labirinto em T elevado foram medidas
seqliencialmente em intervalos de 30 s, comegando 5 min apds o tratamento.
Vinte e quatro horas antes do teste todos os animais foram expostos a um dos
bracos abertos por 30 min. * P < 0,05, ** P < 0,01 vs. PBS na mesma Esquiva
(ANOVA de medidas repetidas seguida pelo teste de Duncan).



Tese de Doutorado — FMC — UFSC Marcelo Duzzioni 50

Tabela 3 — Efeito da administracdo de UFP-101 (1, 3 ou 10 nmol) no ventriculo

lateral sobre o nimero de cruzamentos e de comportamentos de levantar

avaliados no teste do campo aberto. Os valores representam a média + E.P.M.
Drogas (nmol)

Ndmero
N  Cruzamentos Levantar
PBS 8 64,38+10,48 12,86 +1,79
UFP-101 (1) 8 91,13+14,52 18,25 + 2,68
UFP-101 (3) 9 53,67+556 15,44 +1,81
UFP-101 (10) 8 46,88+8,74 9,12+1,85

Os animais, imediatamente apds sairem do labirinto em T elevado, foram
avaliados durante 5 min no teste do campo aberto. N = nimero de animais.
ANOVA de uma via ndo revelou diferengas significantes.

4.2. Efeito da administracdo de N/OFQ no ventriculo lateral de
ratos Wistar submetidos ao LTE

O tratamento central com N/OFQ reduziu significativamente a
laténcia para sair do brago fechado do LTE (Figura 20A). A ANOVA
para medidas repetidas revelou um efeito significativo do fator
tratamento [F(4,37) = 13,48; P < 0,01], do fator repeticdo [F(2,74) =
36,86; P < 0,01], e da interacdo entre os fatores [F(8,74) = 2,85; P <
0,01]. A andlise post-hoc de Duncan mostrou que o tratamento com
N/OFQ reduziu significativamente a laténcia para sair do brago fechado
nas Esquivas 1 (N/OFQ 0,01 e 0,1 nmol) e 2 (N/OFQ 0,01, 0,03 e 0,1
nmol) quando comparada ao tratamento com PBS.

Na laténcia para sair do brago aberto do LTE (Figura 20B), a
ANOVA para medidas repetidas mostrou um efeito significativo do
fator repeticdo [F(2,74) = 3,20; P < 0,05], porém ndo revelou efeito
significativo do fator tratamento [F(4,37) = 0,29; NS] ou da interacdo
entre os fatores [F(8,74) = 0,66; NS].

Em relacdo ao teste do CA, a ANOVA de uma via ndo
demonstrou efeito significativo do tratamento no nldmero de
cruzamentos [F(4,37) = 1,11; NS]. Entretanto, um efeito significativo do
tratamento foi encontrado no nimero de levantar [F(4,37) = 2,76; P <
0,05]. A andlise post-hoc demonstrou que a administragdo no ventriculo
lateral de N/OFQ 0,03 nmol aumentou o niimero de comportamentos de
levantar quando comparado ao grupo PBS (Tabela 4).

Todos o0s animais tratados com N/OFQ 1 nmol permaneceram
300 s na Linha de Base e, por esse motivo, as medidas de Esquiva 1 e 2
ndo foram realizadas. Entretanto, as medidas de laténcia para sair do
braco aberto do LTE e do nimero de cruzamentos e comportamentos de
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levantar foram realizadas, mas nenhum efeito significativo do
tratamento com N/OFQ 1 nmol foi encontrado (dados ndo
apresentados).
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Figura 20 - Efeito da administragdo de N/OFQ (0,01, 0,03, 0,1 ou 0,3 nmol) no
ventriculo lateral sobre as laténcias para sair dos bragos fechado (A) e aberto
(B) do labirinto em T elevado. Dados representados como média = E.P.M.. As
laténcias para sair do brago fechado (Linha de Base, Esquivas 1-2) e de um dos
bragos abertos (Fugas 1-3) do labirinto em T elevado foram medidas
seqliencialmente em intervalos de 30 s, comegando 5 min apds o tratamento.
Vinte e quatro horas antes do teste todos os animais foram expostos a um dos
bragos abertos por 30 min. " P < 0,01 vs. PBS na mesma Esquiva (ANOVA de
medidas repetidas seguida pelo teste de Duncan).
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Tabela 4 — Efeito da administracdo de N/OFQ (0,01, 0,03, 0,1 ou 0,3 nmol) no

ventriculo lateral sobre o nimero de cruzamentos e comportamentos de levantar

avaliados no teste do campo aberto. Os valores representam a média + E.P.M.
Drogas (nmol)

Ndmero
N  Cruzamentos Levantar
PBS 11 53,00+7,12 11,54 +1,56
N/OFQ (0,01) 9 70,56+12,87 13,56 +2,35
N/OFQ (0,03) 8 78,75+13,12 19,25 +1,52°
N/OFQ (0,1) 7 53,86+12,83 11,86 £2,61
N/OFQ (0,3) 7 56,86 8,28 12,14 +1,10

Os animais, imediatamente apos sairem do labirinto em T elevado, foram
avaliados durante 5 min no teste do campo aberto. N = nimero de animais. P <
0,05 vs. PBS (ANOVA de uma via seguida pelo teste de Duncan).

4.3. Influéncia do pré-tratamento com N/OFQ no ventriculo lateral
no efeito da administracdo de UFP-101 no mesmo sitio em ratos
Wistar avaliados no LTE

A influéncia do pré-tratamento com N/OFQ 0,3 nmol no efeito
da administracdo de UFP-101 1 nmol no ventriculo lateral sobre a
laténcia para sair do brago fechado do LTE ¢ ilustrado na Figura 21A. A
ANOVA para medidas repetidas revelou um efeito significativo do fator
tratamento [F(3,32) = 10,02; P < 0,01], do fator repeticdo [F(2,64) =
64,12; P < 0,01], e da interacdo entre os fatores [F(6,64) = 4,38; P <
0,01]. A analise post-hoc de Duncan mostrou que o tratamento com
PBS+UFP-101 1 nmol reduziu significativamente a laténcia para sair do
braco fechado nas Esquivas 1 e 2 quando comparada aos tratamento
com PBS+PBS, N/OFQ 0,3 nmol+PBS e N/OFQ 0,3 nmol+UFP-101 1
nmol.

Por outro lado, a laténcia para sair do braco aberto do LTE ndo
foi afetada por nenhum fator (Figura 21B). A ANOVA para medidas
repetidas ndo demonstrou efeito significativo do fator tratamento
[F(3,32) = 1,02; NS], do fator repeticdo [F(2,64) = 0,84; NS], e da
interacdo entre os fatores [F(6,64) = 0,30; NS].

Como descrito na Tabela 5, a ANOVA de uma via ndo revelou
efeito significativo dos tratamentos no nimero de cruzamentos [F(3,32)
= 0,79; NS] e comportamentos de levantar [F(3,32) = 0,33; NS]
avaliados no teste do CA.
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Figura 21 — Influéncia do pré-tratamento com N/OFQ (0,3 nmol) no efeito da
administracdo de UFP-101 (1 nmol) no ventriculo lateral sobre as laténcias para
sair dos bragos fechado (A) e aberto (B) do labirinto em T elevado. A N/OFQ
foi administrada no ventriculo lateral 1 min antes da administragdo de UFP-101.
Dados representados como média + E.P.M.. As laténcias para sair do brago
fechado (Linha de Base, Esquivas 1-2) e de um dos bragos abertos (Fugas 1-3)
do labirinto em T elevado foram medidas sequiencialmente em intervalos de 30
s, comecando 5 min apds o ultimo tratamento. Vinte e quatro horas antes do
teste, todos 0s animais foram expostos a um dos bracos abertos por 30 min. ~ P
< 0,05 7 P < 0,01 vs. PBS+PBS e “ P < 0,05 vs. PBS+UFP-101 1 nmol na
mesma Esquiva (ANOVA de medidas repetidas seguida pelo teste de Duncan).
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Tabela 5 — NUimero de cruzamentos e comportamentos de levantar avaliados no
teste do campo aberto. Os valores representam a média + E.P.M.
Drogas (nmol)

Ndmero
N  Cruzamentos Levantar
PBS+PBS 9 6556+9,32 13,22 +1,54
PBS+UFP-101 (1) 9 84,78+14,30 16,67 £2,85
N/OFQ (0,3)+PBS 9 63,67+10,40 12,11 +0,84
N/OFQ (0,3)+UFP-101 (1) 9 75,33+9,17 12,56 +£1,59

Os animais, imediatamente apds sairem do labirinto em T elevado, foram
avaliados durante 5 min no teste do campo aberto. N = nimero de animais.
ANOVA de uma via ndo revelou diferengas significantes.

4.4. Influéncia do pré-tratamento com bestatina no ventriculo
lateral no efeito da administracdo de UFP-101 no mesmo sitio em
ratos Wistar avaliados no LTE

A Figura 22A ilustra a influéncia do pré-tratamento com
bestatina 2 nmol no efeito da administracdo de UFP-101 1 nmol no
ventriculo lateral sobre a laténcia para sair do brago fechado do LTE. A
ANOVA para medidas repetidas revelou um efeito significativo do fator
tratamento [F(3,29) = 6,74; P < 0,01], do fator repeticdo [F(2,58) =
62,21; P < 0,01], e da interacdo entre os fatores [F(6,58) = 3,32; P <
0,01]. A analise post-hoc de Duncan mostrou que o tratamento com
PBS+UFP-101 1 nmol reduziu significativamente a laténcia para sair do
braco fechado na Esquiva 1 quando comparada ao tratamento com
bestatina 2 nmol+PBS e na Esquiva 2 em relacdo ao tratamento com
PBS+PBS, bestatina 2 nmol+PBS e bestatina 2 nmol+UFP-101 1 nmol.

Nenhum fator alterou a laténcia para sair do braco aberto do
LTE (Figura 22B). A ANOVA para medidas repetidas ndo demonstrou
efeito significativo do fator tratamento [F(3,29) = 1,27; NS], do fator
repeticdo [F(2,58) = 1,27; NS], e da interacdo entre os fatores [F(6,58) =
0,61; NSJ.

No teste do CA (Tabela 6), a ANOVA de uma via ndo
demonstrou efeito significativo dos tratamentos no numero de
cruzamentos [F(3,29) = 1,77; NS] e comportamentos de levantar
[F(3,29) = 1,99; NS].
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Figura 22 — Influéncia do pré-tratamento com bestatina (2 nmol) no efeito da
administracdo de UFP-101 (1 nmol) no ventriculo lateral nas laténcias para sair
dos bragos fechado (A) e aberto (B) do labirinto em T elevado. A bestatina foi
administrada no ventriculo lateral 5 min antes da administragdo de UFP-101.
Dados representados como média + E.P.M.. As laténcias para sair do brago
fechado (Linha de Base, Esquivas 1-2) e de um dos bragos abertos (Fugas 1-3)
do labirinto em T elevado foram medidas sequiencialmente em intervalos de 30
s, comegando 5 min apés o Ultimo tratamento. Vinte e quatro horas antes do
teste, todos os animais foram expostos a um dos bragos abertos por 30 min. =~ P
< 0,01 vs. PBS+PBS e * P < 0,05, “* P < 0,01 vs. PBS+UFP-101 1 nmol na
mesma Esquiva (ANOVA de medidas repetidas seguida pelo teste de Duncan).
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Tabela 6 — NUmero de cruzamentos e comportamentos de levantar avaliados no
teste do campo aberto. Os valores representam a média + E.P.M.
Drogas (nmol)

Ndmero
N  Cruzamentos Levantar
PBS+PBS 8 57,38+12,74 8,63 +2,32
PBS+UFP-101 (1) 9 81,89+8,82 17,11 +1,42
Bestatina (2)+PBS 8 73,25+6,64 13,38 £4,17
Bestatina (2)+UFP-101 (1) 8 87,13+9,71 12,00+1,34

Os animais, imediatamente apds sairem do labirinto em T elevado, foram
avaliados durante 5 min no teste do campo aberto. N = nimero de animais.
ANOVA de uma via ndo revelou diferengas significantes.

4.5. Influéncia do pré-tratamento com fosforamidon no ventriculo
lateral no efeito da administracdo de UFP-101 no mesmo sitio em
ratos Wistar avaliados no LTE

Na Figura 23A pode ser observada a influéncia do pré-
tratamento com fosforamidon 2 pmol no efeito da administragdo de
UFP-101 1 nmol no ventriculo lateral sobre a laténcia para sair do brago
fechado do LTE. A ANOVA para medidas repetidas revelou um efeito
significativo do fator tratamento [F(3,28) = 6,02; P < 0,01], do fator
repeticdo [F(2,56) = 22,08; P < 0,01], e da interacdo entre os fatores
[F(6,56) = 3,561; P < 0,01]. A analise post-hoc de Duncan mostrou que
a laténcia para sair do braco fechado foi significativamente menor nos
animais tratados com PBS+UFP-101 1 nmol e fosforamidon 2
pmol+UFP-101 1 nmol na Esquiva 1 quando comparada ao grupo
PBS+PBS e na Esquiva 2 em relagdo aos grupos PBS+PBS e
fosforamidon 2 pmol+PBS.

Como pode ser observado na Figura 23B, nenhum fator afetou
significativamente a laténcia para sair do braco aberto do LTE. A
ANOVA para medidas repetidas ndo mostrou nenhum efeito
significativo do fator tratamento [F(3,28) = 1,43; NS], do fator repeti¢do
[F(2,56) = 1,22; NS], e da interacdo entre os fatores [F(6,56) = 0,46;
NS].

A ANOVA de uma via ndo revelou efeito significativo dos
tratamentos no nudmero de cruzamentos [F(3,28) = 2,33; NS] e
comportamentos de levantar [F(3,28) = 0,51; NS] avaliados no teste do
CA (Tabela 7).
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Figura 23 — Influéncia do pré-tratamento com fosforamidon (2 pmol) no efeito
da administragdo de UFP-101 (1 nmol) no ventriculo lateral sobre as laténcias
para sair dos bragos fechado (A) e aberto (B) do labirinto em T elevado. O
fosforamidon foi administrado no ventriculo lateral 25 min antes da
administracdo de UFP-101. Dados representados como média + E.P.M.. As
laténcias para sair do brago fechado (Linha de Base, Esquivas 1-2) e de um dos
bragos abertos (Fugas 1-3) do labirinto em T elevado foram medidas
seqliencialmente em intervalos de 30 s, comegando 5 min ap6s o Ultimo
tratamento. Vinte e quatro horas antes do teste, todos os animais foram expostos
a um dos bragos abertos por 30 min. “P < 0,05, " P < 0,01 vs. PBS+PBS e " P <
0,05, P < 0,01 vs. Fosforamidon 2 pmol+PBS na mesma Esquiva (ANOVA
de medidas repetidas seguida pelo teste de Duncan).
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Tabela 7 — Nimero de cruzamentos e comportamentos de levantar avaliados no
teste do campo aberto. Os valores representam a média + E.P.M.
Drogas (nmol)

Ndmero
N Cruzamentos Levantar
PBS+PBS 8 49,50 +8,93 11,50 £1,60
PBS+UFP-101 (1) 7 67,71+12,74 13,28+1,52
9
8

Fosforamidon (0,002)+PBS 61,00 £12,09 11,78+255
Fosforamidon (0,002)+UFP-101 (1) 89,13 £ 9,40 14,88 +2,51
Os animais, imediatamente apds sairem do labirinto em T elevado, foram
avaliados durante 5 min no teste do campo aberto. N = nimero de animais.
ANOVA de uma via ndo revelou diferencas significantes.

4.6. Influéncia do pré-tratamento com fosforamidon e bestatina no
ventriculo lateral no efeito da administracdo de UFP-101 no mesmo
sitio em ratos Wistar avaliados no LTE

A influéncia do pré-tratamento com fosforamidon 2 pmol e
bestatina 2 nmol no efeito da administracdo de UFP-101 1 nmol no
ventriculo lateral sobre a laténcia para sair do brago fechado do LTE
pode ser observado na Figura 24A. A ANOVA para medidas repetidas
revelou um efeito significativo do fator tratamento [F(3,28) = 7,82; P <
0,01], do fator repeti¢do [F(2,56) = 20,02; P < 0,01], e da interacdo entre
os fatores [F(6,56) = 5,10; P < 0,01]. A analise post-hoc de Duncan
mostrou que os tratamentos com PBS+PBS+UFP-101 e
fosforamidon+bestatina+PBS reduziram significativamente a laténcia
para sair do braco fechado durante a Esquiva 1 quando comparada ao
grupo fosforamidon+bestatina+UFP-101 e na Esquiva 2 em relagéo aos
grupos PBS+PBS+PBS e fosforamidon+bestatina+UFP-101.

Na laténcia para sair do brago aberto do LTE (Figura 24B), a
ANOVA para medidas repetidas ndo demonstrou efeito significativo do
fator tratamento [F(3,28) = 1,42; NS], do fator repeticdo [F(2,56) = 1,84;
NS], e da interacdo entre os fatores [F(6,56) = 0,52; NS].

No teste do CA (Tabela 8), a ANOVA de uma via ndo
demonstrou efeito significativo dos tratamentos no namero de
cruzamentos [F(3,28) = 0,88; NS] e comportamentos de levantar
[F(3,28) = 0,75; NS].
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Figura 24 - Influéncia do pré-tratamento com fosforamidon (2 pmol) e
bestatina (2 nmol) no efeito da administracdo de UFP-101 (1 nmol) no
ventriculo lateral sobre as laténcias para sair dos bragos fechado (A) e aberto
(B) do labirinto em T elevado. O fosforamidon e a bestatina foram
administrados no ventriculo lateral 25 e 5 min, respectivamente, antes da
administracdo de UFP-101. Dados representados como média + E.P.M.. As
laténcias para sair do brago fechado (Linha de Base, Esquivas 1-2) e de um dos
bragos abertos (Fugas 1-3) do labirinto em T elevado foram medidas
seqliencialmente em intervalos de 30 s, comegando 5 min ap6s o Ultimo
tratamento. Vinte e quatro horas antes do teste, todos os animais foram expostos
a um dos bragos abertos por 30 min. © P < 0,01 vs. PBS+PBS+PBS e ° P <
0,05, ® P < 0,01 vs. fosforamidon+bestatina+UFP-101 na mesma Esquiva
(ANOVA de medidas repetidas seguida pelo teste de Duncan).
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Tabela 8 — NUmero de cruzamentos e comportamentos de levantar avaliados no
teste do campo aberto. Os valores representam a média + E.P.M.
Drogas

Ndmero
N Cruzamentos Levantar
PBS+PBS+PBS 8 6350+11,32 10,13+1,55
PBS+PBS+UFP-101 8 9050+14,34 12,38+3,36
8
8

Fosforamidon+Bestatina+PBS 85,50 £16,37 13,00 £ 2,87
Fosforamidon+Bestatina+UFP-101 69,75+11,72 15,50 + 2,00
Os animais, imediatamente apds sairem do labirinto em T elevado, foram
avaliados durante 5 min no teste do campo aberto. Fosforamidon 2 pmol,
bestatina 2 nmol e UFP-101 1 nmol. N = nimero de animais. ANOVA de uma
via ndo revelou diferencas significantes.

4.7. Influéncia do pré-tratamento com PCPA no efeito da
administracdo de UFP-101 no ventriculo lateral em ratos Wistar
avaliados no LTE

Na Figura 25A, pode ser observado a influéncia do pré-
tratamento com 4-cloro-DL-fenilalanina (PCPA, 100 mg/Kg, I.P., 4
dias) no efeito da administracdo de UFP-101 1 nmol no ventriculo
lateral sobre a laténcia para sair do brago fechado do LTE. A ANOVA
para medidas repetidas revelou um efeito significativo do fator repetico
[F(2,72) = 30,94; P < 0,01], porém ndo revelou efeito significativo do
fator tratamento [F(3,36) = 1,65; NS] e da interacdo entre os fatores
[F(6,72) = 0,99; NS].

Na laténcia para sair do brago aberto do LTE (Figura 25B), a
ANOVA para medidas repetidas mostrou um efeito significativo do
fator repeticdo [F(2,72) = 53,84; P < 0,01]. Entretanto, a mesma analise
ndo revelou efeito significativo do fator tratamento [F(3,36) = 1,71; NS]
e da interacdo entre os fatores [F(6,72) = 0,62; NS].

No teste do CA (Tabela 9), a ANOVA de uma via demonstrou
efeito significativo do tratamento no nimero de cruzamentos [F(3,36) =
4,63; P < 0,01] e comportamentos de levantar [F(3,36) = 4,60; P <
0,01]. A analise post-hoc de Duncan revelou que nos animais tratados
com veiculo+fluoxetina 20 mg/Kg o niumero de cruzamentos e
comportamentos de levantar foram menores em relacdo aos demais
tratamentos, a excecdo dos animais tratados com PCPA+salina no
namero de cruzamentos.

A curva dose resposta dos animais tratados com fluoxetina (10,
15 e 20 mg/Kg) nos testes do LTE e CA, da qual foi escolhida a dose
para esses experimentos, pode ser vista no Apéndice I.
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Figura 25 - Influéncia do pré-tratamento com 4-cloro-DL-fenilalanina (PCPA,
100 mg/Kg, I.P., 4 dias) no efeito da administra¢cdo no ventriculo lateral de
UFP-101 (1 nmol) nas laténcias para sair dos bragos fechado (A) e aberto (B) do
labirinto em T elevado. Dados representados como média + E.P.M.. As
laténcias para sair do brago fechado (Linha de Base, Esquivas 1-2) e de um dos
bragos abertos (Fugas 1-3) do labirinto em T elevado foram medidas
seqliencialmente em intervalos de 30 s, comecando 30 min apds o tratamento
com salina ou fluoxetina e 5 min apds o tratamento com UFP-101. Vinte e
quatro horas antes do teste, todos os animais foram expostos a um dos bragos
abertos por 30 min. ANOVA de medidas repetidas ndo revelou diferencas
significativas.
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Tabela 9 — NUmero de cruzamentos e comportamentos de levantar avaliados no
teste do campo aberto. Os valores representam a média + E.P.M.
Drogas

Ndmero
N  Cruzamentos Levantar
Veiculo+Salina 12 73,50 +5,69 14,75 +1,58
PCPA+Salina 10 51,30 +5,09 11,10 +1,00*
PCPA+Fluoxetina 20 mg/Kg 9 3289+790" 544 +2,017
PCPA+UFP-101 1 nmol 9 57,67+1261° 12,44 +2,63*

Os animais, imediatamente ap6s sairem do labirinto em T elevado, foram
avaliados durante 5 min no teste do campo aberto. PCPA (4-cloro-DL-
fenilalanina; 100 mg/Kg, I.P., 4 dias). N = nimero de animais. =~ P < 0,01 vs.
veiculotsalina. * P < 0,05, * P < 0,01 vs. PCPA+fluoxetina 20 mg/Kg.
(ANOVA de uma via seguida pelo teste de Duncan).

4.8. Efeito da administracdo de UFP-101 no NDR de ratos Wistar
submetidos ao LTE

Como pode ser observado na Figura 26A, a administracdo de
UFP-101 no NDR reduziu significativamente a laténcia para sair do
braco fechado do LTE. A ANOVA para medidas repetidas revelou um
efeito significativo do fator tratamento [F(3,29) = 4,11; P < 0,05], do
fator repeticdo [F(2,58) = 26,16; P < 0,01], e da interacdo entre os
fatores [F(6,58) = 2,78; P < 0,05]. A andlise post-hoc de Duncan
mostrou que o tratamento com UFP-101, nas doses de 1, 3 e 10 pmol,
reduziu significativamente a laténcia para sair do braco fechado durante
a Esquiva 2 em relacéo ao tratamento com PBS.

Na Figura 26B, a ANOVA para medidas repetidas nao revelou
efeito significativo do fator tratamento [F(3,29) = 1,41; NS], do fator
repeticdo [F(2,58) = 0,07; NS] e da interacdo entre os fatores [F(6,58) =
1,50; NS] na laténcia para sair do brago aberto do LTE.

Em relagdo ao teste do CA (Tabela 10), a ANOVA de uma via
ndo demonstrou efeito significativo do tratamento no namero de
cruzamentos [F(3,29) = 1,81; NS] e comportamentos de levantar
[F(3,29) = 0,52; NS].
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Figura 26 — Efeito da administracdo de UFP-101 (1, 3 ou 10 pmol) no ndcleo
dorsal da rafe sobre as laténcias para sair dos bragos fechado (A) e aberto (B) do
labirinto em T elevado. Dados representados como média + E.P.M.. As
laténcias para sair do brago fechado (Linha de Base, Esquivas 1-2) e de um dos
bragos abertos (Fugas 1-3) do labirinto em T elevado foram medidas
seqliencialmente em intervalos de 30 s, comegando 5 min apds o tratamento.
Vinte e quatro horas antes do teste, todos os animais foram expostos a um dos
bracos abertos por 30 min. ** P < 0,01 vs. PBS na mesma Esquiva (ANOVA de
medidas repetidas seguida pelo teste de Duncan).
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Tabela 10 — Efeito da administragdo de UFP-101 (1, 3 ou 10 pmol) no nucleo

dorsal da rafe sobre o nimero de cruzamentos e comportamentos de levantar

avaliados no teste do campo aberto. Os valores representam a média + E.P.M.
Drogas (pmol)

Ndmero
N  Cruzamentos Levantar
PBS 8 62,75+556 8,60+1,18
UFP-101 (1) 8 52,75+7,63 11,00 £ 2,33
UFP-101 (3) 9 75,00 +£10,52 10,67 +1,10
UFP-101 (10) 8 80,25+11,14 10,75 +1,55

Os animais, imediatamente apds sairem do labirinto em T elevado, foram
avaliados durante 5 min no teste do campo aberto. N = nimero de animais.
ANOVA de uma via ndo revelou diferengas significativas.

4.9. Efeito da administragdo de UFP-101 no ventriculo lateral de
ratos Sprague-Dawley submetidos ao TEE e ao CA

Na Figura 27, pode ser observado o efeito da administracdo de
UFP-101 no ventriculo lateral sobre o nimero de esferas escondidas no
TEE. A ANOVA de uma via revelou efeito significativo do tratamento
[F(4,35) = 10,64; P < 0,01] no niamero de esferas escondidas. A analise
post-hoc de Duncan mostrou que o tratamento com UFP-101, nas doses
de 0,3, 1 e 3 nmol, reduziu o nimero de esferas escondidas em relagdo
ao tratamento com PBS.

No teste do CA (Tabela 11), a ANOVA de uma via demonstrou
efeito significativo do tratamento na distancia total percorrida [F(4,33) =
31,01; P <0,01]. A andlise post-hoc revelou que o tratamento com UFP-
101, nas doses de 1 e 3 nmol, reduziu a distancia total percorrida quando
comparada ao tratamento com PBS.
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Figura 27 - Efeito da administracdo de UFP-101 (0,1, 0,3, 1 ou 3 nmol) no
ventriculo lateral sobre o nimero de esferas escondidas. Dados representados
como média £ E.P.M.. 5 min ap6s o tratamento os animais foram avaliados
durante 30 min no teste de esconder esferas. ~ P < 0,01 vs. PBS (ANOVA de
uma via seguida pelo teste de Duncan).
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Tabela 11 - Efeito da administracdo de UFP-101 (0,1, 0,3, 1 ou 3 nmol) no
ventriculo lateral sobre a distancia total percorrida no teste do campo aberto. Os
valores representam a porcentagem da distancia total percorrida em relagéo ao
grupo controle (adotado como sendo 100%).

Drogas (hmol) N Distancia Total Percorrida (%)
PBS 8 100

UFP-101 (0,1) 7 93,42

UFP-101 (0,3) 8 89,80

UFP-101 (1) 8 59,05

UFP-101 (3) 7 17,957

5 min ap6s o tratamento os animais foram avaliados durante 30 min no teste do
campo aberto. N = nimero de animais. P < 0,01 vs. PBS (ANOVA de uma via
seguida pelo teste de Duncan).

4.10. Efeito da administracdo de UFP-101 no ventriculo lateral
sobre a atividade elétrica dos neur6nios do LC de ratos Sprague-
Dawley

Os resultados demonstraram que a taxa de disparo dos
neurdnios do LC foi inibida ap6s a administracdo de UFP-101 0,3 nmol
(N=5) e 1 nmol (N=3). Nenhuma alteracdo significativa foi encontrada
na pressao arterial.
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As figuras 28 e 29 apresentam exemplos representativos da
pressao arterial (A) e da taxa de disparo dos neurénios do LC (B) antes e
apos a administracdo de UFP-101 no ventriculo lateral.

Os resultados da padronizacdo do teste de registro da atividade
elétrica dos neurdnios do LC, ap6s a administracdo endovenosa de
clonidina e morfina, podem ser observados no Apéndice Il e I11.
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Figura 28 — Efeito da administracdo de UFP-101 0,3 nmol no ventriculo lateral
sobre a pressao arterial média (A) e a taxa de disparo dos neur6nios do loco
certleo (B) in vivo.
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Figura 29 — Efeito da administracdo de UFP-101 0,3 e 1 nmol no ventriculo
lateral sobre a pressdo arterial média (A) e a taxa de disparo dos neurdnios do
loco ceruleo (B) in vivo.
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4.11. Influéncia do pré-tratamento com naloxona no efeito da
administracdo de UFP-101 no ventriculo lateral de ratos Sprague-
Dawley no TEE e no CA

Na Figura 30 pode ser observada a influéncia do pré-tratamento
com naloxona (1 mg/Kg, I.P.) no efeito da administracdo de UFP-101 (1
nmol) no ventriculo lateral sobre o nimero de esferas escondidas. A
ANOVA de uma via mostrou efeito significativo do tratamento no
ntmero de esferas escondidas [F(3,28) = 7,42; P < 0,01]. A andlise post-
hoc de Duncan revelou que os tratamentos com salina+UFP-101 0,3
nmol e naloxona 1 mg/Kg+ UFP-101 0,3 nmol reduziram o nimero de
esferas escondidas quando comparados aos tratamentos com salina+PBS
e naloxona 1 mg/Kg+PBS.

Em relagdo a distancia total percorrida (Tabela 12), a ANOVA
de uma via ndo revelou nenhuma diferenca significativa do tratamento
[F(3,27) = 0,48; NS].

164 3 Ssalina+PBS (n=8)

A Salina+UFP-101 0,3 nmol (n=8)

E=1 Naloxona 1 mg/Kg+PBS (n=8)

Naloxona 1 mg/Kg+UFP-101 0,3 nmol (n=8)
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Figura 30 — Influéncia do pré-tratamento com naloxona (1 mg/Kg, I.P.) no
efeito da administracdo de UFP-101 (0,3 nmol) no ventriculo lateral sobre o
nimero de esferas escondidas. Dados representados como média + E.P.M..
Naloxona e UFP-101 foram administrados 30 e 5 min, respectivamente, antes
dos animais serem submetidos ao teste de esconder esferas. =~ P < 0,01 vs.
salina+PBS, ¥ P < 0,05 vs. naloxona 1 mg/Kg+PBS (ANOVA de uma via
seguida pelo teste de Duncan).
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Tabela 12 - Distancia total percorrida no teste do campo aberto. Os valores
representam a porcentagem da distancia total percorrida em relagdo ao grupo
controle (adotado como sendo 100%).

Drogas N  Distancia Total Percorrida
(%)
Salina+PBS 8 100
Salina+UFP-101 0,3 nmol 8 94,87
Naloxona 1 mg/Kg+PBS 8 97,41
Naloxona 1 mg/Kg+UFP-101 0,3 nmol 7 97,17

Naloxona e UFP-101 foram administrados 30 e 5 min, respectivamente, antes
dos animais serem submetidos ao teste do campo aberto. N = ndmero de
animais. ANOVA de uma via ndo revelou diferencas significativas.

4.12. Influéncia do pré-tratamento com naloxona no efeito da
administracdo de UFP-101 no ventriculo lateral de ratos Sprague-
Dawley sobre a atividade elétrica dos neurénios do LC

Os resultados demonstraram que o pré-tratamento endovenoso
com naloxona (1 mg/Kg) ndo alterou per se a taxa de disparo dos
neurdnios do LC e a pressdo arterial. Entretanto, a naloxona preveniu a
reducdo na taxa de disparo dos neurbnios do LC promovida pela
administracdo de UFP-101 (0,3 e 1 nmol) no ventriculo lateral.
Nenhuma alteracéo significativa foi encontrada na presséo arterial.

Na Figura 31, estd um exemplo representativo da influéncia do
pré-tratamento endovenoso com naloxona no efeito da administracéo de
UFP-101 no ventriculo lateral sobre a pressdo arterial e a atividade
elétrica dos neurénios do LC.
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Figura 31 — Influéncia do pré-tratamento endovenoso com naloxona (1 mg/Kg)
no efeito da administracdo de UFP-101 (0,3 e 1 nmol) no ventriculo lateral
sobre a pressdo arterial média (A) e a taxa de disparo dos neur6nios do loco
certleo (B) in vivo.
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5. DISCUSSAO

Atualmente, sabe-se pouco sobre o efeito da administracdo
central do antagonista peptidico competitivo NOP UFP-101 (Calo et al.,
2002), nos comportamentos relacionados com a ansiedade. Neste
estudo, nosso primeiro objetivo foi avaliar o efeito da administracéo
central de UFP-101 no comportamento de ratos Wistar submetidos ao
LTE. Os resultados mostraram, pela primeira vez, que a administracdo
central de UFP-101 apresenta um efeito do tipo ansiolitico, pois o UFP-
101, nas doses de 1 e 3 nmol, reduziu significativamente a laténcia para
sair do brago fechado do LTE. Este efeito parece especifico, pois
nenhuma dose de UFP-101 foi capaz de alterar significativamente a
laténcia para sair do brago aberto do LTE, bem como a atividade
locomotora avaliada no teste do CA.

Entretanto, as evidéncias envolvendo o sistema N/OFQ-receptor
NOP nos comportamentos relacionados com medo e ansiedade sdo
contraditdrias. A tabela Il, Apéndice IV, traz um resumo de alguns dos
efeitos encontrados, levando em consideragdo o local de inje¢do e a
espécie animal, ap6s a administracdo de N/OFQ e UFP-101 em
diferentes testes de ansiedade em roedores. Varios grupos de pesquisa
demonstraram, usando diferentes testes comportamentais, que a
administracdo de N/OFQ no ventriculo lateral promove um efeito do
tipo ansiolitico (Jenck et al., 1997; Gavioli et al., 2002; Kamei et al.,
2004). Efeito similar também foi observado com a administracdo
intraperitoneal de R0o64-6198, agonista ndo peptidico do receptor NOP,
em trés espécies distintas de roedores: ratos, camundongos e cobaias
(Jenck et al., 2000; Varty et al., 2005). Além disso, camundongos
knockout para a preproN/OFQ (Koster et al., 1999) e ratos NOP™ (Rizzi
et al., 2011) apresentaram maior incidéncia de comportamentos
relacionados com a ansiedade em testes neofobicos, como o LCE.

Por outro lado, Fernandez e colaboradores (2004), utilizando
testes de ansiedade e doses de N/OFQ similares a de estudos prévios que
haviam observado um efeito do tipo ansiolitico, demonstraram que a
administracdo de N/OFQ no ventriculo lateral promove um efeito do
tipo ansiogénico. Relataram ainda, que a administracdo central de UFP-
101 blogueia o aumento induzido pela N/OFQ na concentragcdo
plasmatica de corticosterona, sem modifica-la per se (Leggett et al.,
2006). Green e colaboradores (2007) também demonstraram um efeito
do tipo ansiogénico ap6s a administracdo de N/OFQ no ventriculo
lateral (0,01, 0,1 e 1 nmol), na amigdala (0,1 e 1 nmol) ou no ndcleo do
leito da estria terminal (1 nmol) de ratos avaliados no CA. Além disso,
camundongos NOP”  apresentam reducdo nos comportamentos
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relacionados com ansiedade nos testes do LTE e do comportamento
alimentar suprimido pela novidade em relacéo a camundongos NOP**
(Gavioli et al., 2007).

A N/OFQ, via receptor NOP, parece exercer um controle
inibitorio ténico sobre a liberacdo basal de noradrenalina no nucleo
basolateral da amigdala, pois a administragdo intraperitoneal de J-
113397, antagonista competitivo ndo-peptidico do receptor NOP,
promove um aumento significativo (~200%) na liberacdo de
noradrenalina no nicleo basolateral da amigdala (Kawahara et al.,
2004). A amigdala é uma importante estrutura no processamento de
estimulos aversivos, na integragdo de respostas ao estresse e ha
consolidacdo da meméria (LeDoux, 2000). Assim, e de acordo com 0s
dados da literatura vistos anteriormente, nao € surpreendente que o UFP-
101 apresente um efeito do tipo ansiolitico. Entretanto, nesse momento
as raz0es para esse efeito sdo desconhecidas.

Uma das possiveis razGes poderia ser o préprio teste de
ansiedade utilizado para avaliar o efeito dos ligantes do receptor NOP,
pois camundongos NOP”~ apresentaram um fendtipo do tipo ansiogénico
guando submetidos ao LCE e do tipo ansiolitico no LTE (Gavioli et al.,
2007). Resultados antagdnicos foram também encontrados com a
administra¢do, na mesma faixa de doses, de N/OFQ em ratos avaliados
no LCE - efeitos do tipo ansiolitico (Jenck et al., 1997) e ansiogénico
(Fernandez et al., 2004), e nenhuma explicacdo plausivel foi encontrada.
Assim, parece que o sistema N/OFQ-receptor NOP estd implicado no
controle dos estados de ansiedade, mas o efeito especifico pode
depender de caracteristicas ainda ndo identificadas dos testes de
ansiedade.

Outra possivel razéo, para o efeito encontrado no LTE apds a
administracdo de UFP-101 no ventriculo lateral, poderia ser a faixa de
doses utilizada. Vitale e colaboradores (2006) demonstraram que a
administracdo de UFP-101 no ventriculo lateral na dose de 10 nmol (a
Unica testada) ndo promoveu qualquer mudanca significativa nos
pardmetros comportamentais avaliados no LCE e no esconder defensivo
condicionado (do inglés, conditioned defensive burying tests). Dessa
forma, nossos resultados no LTE demonstraram que as doses de 1 e 3
nmol de UFP-101 podem ser as mais adequadas para detectar os efeitos
do tipo ansiolitico da administracdo de UFP-101 no ventriculo lateral.
Estudos futuros com outros testes de ansiedade, utilizando a mesma
faixa de doses e via de administracdo empregadas neste estudo, s&o
necessarios para confirmar o efeito do tipo ansiolitico do UFP-101, aqui
observado. Ainda mais que, Goeldner e colaboradores (2010)
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demonstraram que a infusdo bilateral no hipocampo dorsal de UFP-101
1 e 3 nmol, a mesma faixa de doses utilizada por nos, ndo alterou as
medidas de ansiedade no teste da caixa-claro escuro, apesar de produzir
um efeito do tipo antidepressivo em camundongos submetidos ao teste
da natagdo forcada. A este respeito, parece existir uma dissociagdo no
envolvimento do sistema N/OFQ-receptor NOP hipocampal nos
comportamentos relacionados com ansiedade e depressdo, além das
diferenciacbes entre as linhagens de animais utilizadas nos diferentes
testes (ratos vs. camundongos).

Ainda em relagdo as doses de UFP-101 que apresentaram efeito
no LTE, chama a atencdo o fato de a curva dose-resposta ser ao
contrario, isto é, o efeito do tipo ansiolitico no LTE foi encontrado
somente com doses menores de UFP-101 (1 e 3 nmol), engquanto a dose
maior (10 nmol) ndo apresentou efeito algum. Quando se avalia as
curvas dose-resposta promovidas pelos neuropeptideos € comum
encontra-las em forma de U ou em forma de sino (U invertido). Por
exemplo, a administragdo do fragmento C-terminal da substancia P
[SP(7-11)] nas doses de 25, 50 e 100 ng na SCPD de ratos Wistar
aumentou o nimero de cruzamentos, de comportamentos de levantar e
de auto-limpeza no teste do CA, engquanto nas doses de 10 e 200 ng
esses parametros comportamentais nao foram alterados, mostrando uma
curva em forma de U invertido (Araujo et al., 1998). Assim, nossos
resultados podem representar somente uma parte da curva-dose resposta
da administra¢do central de UFP-101 no LTE, como a fase ascendente
da curva dose-resposta em forma de U. A investigacao de doses menores
de UFP-101, como 0,3 e 0,1 nmol, ajudaria a completar esse estudo
dose-resposta no LTE.

A possibilidade do efeito do tipo ansiolitico do UFP-101 no
LTE ser proveniente de um aumento na atividade locomotora pode ser
descartada, pois no teste do CA o nimero de cruzamentos, assim como
o de comportamentos de levantar, ndo foi alterado pelo UFP-101.
Nossos resultados no CA corroboram os da literatura, que haviam
demonstrado que o bloqueio farmacoldgico ou a delecdo génica do
receptor NOP ndo afeta a locomogéo espontanea de roedores (Calo’ et
al., 2002 e 2005; Gavioli et al., 2003 e 2007; Nischi et al., 1997).

Vérios estudos tém demonstrado a importancia do sistema
N/OFQ-receptor NOP na cognicdo. Niveis elevados na expressdo do
RNAmM da preproN/OFQ, do peptideo N/OFQ e do receptor NOP sao
encontrados em regibes cerebrais envolvidas com os processos de
aprendizagem e memdria, e.g., hipocampo, amigdala e cortex cerebral
(Mollereau e Mouledous, 2000; Neal et al., 1999). Goeldner e



Tese de Doutorado — FMC — UFSC Marcelo Duzzioni 72

colaboradores (2008) demonstraram que as administracdes de N/OFQ
no ventriculo lateral (1 nmol) ou no hipocampo dorsal (3 nmol) e de
R064-6198 (1 mg/Kg, I.P.), um agonista ndo-peptidico e seletivo do
receptor NOP, promoveram um déficit na memaria de longa duracdo em
camundongos submetidos & tarefa de reconhecimento de objetos. Em
contraste, 0 R064-6198 ndo afetou a memdria de curta duragdo (medida
3 h apds o treino) e nem a evocacdo (quando injetado imediatamente
antes do teste). J& o pré-tratamento intra-hipocampal com UFP-101 5
nmol ndo apresentou efeito per se, mas blogueou o prejuizo promovido
pelo Ro64-6198 nesta tarefa.

Outros estudos também demonstraram os déficits de memoria
promovidos pela ativagcdo do receptor NOP com N/OFQ e R064-6198,
usando diferentes tarefas cognitivas, como o labirinto aquatico de
Morris e a caixa de esquiva passiva (Fornari et al., 2008; Redrobe et al.,
2000; Sandin et al., 1997), enquanto a dele¢do génica do receptor NOP
ou da preproN/OFQ levam a efeitos opostos (Manabe et al., 1998;
Higgins et al., 2002). Por outro lado, a administracdo no ventriculo
lateral de N/OFQ em baixas doses (fmol) atenua os prejuizos na
memoria induzidos pela escopolamina ou mecamilamina em roedores
(Hiramatsu e Inoue, 2000; Hiramatsu et al., 2008).

Nesse contexto, o efeito do tipo ansiolitico do UFP-101 nas
doses de 1 e 3 nmol no LTE ndo parece ser secundario as alteragdes
cognitivas, como um prejuizo na aprendizagem da tarefa de esquiva
inibitoria, pois a administracéo intra-hipocampal de UFP-101 5 nmol
ndo alterou per se os processos de aprendizagem e memoria em
camundongos submetidos a tarefa de reconhecimento de objetos
(Goeldner et al., 2008), enquanto camundongos NOP™" apresentaram um
melhor desempenho nos testes do labirinto aquatico de Morris e da caixa
de esquiva passiva, quando comparados com os NOP** (Manabe et al.,
1998).

Em relacdo a laténcia para sair do braco aberto do LTE, Gavioli
e colaboradores (2007) demonstraram que camundongos NOP”
apresentam um fendtipo do tipo panicolitico no LTE, quando
comparados a camundongos NOP**. Entretanto, nossos resultados
demonstraram que a administragdo no ventriculo lateral de UFP-101 ndo
prejudicou a laténcia para sair do brago aberto do LTE. Um motivo para
essa falta de efeito pode ser a duracdo do tratamento com UFP-101, pois
farmacos com propriedades anti-panico na clinica, como a fluoxetina,
um ISRS, somente apresentaram efeitos do tipo panicolitico no LTE
apos tratamento crénico (Poltronieri et al., 2003).
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Na seqliéncia, resolvemos investigar se o efeito do tipo
ansiolitico do UFP-101 no LTE ocorria via receptores NOP
(Experimento 3). Para isso, pré-tratamos os animais com uma dose
inefetiva de N/OFQ (0,3 nmol; escolhida no Experimento 2) no LTE, da
mesma forma que Gavioli e colaboradores (2004) preveniram o efeito
do tipo antidepressivo do UFP-101 no teste de suspensdo pela cauda
com N/OFQ. Nossos resultados demonstraram que o pré-tratamento
com N/OFQ 0,3 nmol preveniu o efeito do tipo ansiolitico do UFP-101
1 nmol no LTE, sugerindo que esse efeito do tipo ansiolitico do UFP-
101 ocorre via receptores NOP.

Os resultados encontrados com a administragdo no ventriculo
lateral de baixas doses de N/OFQ (0,01, 0,03 e 0,1 nmol) no LTE foram
similares aos do UFP-101, ou seja, apresentaram um efeito do tipo
ansiolitico, enquanto a administracdo de N/OFQ 1 nmol apresentou um
efeito do tipo ansiogénico. Os resultados da administracdo central de
N/OFQ 1 nmol no LTE e no CA ndo foram apresentados, pois optamos
por ndo medir as laténcias de Esquiva 1 e 2 no LTE, uma vez que 0s
animais permaneceram 300 s na Linha de Base e a anélise estatistica
desses dados pelos testes estatisticos adotados neste estudo ndo seria
possivel. Uma alternativa seria a realizacdo das medidas de Esquiva 1 e
2 no LTE, mesmo os animais permanecendo 300 s na Linha de Base.

Como comentado anteriormente, os resultados da literatura
obtidos com a administracdo no ventriculo lateral de N/OFQ s&o
contraditorios. Desta forma, nossos resultados corroboram ou
contradizem os dados da literatura dependendo da referéncia utilizada.
Agqueles questionamentos levantados quanto aos efeitos do UFP-101 no
LTE serem provenientes de uma alteracéo na atividade locomotora e nos
processos de aprendizagem e memdria devem ser aplicados também aos
resultados da N/OFQ.

Em relacdo & atividade locomotora, estudos prévios
demonstraram que a administracdo de altas doses de N/OFQ (1 — 10
nmol) no ventriculo lateral inibe a atividade locomotora (Reinscheid et
al., 1995; Devine et al.,, 1996; Rizzi et al., 2001), enquanto a
administracdo de baixas doses (0,005 — 0,05 nmol) aumenta esta medida
comportamental (Florin et al., 1996). Para Rizzi e colaboradores (2001)
a administracdo de baixas doses de N/OFQ (0,001 — 0,01 nmol) néo
altera significativamente a atividade locomotora. Como visto
anteriormente, o bloqueio farmacolégico ou a delecdo génica do
receptor NOP ndo afeta a locomogéo espontanea de roedores (Calo’ et
al., 2005; Gavioli et al., 2003 e 2007; Nischi et al., 1997), mas aumenta
a atividade motora induzida pelo exercicio (Marti et al., 2004b). Desta
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forma, o efeito do tipo ansiogénico de 1 nmol de N/JOFQ no LTE
poderia ser atribuido a um prejuizo na atividade locomotora, mas
nenhuma diferenga significativa foi observada no teste do CA para 0s
animais tratados com N/OFQ 1 nmol, em relacdo ao grupo controle
[(NUmero de cruzamentos: PBS = 53,00 + 7,12; N/OFQ 1 nmol = 47,75
+ 7,85), (NUmero de comportamentos de levantar: PBS = 11,54 + 1,56;
N/OFQ 1 nmol = 12,88 + 2,09)].

Uma alternativa seria a avaliacdo da atividade locomotora no
préprio LTE, conforme descrito por Pinheiro e colaboradores (2007)
que propuseram que quando as laténcias para sair do brago fechado e
aberto do LTE variam em direcGes opostas ndo ha influéncia motora do
tratamento na resposta encontrada. Por outro lado, quando as laténcias
sdo igualmente aumentadas ou diminuidas pode haver prejuizo ou
melhora, respectivamente, na locomocdo. Entretanto, nossos resultados
das laténcias para sair do braco fechado e aberto do LTE dos animais
tratados com 1 nmol de N/JOFQ ndo obedecem nenhum dos requisitos
anteriores, pois todos os animais permaneceram 300 s na Linha de Base
(as laténcias de Esquiva 1 e 2 ndo foram tomadas) e as medidas das
laténcias para sair do braco aberto do LTE ndo aumentaram ou
diminuiram (Fuga 1 = 11,14 + 2,19; Fuga 2 = 14,42 + 7,66; Fuga 3 =
8,57 £ 3,45), impossibilitando esta avaliacao.

Usando testes distintos, dois resultados experimentais
demonstraram que o sistema N/OFQ-receptor NOP néo exerce um papel
importante na modulagdo de comportamentos relacionados ao péanico.
Em um deles, realizado na bateria de teste de defesa do camundongo, a
administracdo de N/OFQ no ventriculo lateral ndo alterou a resposta de
fuga e a distancia de esquiva gerada pela exposicdo ao predador, um
rato, que sdo especialmente diminuidas por farmacos panicoliticos
(Griebel et al., 1999). Em outro, realizado no modelo de fuga induzida
pela estimulacdo elétrica da substincia cinzenta periaquedutal dorsal
(SCPD), a administragdo intraperitoneal de R0o64-6198 ndo atenuou a
aversdo promovida pela estimulacéo elétrica dessa estrutura (Jenck et
al., 2000).

Em contrapartida, Uchiyama e colaboradores (2008)
demonstraram que a administracdo na amigdala central de N/OFQ 32
pmol ndo alterou a laténcia de esquiva inibitéria, mas prejudicou a
laténcia de fuga no LTE, indicando um efeito do tipo panicolitico.
Entretanto, devemos ter cuidado ao comparar nossos resultados com os
de Uchiyama e colaboradores (2008), porque, apesar da diferenca entre
os sitios de administracdo e as conseqiiéncias que isso possa acarretar,
alguns dos procedimentos experimentais empregados por Uchiyama e
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colaboradores sdo bem diferentes dos adotados por nos e da maioria dos
pesquisadores que utilizam atualmente o LTE como teste de ansiedade,
pois 0s animais ndo foram pré-expostos a um dos bragos abertos no dia
anterior ao teste, e as medidas das laténcias de esquiva inibitéria e de
fuga ndo foram tomadas nos mesmos animais, 0 que, na pratica,
inviabiliza comparacdes.

Em resumo, nossos resultados mostraram, pela primeira vez,
que a administracdo central de UFP-101, apresenta um efeito do tipo
ansiolitico no LTE e que esse efeito ocorre via receptor NOP, pois a
N/OFQ, o agonista enddgeno desse receptor, preveniu o efeito do UFP-
101 neste paradgima experimental. Inevitavelmente, apos analisar o0s
resultados da administragdo central de N/OFQ e de UFP-101 no LTE,
surge uma pergunta: como a ativacao e o bloqueio dos receptores NOP
produz o mesmo efeito ansiolitico no LTE? Uma das respostas pode
estar relacionada & degradacéo enziméatica do UFP-101, com formag&o
de metabolitos ativos.

A este respeito, apds liberagdo, os neuropeptideos podem ser
inativados por peptidases e/ou pela internalizagdo do complexo ligante-
receptor, mecanismo importante também para a regulacdo do receptor e
para a sinalizacdo trans-membrana (McConalogue e Bunnett, 1998;
Garcia-Ldpes et al., 2002). As peptidases, também chamadas de enzimas
proteoliticas, proteases ou proteinases, sdo enzimas que catalisam a
hidrdlise das ligacbes peptidicas e podem ser divididas em
exopeptidases e endopeptidases. As exopeptidases catalisam a hidrolise
das ligacOes proximas as extremidades amino(N)-terminal e carboxi(C)-
terminal da cadeia polipeptidica, como as aminopeptidases,
carboxipeptidases e dipeptidil aminopeptidase. J& as endopeptidases
catalisam a hidrélise das ligagOes internas da cadeia polipeptidica, tais
como as serina (treonina) endopeptidases, cisteina endopeptidases e
metaloendopeptidases (Garcia-Lopes et al., 2002).

Além de formar metabdlitos inativos, a acdo das peptidases
pode resultar na formacdo de fragmentos que mantém a atividade
farmacoldgica do peptideo natural. Por exemplo, dois dos principais
metabolitos encontrados no hipocampo dorsal de ratos apés a
administracdo bilateral nessa regido de N/OFQ 10 nmol foram
identificados como N/OFQ(1-13) e a N/OFQ(14-17) (Sandin et al.,
1999). Recentemente, Miwa e colaboradores (2010) demonstraram que a
administracdo de N/OFQ ou do fragmento N/OFQ(14-17), mas nao o
fragmento N/OFQ(1-13), em doses muito baixas (fmol), no hipocampo
de camundongos, atenuaram o prejuizo na memoria induzido por
U0126, um inibidor de proteina quinase ativada por mitdgeno (MEK).



Tese de Doutorado — FMC — UFSC Marcelo Duzzioni 76

Em outras situacBes, a acdo das peptidases pode resultar na
formagdo de fragmentos com atividade farmacoldgica distinta do
peptideo natural. Por exemplo, a administragdo na SCPD do fragmento
N-terminal da substancia P [SP(1-7)] apresentou um efeito do tipo
ansiolitico em ratos submetidos ao LCE, enquanto as administracfes da
substancia P e do fragmento C-terminal [SP(6-11)] promoveram um
efeito do tipo ansiogénico (De Araujo et al., 2001). Alguns estudos tém
sugerido que os efeitos da administracdo central de substancia P podem
ser devidos a sua quebra enzimatica, que produz fragmentos N- e C-
terminal ativos (Hall et al., 1989; Igwe et al., 1990).

Dessa forma, podemos imaginar que, apds a administracdo no
ventriculo lateral, um fragmento proveniente da degradacdo enzimética
do UFP-101 possa ser responsavel pelo perfil farmacoldgico semelhante
ao da N/OFQ, ou seja, pelo efeito do tipo ansiolitico do UFP-101 no
LTE. Para testar essa hipotese, avaliamos os efeitos comportamentais da
administra¢do no ventriculo lateral de UFP-101 no LTE em animais pré-
tratados com inibidores de peptidases (bestatina no Experimento 4;
fosforamidon no Experimento 5; e fosforamidon+bestatina no
Experimento 6).

Nossos resultados mostraram que 0 pré-tratamento com
bestatina 2 nmol, um potente inibidor competitivo da enzima
aminopeptidase N (Wang et al., 2010), preveniu o efeito do tipo
ansiolitico promovido pela administragdo central de UFP-101 1 nmol no
LTE. O pré-tratamento com fosforamidon 2 pmol, um inibidor
competitivo natural da enzima endopeptidase 24.11 (Roques et al.,
1993), por outro lado ndo foi capaz de prevenir o efeito do UFP-101 1
nmol no LTE. A bestatina e o fosforamidon ndo alteraram per se
nenhum dos pardmetros avaliados no LTE e no CA, mas o pré-
tratamento com a associacdo fosforamidon 2 pmol+bestatina 2 nmol
apresentou um efeito do tipo ansiolitico no LTE, pois reduziu
significativamente a laténcia para sair do bragco fechado do LTE. Este
efeito parece especifico, pois essa associagdo ndo foi capaz de alterar
significativamente a laténcia para sair do braco aberto do LTE, bem
como a atividade locomotora avaliada no teste do CA.

O UFP-101 faz parte de um grupo de agonistas e antagonistas
NOP desenvolvidos a partir de estudos de relacdo estrutura-atividade
tendo como base a N/OFQ, como pode ser observado na Figura 32
(Mustazza e Bastanzio, 2010). Para sintetizar o UFP-101, Calo’ e
colaboradores (2002) combinaram algumas modificagfes quimicas,
realizadas anteriormente na sequéncia de aminoacidos da N/OFQ, em
uma Unica molécula. Uma delas foi substituir o primeiro aminoacido,
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fenilalanina (Phe, do inglés phenylalanine), por Nphe, onde um atomo
de carbono da cadeia lateral da Phe foi substituido por um atomo de
nitrogénio. Essa simples modificacéo foi suficiente para transformar o
agonista NOP N/OFQ(1-13)-NH, (Guerrini et al., 1997) em um
antagonista [Nphe']N/OFQ(1-13)-NH,, com atividade confirmada em
diferentes ensaios in vivo e in vitro (Calo’ et al.,, 2000b). Outras
modificacBes foram as substituicBes dos aminoécidos leucina (Leu, na
posicdo 14) por arginina (Arg) e alanina (Ala, na posi¢do 15) por lisina
(Lys), que deram origem a um potente agonista NOP,
[Arg* Lys™]N/OFQ (Okada et al., 2000). Por fim, a extremidade C-
terminal foi amidada, pois esta modificacdo quimica deixou o peptideo
N/OFQ-NH, menos susceptivel & degradacdo enzimatica, quando
comparado a N/OFQ (Calo’ et al., 2000a).

f 3 3 & & B 4 @ & S o w58 e Jie i iy
N/OFQ H;N — Phe - Gly - Gly - Phe - Thr - Gly - Ala - Arg - Lys - Ser - Ala - Arg - Lys - Leu - Ala - Asn - Gln— COOH
Agonista endigeno NOF)

1 2 3 i 4 8 7 ] L 10 1 12 13
NIOFQ(‘! _13) H,N — Phe - Gly - Gly - Phe - Thr - Gly - Ala - Arg - Lys - Ser - Ala - Arg - Lys — COOH
(Fragmento minimo com atividade agonista NOP)
1 2 3 4 5 6 5 9 10 i1 12 13
N/OFQ(1-13)-NH, H;N — Phe - Gly - Gly - Phe - Thr - Gly - Ala - Arg - Lys - Ser - Ala - Arg - Lys — NH,
(Menor susceptibiidade a degradagio enzimitica)
1 2 3 4 5 6 7 ] 9 10 11 12 13 1 15 16 17
[Arg' Lys'®|N/OFQ H,N — Phe - Gly - Gly - Phe - Thr - Gly - Ala - Arg - Lys - Ser - Ala - Arg - Lys - Arg - Lys - Asn - Gln — COOH
(A gonista NOP com paténcia aumentada)
1 2 3 4 L] 7 8 9 10 11 12 i3

[Nphe'IN/OFQ(1-13)-NH, H;N = Nphe - Gly - Gly - Phe - Thr - Gly - Ala - Arg - Lys - Ser - Ala - Arg - Lys — NH,

(Amagonista NOP)

1 2 3 4 & 7 8 9 10 1 12 13 " 15 16 17

UFP-101 H,N — Nphe - Gly - Gly - Phe - Thr - Gly - Ala - Arg - Lys - Ser - Ala - Arg - Lys - Arg - Lys - Asu- Gln— NH;

Figura 32 — Modificagfes na seqiiéncia de aminoacidos do peptideo enddgeno
N/OFQ que levaram a sintese do UFP-101. AbreviacBes mais importantes: Phe
= fenilalanina; Nphe = fenilalanina com um &tomo de carbono da cadeia lateral
substituido por um 4tomo de nitrogénio; Leu = leucina; Ala = alanina; Arg =
Arginina; Lys = Lisina. Adaptado de Lambert, 2008.

Até 0 momento ndo existem estudos sobre o metabolismo do
UFP-101, bem como o resultado da modificacdo do aminoacido Phe’
por Nphe' na acdo da aminopeptidase N, enzima que catalisa a hidrélise
do fragmento N-terminal de aminoacidos basicos ou neutros
(Ala>Phe>Leu>Gly) dos peptideos (Luan e Xu, 2007; Wang et al.,
2010). Entretanto, pelos nossos resultados, podemos supor que 0 pré-
tratamento com bestatina impediu a hidrélise da ligacdo Nphe'-Gly? e,
conseqiientemente, a liberacéo dos fragmentos Nphe' (responsével pela
propriedade antagonista do UFP-101) e [Arg™ Lys"*]N/OFQ(2-17)NH,.
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Um fragmento C-terminal, [Arg" Lys"’JN/OFQ(2-17)NH, ou um
metabdlito da sua degradacdo por exopeptidases e/ou endopeptidases,
pode ser responsavel pelo efeito ansiolitico da administracdo central do
UFP-101 no LTE. E importante ressaltar que em alguns dos ensaios in
vitro realizados para caracterizar o perfil farmacolégico do UFP-101
foram utilizados inibidores de peptidases, como o captopril, a bestatina e
o fosforamidon (Calo’ et al., 2002). Assim os resultados encontrados
podem ser diferentes dos obtidos in vivo efou in vitro sem a
administracdo desses inibidores.

Dois fatos chamaram a aten¢do quando comparamos nossos
resultados do metabolismo do UFP-101 com os da literatura sobre a
N/OFQ. Um deles foi o papel das enzimas aminopeptidase N e
endopeptidase 24.11 no metabolismo do UFP-101 e da N/OFQ.
Diferentes estudos in vivo e in vitro ttm demonstrado que as enzimas
aminopeptidase N e endopeptidase 24.11 estdo envolvidas no
metabolismo da N/OFQ (Montiel et al., 1997; Noble e Roques, 1997;
Sakurada et al., 2002). Sakurada e colaboradores (2002) demonstraram,
usando membranas sindpticas da medula espinhal de camundongos
incubadas em um meio contendo N/OFQ (na presenca ou auséncia de
inibidores de peptidases), que a degradacdo da N/OFQ foi inibida em
11% pela bestatina e em 50% pelo fosforamidon. Além disso, a resposta
de cocar, morder e lamber as patas traseiras, induzida pela injecdo
intratecal de baixas doses de N/OFQ (na ordem de fmol), foi
potencializada somente pela administracdo, na mesma via, de
fosforamidon. Nossos resultados, por outro lado, mostraram que
somente a bestatina preveniu o efeito ansiolitico da administracéo
central de UFP-101 no LTE. Desta forma, o conjunto destes dados
parece indicar que, no sistema nervoso central, a enzima aminopeptidase
N parece exercer um papel critico na degradacéo do UFP-101, enquanto
a enzima endopeptidase 24.11 parecer exercer um papel critico no
metabolismo da N/OFQ.

Além disso, a relacdo estabelecida por Calo’ e colaboradores
(2000a) entre a presenca do grupo -NH; e a degradacéo enzimatica pode
ser questionada, pois quando estes pesquisadores estabeleceram tal
relacdo utilizaram um coquetel de inibidores enzimaticos (amastatina,
bestatina, captopril e fosforamidon), assim a amidacdo do grupo C-
terminal pode tornar o peptideo menos susceptivel a degradacdo por
determinada(s) enzima(s). Nesse sentido, nossos resultados parecem
indicar que a presenca do grupo -NH, na por¢do C-terminal deixa 0s
peptideos, que tém a sequéncia de aminoacidos semelhantes a da
N/OFQ, menos resistentes ou susceptiveis a degradagdo pela enzima
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endopeptidase 24.11. Talvez por esta razdo, o fosforamidon ndo tenha
influenciado o efeito do UFP-101 no LTE, em contraste com a ac¢do da
enzima aminopeptidase N, que ndo tem sua atividade influenciada pelo
grupo -NH,.

No entanto, mais estudos sobre o metabolismo do UFP-101 s&o
necessarios, como a caracterizagdo in vivo e in vitro dos metabdlitos do
UFP-101, inclusive em outros tecidos [no sangue humano a
aminopeptidase N demonstrou ser a enzima mais importante na
degradacdo da N/OFQ (Yu et al., 1996)], bem como a caracterizagdo do
efeito da administragdo central de um antagonista NOP nédo peptidico,
e.g., 0 J-113397, no LTE (a este respeito ndo ha ainda nenhum dado na
literatura).

Outro fato interessante foi um fragmento C-terminal do UFP-
101 ser o responsavel pelo efeito do tipo ansiolitico observado no LTE.
Estudos de relacdo estrutura-atividade da N/OFQ estabeleceram que o
fragmento N-terminal é mais critico para a ligacdo ao receptor NOP que
o fragmento C-terminal, que os aminoacidos Phe', Gly?, Phe* e Arg® sdo
0s mais importantes para a afinidade e atividade no receptor NOP, e que
o primeiro aminoacido, Phe’, é essencial para a seletividade, pois sua
substituicdo por Tyr origina um peptideo ativo tanto em receptores NOP
guanto nos demais receptores opidides (para revisdo ver Mustazza e
Bastanzio, 2010). Efeitos semelhantes aos da administracdo no
ventriculo lateral de N/JOFQ e de UFP-101 foram encontrados em
estudos de frequéncia cardiaca de camundongos (Buermeister e
Kapusta, 2007). Vérios estudos demonstraram que a administracdo no
ventriculo lateral de N/OFQ promove, de maneira dose dependente,
bradicardia, hipotensdo e diurese em camundongos (Buermeister e
Kapusta, 2007) e em ratos conscientes (Kapusta et al., 1997; Kapusta e
Kenigs, 1999) ou anestesiados (Chen et al., 2002). Buermeister e
Kapusta (2007) demonstraram que a administracdo no ventriculo lateral
de UFP-101 promove uma reducdo na frequéncia cardiaca, semelhante a
N/OFQ, sem alterar a pressdo arterial média e o volume urinario. Estes
pesquisadores descreveram que esses efeitos do UFP-101 ndo sdo
abolidos em camundongos NOP” (comunicagdo pessoal). Assim,
podemos imaginar que o efeito do tipo ansiolitico do UFP-101 no LTE
poderia ser decorrente de um fragmento C-terminal que age em outro
tipo de receptor, como nos demais receptores opidides.

Como veremos a seguir, a administracdo endovenosa de
naloxona preveniu o efeito da administracdo de UFP-101 no ventriculo
lateral sobre a taxa de disparo dos neurdnios do LC. Entretanto, ndo
devemos esquecer que nossos resultados (Experimento 3) demonstraram
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que a N/OFQ preveniu o efeito do tipo ansiolitico do UFP-101 no LTE,
indicando que esse efeito ocorre via receptor NOP. Dessa forma, mais
estudos sdo necessarios para avaliar a participacdo do receptor NOP e
dos demais receptores opidides nos efeitos comportamentais produzidos
pela administracdo central de UFP-101.

Nossos resultados demonstraram também que a administracéo
no ventriculo lateral de fosforamidon+bestatina apresentou per se um
efeito do tipo ansiolitico no LTE. O tratamento com UFP-101 bloqueou
o efeito do tipo ansiolitico da associa¢do dos inibidores de peptidase,
sugerindo uma regulacdo tonica da N/OFQ enddgena na tarefa de
esquiva inibitéria no LTE. Esses resultados estdo de acordo com
trabalhos prévios que demonstraram que a N/OFQ atenua a inibicéo
comportamental quando animais sdo expostos a condi¢Bes estressantes
(Jenck et al., 1997; Gavioli et al., 2002; Kamei et al., 2004 Koster et al.,
1999; Rizzi et al., 2011). Além disso, Sakurada e colaboradores (2002)
demonstraram que a resposta comportamental induzida pela injecdo
intratecal de baixas doses de N/OFQ foi potencializada pela
administracdo concomitante de bestatina e fosforamidon, na mesma
faixa de doses utilizada por nds.

Uma alternativa a hipdtese anterior (do efeito do tipo ansiolitico
do UFP-101 no LTE ser proveniente de um fragmento da degradagéo
enzimatica) poderia ser a possibilidade do UFP-101 bloquear o efeito do
tipo ansiogénico promovido pela atividade tonica do sistema N/OFQ-
receptor NOP. Entretanto, os poucos dados encontrados na literatura ndo
corroboram tal possibilidade, mas contribuem para outra hip6tese para o
efeito do tipo ansiolitico do UFP-101. Em um desses estudos, Kawahara
e colaboradores (2004) demonstraram que a liberacdo basal de
noradrenalina no nucleo basolateral da amigdala estd sob controle
inibitério tonico da N/OFQ via receptores NOP. Ainda, que a
administracdo periférica de J-113397, um antagonista ndo-peptidico
competitivo do receptor NOP, induz um aumento na liberagdo basal de
noradrenalina neste nucleo.

Em roedores, a administracdo endovenosa de ioimbina,
antagonista ap adrenérgico, aumenta o contetdo de noradrenalina no
nlcleo basolateral da amigdala e, em pacientes que sofrem de transtorno
de pénico e de estresse pos-traumatico, exacerba os sintomas da doenga
(Bremner et al., 1996a). Assim, a atividade tonica do sistema N/OFQ-
receptor NOP no nucleo basolateral da amigdala pode exercer um efeito
do tipo ansiolitico e a administracdo de um antagonista NOP promoveria
um efeito do tipo ansiogénico. O efeito do tipo ansiolitico da
administracdo de UFP-101 no ventriculo lateral no LTE somente
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poderia ser explicado por esta Ultima hipdtese se o UFP-101 ou um
metabolito atuasse como um agonista NOP.

Nesse sentido, Mahmoud e colaboradores (2010) recentemente
demonstraram que o perfil farmacoldgico do UFP-101 varia com o nivel
de expressdo do receptor NOP. Em condices fisioldgicas, o UFP-101
bloqueia a inibicéo da corrente dos fons Ca®* promovida pela N/OFQ e
ndo apresenta atividade per se nos neurdnios do ganglio estrelado de
ratos Wistar. No entanto, quando o receptor NOP foi superexpresso nos
neurdnios do ganglio estrelado o UFP-101 apresentou pro?riedades de
agonista parcial NOP, isto é, inibiu a corrente de fons Ca”" da mesma
forma que a N/OFQ. Nesse mesmo estudo, outros antagonistas NOP
foram testados, como o Trap-101 e JTC-801, mas nenhum deles
apresentou perfil semelhante aos da N/OFQ quando os receptores NOP
foram superexpressos.

Além de apresentar perfis farmacoldgicos distintos em
diferentes ensaios pré-clinicos, o agora definido agonista parcial NOP
[Phe'y(CH,-NH)GIy?]N/OFQ(1-13)-NH, também demonstrou um perfil
farmacoldgico diferente (agonista parcial, agonista pleno ou antagonista)
quando a expressdao do receptor NOP foi alterada (McDonald et al.,
2003). Niveis elevados de expressdo do receptor NOP foram
encontrados em varias areas do sistema nervoso central, como cortex
cerebral, hipotalamo, hipocampo, complexo amigdal6ide, NDR, LC e
medula espinhal (para revisao ver Mollereau e Mouledous (2000). Green
e Devine (2009) demonstraram que animais expostos a condigdes
estressantes, nesse caso ao teste de derrota social, apresentaram um
aumento na expressao do RNAm do receptor NOP no nlcleo basolateral
e central da amigdala e no nicleo paraventricular do hipotalamo.
Nenhuma diferenga estatisticamente significante foi encontrada na
expressdo do RNAm da preproN/OFQ. Vilpoux e colaboradores (2002)
demonstraram que o tratamento crénico com paroxetina (10 mg/Kg, 1 x
dia) por 4, 7 ou 21 dias aumentou significativamente (22-50%) a
densidade dos sitios de ligacdo a [3H]N/OFQ especificamente no NDR.

Em resumo, nossos resultados mostraram que os efeitos
comportamentais produzidos pela administracéo central de UFP-101 no
LTE parece ser proveniente de um fragmento C-terminal da degradacéo
enzimatica do peptideo, pois a bestatina, um inibidor de aminopeptidase
N preveniu o efeito do tipo ansiolitico do UFP-101 neste paradigma
experimental.

Atualmente, os ISRS, por possuirem um amplo espectro de
eficacia ansiolitica e por serem bem tolerados, sdo a droga de primeira
escolha no tratamento dos transtornos de ansiedade (Dell’Osso et al.,



Tese de Doutorado — FMC — UFSC Marcelo Duzzioni 82

2010; Kent et al., 1998; Zoar e Westenberg, 2000). Resultados pré-
clinicos demonstraram que a administracdo no ventriculo lateral de
UFP-101 produziu um efeito do tipo antidepressivo em roedores
(Gavioli et al., 2003 e 2004). Além disso, 0 pré-tratamento com p-
clorofenilalanina metil éster (PCPA, 4 x 100 mg/Kg dia, I.P.; inibidor da
sintese de serotonina) preveniu esse efeito do UFP-101 em ratos,
sugerindo que a neurotransmissao serotonérgica pode estar envolvida no
efeito do tipo antidepressivo promovido pelo UFP-101 (Gavioli et al.,
2004).

Por esta razdo, e porque a serotonina exerce um papel
importante na ansiedade (para revisao ver Graeff, 2002), investigamos 0
envolvimento do sistema serotonérgico e dos neurénios do NDR no
efeito do tipo ansiolitico do UFP-101 no LTE. Para isso, o UFP-101 1
nmol foi administrado no ventriculo lateral de animais pré-tratados com
4-cloro-DL-fenilalanina (PCPA, 100 mg/Kg, I.P., 4 dias). O papel dos
neurbnios serotonérgicos do NDR também foi investigado pela
administracdo de UFP-101 intra-ntcleo, pois o NDR contém uma
grande quantidade de corpos celulares de neurbnios serotonérgicos no
sistema nervoso central (para revisdo ver Hornung, 2003) e exerce um
papel importante na modulacdo de comportamentos defensivos
relacionados & ansiedade generalizada e panico (Deakin e Graeff, 1991).

Nossos resultados demonstraram que o pré-tratamento com
PCPA preveniu o efeito do tipo ansiolitico da administragdo de UFP-
101 1 nmol no ventriculo lateral quando os animais foram avaliados no
LTE, indicando o envolvimento do sistema serotonérgico no efeito do
tipo ansiolitico do UFP-101. Nenhum dos tratamentos alterou
significativamente a laténcia para sair do braco aberto do LTE.
Entretanto, o tratamento com PCPA+fluoxetina 20 mg/Kg prejudicou a
locomocdo no CA. Como esperado, o pré-tratamento com PCPA
bloqueou o efeito do tipo ansiogénico da administracdo intraperitoneal
de fluoxetina 20 mg/Kg.

A administracdo de UFP-101 no NDR diminuiu, de maneira
dose-dependente, a laténcia para sair do brago fechado do LTE,
indicando um efeito do tipo ansiolitico. A laténcia para sair do brago
aberto do LTE, bem como o0 nimero de cruzamentos e comportamentos
de levantar ndo foram alterados significativamente por nenhuma das
doses de UFP-101.

As primeiras evidéncias do envolvimento da serotonina na
ansiedade foram obtidas em animais de laboratério submetidos a testes
de conflito no inicio dos anos 70. Nesses experimentos, verificou-se que
drogas gque reduziam a agdo da serotonina liberavam o comportamento
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punido por choque elétrico, enquanto as que aumentavam, acentuavam a
inibicdo comportamental induzida pela puni¢cdo. Como os ansioliticos
benzodiazepinicos reduzem a taxa de renovacgdo da serotonina, Wise e
colaboradores (1972) formularam a hip6tese de gue a serotonina medeia
os efeitos da punicdo através da estimulacdo de regides prosencefalicas,
como a amigdala e a formac&o hipocampal, e mesencefélicas. Em outras
palavras, a estimulagdo do sistema serotonérgico desempenharia um
papel ansiogénico (Graeff, 2002). Entretanto, diversos experimentos
realizados para testar este modelo comprovaram a hip6tese de que a
serotonina seria ansiogénica no prosencéfalo, mas ndo em regides
mesencefélicas. Foi demonstrado que a estimulacdo de receptores
serotonérgicos na SCPD, por meio de agonistas farmacoldgicos, inibia a
fuga induzida pela estimulacdo desta regido. Admitindo-se que a fuga
seja expressao de ansiedade, concluiu-se que a serotonina exerce um
papel ansiolitico na SCPD, ao contrario do que havia sido postulado
anteriormente (Graeff, 2002).

Para conciliar esses resultados aparentemente contraditérios,
Deakin e Graeff (1991) propuseram uma hipotese dual da acdo da
serotonina sobre mecanismos de defesa. Segundo esses pesquisadores, a
via ascendente originada no NDR e que inerva a amigdala e o cOrtex
frontal atua facilitando reagdes de esquiva que ocorrem como resposta a
um perigo potencial ou distal. Devido ao fato destas estratégias
comportamentais se encontrarem amplamente baseadas no aprendizado,
poderiam estar relacionadas & ansiedade antecipatdria ou condicionada e
a ansiedade generalizada. Por outro lado, a via periventricular que parte
do NDR e que inerva a SCPD inibiria as reagdes inatas de fuga ou luta
em resposta a um perigo proximal, presumidamente relacionada ao
transtorno do péanico. Ou seja, de acordo com a hipotese de Deakin e
Graeff (1991) a serotonina facilita a ansiedade, porém inibe o panico.

Para testar essa hipotese, um novo modelo animal de ansiedade,
0 LTE foi desenvolvido (Graeff et al., 1993; Viana et al., 1994). O LTE
permite a medida, no mesmo animal, da esquiva inibitdria (medo
condicionado) e fuga (medo incondicionado), relacionadas & ansiedade
generalizada e ao panico, respectivamente (Deakin e Graeff, 1991;
Graeff et al., 1993; Viana et al., 1994).

Os resultados da validagdo farmacolégica do LTE
demonstraram que os farmacos relacionados & serotonina buspirona
(agonista 5-HT;,) e ritanserina (antagonista 5-HT,ac), que na clinica
melhoram o0s sintomas da ansiedade generalizada, prejudicaram a
laténcia para sair do brago fechado (esquiva inibitoria), mas ndo
alteraram a laténcia para sair do braco aberto (fuga). Por outro lado, o
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tratamento crénico com os farmacos antidepressivos imipramina
(inibidor da recaptagdo de 5-HT e noradrenalina) e paroxetina (inibidor
da recaptacdo de 5-HT), que exercem um efeito ansiolitico e panicolitico
na clinica, prejudicaram a esquiva inibitoria e prolongaram a fuga no
LTE (para revisdo ver Zangrossi et al., 2001; Beijamini e Andreatini,
2003).

Poltronieri e colaboradores (2003), na tentativa de estender a
validacéo farmacoldgica do LTE para os inibidores da recaptacdo de
serotonina fluoxetina (5, 10 e 15 mg/Kg, I.P.) e clomipramina (3, 10 e
30 mg/Kg, I.P.), demonstraram em ratos que os tratamentos agudos com
esses farmacos ndo alteraram significativamente as laténcias para sair do
braco fechado e aberto do LTE. No entanto, os tratamentos cronicos
com estes farmacos prejudicaram a laténcia para sair do brago aberto do
LTE, indicando um efeito do tipo panicolitico. A laténcia para sair do
braco fechado, bem como a atividade locomotora no CA ndo foram
afetadas por nenhum tratamento.

Entretanto, nossos resultados no LTE com o tratamento agudo
com fluoxetina (15 e 20 mg/Kg, I.P.; Apéndice 1) demonstraram um
aumento significativo na laténcia para sair do brago fechado do LTE,
indicando um efeito do tipo ansiogénico. A laténcia para sair do brago
aberto e a atividade locomotora no CA néo foram afetadas.

Nossos resultados corroboram em parte os de Poltronieri e
colaboradores (2003), onde a laténcia de fuga e a atividade locomotora
parecem nao ser influenciadas pelo tratamento agudo com fluoxetina,
enquanto a laténcia de esquiva inibitéria pode ou ndo sofrer influéncia
do tratamento agudo com fluoxetina. Os motivos para essa divergéncia
entre os resultados do tratamento agudo com fluoxetina na esquiva
inibitéria no LTE ndo sdo claros. De acordo com os resultados
encontrados na clinica com o tratamento agudo com ISRS (Dell’Osso et
al., 2010; Kent et al., 1998; Zoar e Westenberg, 2000), era esperado um
efeito do tipo ansiogénico para esse farmaco, pois 0s pacientes podem
ter os sintomas de ansiedade exacerbados nas primeiras semanas de
tratamento.

Gomes e colaboradores (2009) demonstraram em camundongos
que a administracdo intraperitoneal aguda de fluoxetina (20 e 40 mg/Kg)
facilitou a aquisicdo da tarefa de esquiva inibitéria, enquanto o
tratamento cronico de fluoxetina (40 mg/Kg) prejudicou esta medida
comportamental, sugerindo que os tratamentos agudo e crénico com
fluoxetina apresentaram um efeito do tipo ansiogénico e ansiolitico,
respectivamente, no LTE. Tudo isso mostra que nossos resultados com
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fluoxetina no LTE véo de encontro aos dados da literatura e contribuem
para a validagio farmacoldgica do LTE.

Apesar de nossos resultados e os de Poltronieri e colaboradores
(2003) terem demonstrado que a laténcia de fuga ndo foi alterada com o
tratamento agudo com fluoxetina, na bateria de teste de defesa do
camundongo o tratamento agudo com fluoxetina (5 mg/Kg) facilitou a
resposta de fuga, indicando um efeito do tipo panicogénico (Blanchard
et al., 1997). Gomes e colaboradores (2009) também investigaram os
efeitos do tratamento agudo e crénico com fluoxetina na laténcia para
sair do braco aberto do LTE em camundongos. Estes pesquisadores
encontraram um prejuizo na laténcia para sair do brago aberto do LTE
no tratamento agudo e uma facilitagho no tratamento cronico.
Entretanto, a resposta de fuga para camundongos precisa ser melhor
caracterizada, pois camundongos nao exibem comportamento tipo fuga
como uma resposta imediata quando colocados no brago aberto
(Carvalho-Netto e Nunes-de-Souza, 2004). Uma reducgdo na laténcia de
fuga, que em ratos pode ser interpretada como um efeito
panicogénico/pro-aversivo, em camundongos tem sido interpretada
como um efeito anti-aversivo. Para suportar essa afirmagdo Carvalho-
Netto e Nunes-de-Souza (2004) demonstraram que compostos
ansioliticos, como a buspirona, facilitaram a fuga dos bracos abertos,
enquanto compostos ansiogénicos, como a cafeina, prejudicaram a fuga
dos bracos abertos.

Na hipotese de Deakin e Graeff (1991) o NDR exerce um papel
importante na modula¢do de comportamentos defensivos relacionados a
ansiedade generalizada e panico. Diferentes estudos realizados no LTE
tém confirmado o envolvimento do NDR nesses comportamentos
(Graeff et al., 1996; Sena et al., 2003; Viana et al., 1997). Em um deles,
Graeff e colaboradores (1996) demonstraram que a administracdo de
acido cainico (60 pmol, um aminoécido excitatério) no NDR aumentou
a laténcia para sair do brago fechado e aberto do LTE, indicando um
efeito do tipo ansiogénico e panicolitico, respectivamente. Em um
experimento posterior, essa mesma dose de &cido cainico no NDR
promoveu um aumento significativo na liberacdo de serotonina na
amigdala e na SCPD (Viana et al., 1997). Efeito semelhante ao do &cido
cainico foi encontrado apds a administracdo de WAY-1000635, um
antagonista 5-HT;a, no NDR em ratos submetidos ao LTE (Pobbe and
Zangrossi, 2005). Em contrapartida, a administracdo de 8-OH-DPAT,
um agonista 5-HT14, no NDR diminuiu a laténcia para sair do braco
fechado e aberto do LTE, indicando efeitos do tipo ansiolitico e
panicogénico, respectivamente (Sena et al., 2003). Efeito semelhante ao
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do 8-OH-DPAT foi encontrado 14 dias apds a lesdo seletiva dos
neurdnios serotonérgicos do NDR com 5,7-dihidroxitriptamina no LTE
(Sena et al., 2003).

Em relacdo ao sistema N/OFQ-receptor NOP e o NDR, Nazzaro
e colaboradores (2010) demonstraram in vitro e in vivo que a N/JOFQ
reduz de maneira dose-dependente a taxa de disparo dos neurdnios
serotonérgicos do NDR de ratos ndo estressados e estressados (15 min
de natacdo 24 h ou 1 h antes do registro), sendo que em ratos estressados
o efeito inibitorio da N/OFQ foi potencializado. In vitro o0 UFP-101 ndo
alterou a taxa de disparo dos neurdnios do NDR, mas deslocou para a
direita a curva dose-resposta da N/OFQ de ratos ndo estressados e
estressados, 0 que mostra que ambos os peptideos competem pela
ligacdo ao receptor NOP. Nos experimentos in vivo a dose mais alta de
N/OFQ (0,016 nmol) inibiu a taxa de disparo dos neur6nios do NDR,
com uma durag¢do maior que 15 min, porém o UFP-101 ndo foi utilizado
nesta série de experimentos. Tao e colaboradores (2007) demonstraram
que a administracdo de N/JOFQ no NDR diminui de maneira dose-
dependente o efluxo de serotonina nessa area, enquanto a administracéo
do antagonista peptidico NOP [Nphe']N/OFQ(1-13)-NH, (300 puM)
aumenta, em animais que se moviam livremente.

A partir desses estudos, algumas hipdteses podem ser
levantadas para explicar nossos resultados encontrados com a
administracdo de UFP-101 no NDR de ratos submetidos ao LTE. Uma
delas, dando seqliéncia aos nossos resultados prévios, seria a de que um
fragmento C-terminal do UFP-101, atuando como agonista NOP,
poderia promover uma diminui¢do na taxa de disparo dos neurdnios do
NDR a exemplo da N/OFQ e, conseqlientemente, diminuir o conteddo
de serotonina na amigdala e cdrtex frontal. Os estudos de Nazzaro e
colaboradores (2010) foram realizados somente in vitro, condi¢fes nas
quais a atividade neuronal, bem como a concentracdo das peptidases
endogenas, podem estar diferentes das condices fisioldgicas. Assim, a
realizacdo de experimentos in vivo, como os aqui descritos, poderia
ajudar a esclarecer esse ponto.

Outra hipotese seria de que o UFP-101 poderia aumentar o
efluxo de serotonina no NDR, como o antagonista peptidico NOP
[Nphe']N/OFQ(1-13)-NH,. Os neurdnios serotonérgicos do NDR estdo
sob controle inibitdrio tbnico da serotonina enddgena, via receptores 5-
HT1a (Haddjeri et al., 2004; Mlinar et al., 2005). Tanto a N/OFQ como
o receptor NOP estdo presentes em neurdnios serotonérgicos do NDR
(Le Maitre et al., 2005). Assim, a administragdo de UFP-101 no NDR
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poderia potencializar o efeito inibitorio da serotonina endégena na taxa
de disparo dos neurdnios serotonérgicos do NDR.

O NDR contém neurdnios serotonérgicos e ndo-serotonérgicos.
Os neurbnios serotonérgicos no NDR fazem conexdes aferentes e
eferentes com distintas regiGes do prosencéfalo pertencentes ao sistema
limbico (para revisdo ver Hornung, 2003). Mlinar e colaboradores
(2005) sugeriram que neurbnios serotonérgicos do NDR representam
uma populacdo heterogénea considerando sua susceptibilidade a auto-
inibicdo pela serotonina enddgena. Este fato poderia ajudar a explicar
também porque o UFP-101 alterou somente a laténcia para sair do brago
fechado do LTE. Nesse caso, a populacdo de neurdnios que inerva a
amigdala e o cortex frontal poderia ser mais susceptivel aos efeitos
inibitorios da serotonina endogena, do que a populagdo de neurdnios que
inerva a SCPD. No entanto, esta hipotese deve ser testada.

Uma alternativa, a faixa de doses de UFP-101 utilizada neste
experimento ndo é a ideal. O efeito encontrado com a administragdo de
UFP-101 no NDR na tarefa de esquiva inibitéria do LTE foi dose-
dependente, isto é, quanto maior a dose, maior a reducdo na Esquiva 2.
Desta forma, ndo temos qualquer garantia de que doses diferentes das
utilizadas poderiam alterar a laténcia de fuga, em especial doses
maiores.

J& a administragdo de PCPA ndo alterou nenhuma das medidas
avaliadas no LTE. Era esperado, segundo a teoria de Deakin e Graeff
(1991), um prejuizo na esquiva inibitéria no LTE (efeito do tipo
ansiolitico), como resultado de uma reducdo no contetdo de 5-HT no
cortex frontal e na amigdala, e/ou um efeito do tipo panicogénico,
proveniente de uma reducdo no contelido de serotonina na matéria
cinzenta periaquedutal. A este respeito, Kornum e colaboradores (2006)
demonstraram que o tratamento com PCPA (200 mg/Kg, 4 dias) diminui
0 conteudo de serotonina e do seu metabdlito o acido 5-
hidroxindolacético (5-HIAA) no cérebro de ratos Sprague-Dawley
igualmente em 95%, em relacdo aos animais tratados com Salina. Nesse
mesmo estudo, também foi demonstrado, através da técnica de
imunohistoquimica, uma distribuicdo  distinta da  serotonina
remanescente, com uma completa deplecdo no cdrtex, hipocampo,
hipotdlamo, amigdala, estriado, nlcleo accumbens e septo lateral. Forte
marcacgdo para serotonina ainda permaneceu na area tegmental ventral,
eminéncia média, feixe prosencefalico medial e nos NDR e mediano da
rafe (Kornum et al., 2006). Assim, essa forte marcagdo para serotonina
no NDR apo6s o tratamento com PCPA pode ter influenciado ou ser um
dos motivos para os resultados obtidos ndo serem os esperados no LTE.
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Os resultados encontrados com ratos Sprague-Dawley podem
ser extrapolados para ratos Wistar, pois o numero de células
imunorreativas a serotonina nos NDR e mediano da rafe foram menores
nos ratos Wistar machos tratados com PCPA (100 mg/Kg, 4 dias)
guando comparados aos tratados com salina (Ito et al., 2010). Além
disso, Scholl e colaboradores (2010) demonstraram que os niveis de
serotonina no cérebro de ratos Wistar ndo diferem dos de ratos Sprague-
Dawley, mas a linhagem Wistar apresentou niveis reduzidos do
metabolito 5-HIAA em varias regides cerebrais, incluindo o cortex pré-
frontal medial, LC, NDR e sub-regides do hipocampo, hipotalamo e da
amigdala, quando comparados a linhagem Sprague-Dawley (Scholl et
al., 2010). No entanto, nenhuma diferenca significativa foi encontrada
entre estas linhagens nos comportamentos avaliados no CA, LCE e no
teste do nado forcado (McDermott e Kelly, 2008; Tejani-Butt et al.,
2003), sugerindo que essa diferenca na taxa de renovacdo ou
metabolismo da serotonina entre essas duas linhagens de ratos ndo tem
consequiéncia funcional nos comportamentos emocionais.

Varios estudos utilizando diferentes testes experimentais de
ansiedade, a excecdo do LTE, como o LCE e a caixa claro-escuro, tém
mostrado que o tratamento com PCPA promove um efeito do tipo
ansiolitico em roedores (Artaiz et al., 1998; Gibson et al., 1994; Kshama
et al., 1990; Treit et al., 1993). Por outro lado, Pinheiro e colaboradores
(2007) descreveram que os resultados obtidos na tarefa de esquiva
inibitéria no LTE sdo sensiveis a drogas ansioliticas e ansiogénicas que
agem nos receptores serotonérgicos, como os indices espagos-temporais
de ansiedade do LCE, mas tendem a ser mais consistentes no LTE que
no LCE, fato que chama ainda mais a atencdo para a auséncia de
resultados com o tratamento com PCPA no LTE. Entretanto, parece que
as alteragOes nas reacdes defensivas avaliadas no LTE estdo restritas a
mudancas no contetdo de serotonina no cortex frontal, na amigdala e na
SCPD. Colocado dessa forma, nossos resultados com a administracéo de
PCPA corroboram com a hipdtese de Deakin e Graeff (1991) para o
papel dual da serotonina na ansiedade, pois o pré-tratamento com PCPA
deve ter alterado a concentracdo de serotonina em diversas &reas do
sistema nervoso central e ndo somente no cortex frontal, na amigdala e
na SCPD.

Outros dois pontos interessantes foram o prejuizo motor
observado no CA para os animais tratados com PCPA-+fluoxetina e a
maior laténcia, embora ndo significativa, para sair do braco aberto do
LTE dos animais pré-tratados com PCPA. Acreditamos que esses
resultados foram provenientes de um prejuizo motor residual do PCPA,
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embora nossos resultados ndo tenham demonstrado nenhuma alteracdo
significativa na atividade locomotora para os animais tratados com
PCPA no CA. A este respeito, ndo ha um consenso em relacdo aos
efeitos do tratamento com PCPA na atividade locomotora. Diferentes
trabalhos das décadas de 60 e 70 demonstraram que a atividade
locomotora espontdnea pode aumentar, diminuir, ou ainda ndo sofrer
qualquer alteracdo ap6s o tratamento com PCPA. Na metade dos anos
90, Dringenberg e colaboradores (1995) demonstraram que o tratamento
com PCPA (150, 500 e 1000 mg/Kg, 2 dias) reduziu significativamente,
e de maneira dose dependente, a atividade locomotora no CA em ratos.
Recentemente, Tejada e colaboradores (2011) demonstraram que a
administracdo intraperitoneal de PCPA (300 mg/Kg, 2 dias) reduziu
significativamente a atividade locomotora de rolas (Streptopelia
risoria), estendendo os efeitos prejudiciais do PCPA na locomocgéo para
outras espécies de animais.

Em resumo, nossos resultados indicam que o sistema
serotonérgico parece exercer um papel importante no efeito do tipo
ansiolitico produzido pelo UFP-101, pois o pré-tratamento com PCPA,
um inibidor da sintese de serotonina, preveniu esse efeito e a
administracdo de UFP-101 intra NDR, que contém grandes quantidades
de corpos celulares de neurbnios serotonérgicos, também apresentou o
mesmo efeito do tipo ansiolitico da injecdo no ventriculo lateral no LTE.

Por fim, resolvemos investigar o envolvimento dos neurdnios
noradrenérgicos do LC no efeito do tipo ansiolitico da administracdo no
ventriculo lateral de UFP-101, uma vez que este nlcleo esta implicado
nas respostas ao estresse e ansiedade (Berridge e Waterhouse, 2003;
Bremner et al., 1996 a,b). O envolvimento do LC na ansiedade foi
primeiramente sugerido por Redmond e colaboradores (1976), ao
observar que a estimulacéo elétrica deste nicleo em macacos resultava
no aparecimento de determinados comportamentos similares aos
observados em situa¢Oes de medo ou ameaga. Desde entdo, estudos pré-
clinicos e clinicos tém suportado o envolvimento do sistema
noradrenérgico (LC) nas respostas de medo, ansiedade e/ou estresse.

No sistema nervoso central os corpos celulares dos neurdnios
noradrenérgicos se limitam a pequenos agrupamentos na ponte e no
bulbo (grupos A1-A7). O LC (grupo A6) é o maior nlcleo
noradrenérgico e projeta axonios ascendentes para o talamo, o
hipotalamo, o sistema limbico (principalmente para a amigdala e o
hipocampo) e para todo o cortex cerebral (Aston-Jones et al., 1985). O
LC estd implicado em uma variedade de funges fisioldgicas além das
respostas ao estresse e ansiedade, incluindo o ciclo sono-vigilia, atencéo
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e alerta e processos cognitivos (Berridge e Waterhouse, 2003; Bremner
etal., 1996 a,b).

Animais de laboratdrio quando expostos a estimulos aversivos
ou estressantes, como 0 estresse de imobilizacdo, apresentam um
aumento na taxa de renovacdo da noradrenalina no LC, no cortex, no
hipocampo, no hipotalamo e na amigdala (Bremner et al., 1996a).
Tanaka e colaboradores (2000) sugerem que 0 mecanismo basico de
acdo das drogas ansioliticas que atuam no complexo receptor
GABAA/benzodiazepinico, como o diazepam, pode ser a atenuacdo na
liberacdo aumentada de noradrenalina no hipotalamo, amigdala e LC,
em animais expostos a estimulos aversivos. A exposi¢cdo a estimulos
aversivos também promove um aumento na expressdo de c-Fos em
ndcleos noradrenérgicos do tronco cerebral e um aumento na atividade
de disparo dos neurénios do LC (Pezzone et al., 1993). Além disso, as
respostas ansiogénicas observadas em roedores ap0s a retirada de drogas
de abuso, como a cocaina e a morfina, é bloqueada pela administracdo
de antagonistas B-adrenérgicos, como propranolol e atenonol (Harris e
Aston-Jones, 1993).

Evidéncias clinicas suportam a hipotese que o LC estad
envolvido nas respostas relacionadas a ansiedade, e.g., pacientes que
sofrem de distlrbio do panico ou de disturbio de estresse pds-traumatico
apresentam alivio nos sintomas da doenga ap6s receberem clonidina
(agonista a2-adrenérgico, e que suprime a atividade de disparo dos
neurbnios do LC) (Bremner et al., 1996b; Boehnlein e Kinzie, 2007).
Por outro lado, pacientes que receberam ioimbina (antagonista o2-
adrenérgico, e que blogueia a acdo da noradrenalina nos auto-receptores
inibitorios do LC) tiveram os sintomas da doenca exacerbados (Bremner
et al., 1996b).

Em relacdo ao sistema N/OFQ-receptor NOP e as vias
noradrenérgicas  enddgenas, alguns  resultados  experimentais
demonstraram que o LC apresenta altos niveis de expressdo do receptor
NOP e do RNAm do receptor NOP (Anton et al., 1996; Florin et al.,
2000; Fukuda et al., 1994). Agonistas do receptor NOP diminuem a
atividade elétrica de neurdnios noradrenérgicos localizados no LC
(Connor et al., 1996; 1999) e a liberacdo de noradrenalina no cortex
cerebral de roedores in vitro (Marti et al., 2003; Schlicker et al., 1998;
Siniscalchi et al., 2002). Estudos in vivo demonstraram que a ativacdo
do receptor NOP no LC reduz a liberacdo de noradrenalina no cortex
pré-frontal de ratos (Okawa et al., 2001). Além disso, a liberacdo basal
de noradrenalina na amigdala basolateral estd sob controle inibitério
tonico da N/OFQ (quando injetada neste nicleo, Kawahara et al., 2004).
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Roozendaal e colaboradores (2007) demonstraram que o sistema
N/OFQ-receptor NOP interage com mecanismos noradrenérgicos no
ndcleo basolateral da amigdala na consolidagdo da memédria de uma
tarefa de esquiva inibitoria em ratos.

Apesar de boa parte desses resultados indicar a possibilidade de
agonistas NOP, e ndo antagonistas, modularem as vias noradrenérgicas
enddgenas como um dos mecanismos responsaveis pelo efeito do tipo
ansiolitico desses ligantes, resolvemos investigar o papel dos neur6nios
noradrenérgicos do LC no efeito do tipo ansiolitico da administracéo de
UFP-101 no ventriculo lateral, pois trabalhamos com a hipdtese de um
fragmento C- terminal do UFP-101 atuar como agonista NOP. Para isso,
ratos Sprague-Dawley foram tratados no ventriculo lateral com UFP-
101 (0,3 e 1 nmol) e a atividade elétrica dos neurdnios noradrenérgicos
do LC foi registrada. As doses de UFP-101 utilizadas nesse experimento
foram escolhidas a partir de uma curva dose-resposta realizada no TEE.
O TEE, além de permitir a avaliacdo do efeito da administracdo no
ventriculo lateral de UFP-101 em outro teste de ansiedade, também
serviu para avaliar o efeito de doses menores (0,1 e 0,3 nmol) que as
utilizadas no LTE de UFP-101.

Em condigdes naturais e em laboratdrio, ratos e camundongos
espontaneamente utilizam material de forragem para cobrir uma fonte de
estimulo aversivo, como um objeto com o odor do predador ou um
objeto eletrificado. A administracdo de farmacos com atividade
ansiolitica ou antidepressiva, como o diazepam e a fluoxetina, reduzem
esse comportamento (para revisdo ver De Boer e Koolhaas, 2003).

Os roedores também utilizam material de forragem para cobrir
objetos inofensivos, e.g., pellets de racdo ou esferas de vidro; sendo
questionada a natureza defensiva de tal comportamento. A esse respeito,
alguns pesquisadores sugerem que no TEE as esferas de vidro podem
pertencer a categoria de medo inato a estimulos aversivos em virtude da
sua “novidade”; e a emissdo do comportamento de esconder as esferas
pode ser vista como uma resposta apropriada, pois elimina a fonte de
estimulo aversivo. Alternativamente, outros estudos sugerem que 0
comportamento de esconder esferas ndo é necessariamente estimulado
pela “novidade”, mas estd associado ao comportamento de escavar
repetidamente e reflete mais um comportamento do tipo obsessivo-
compulsivo (Broekkamp et al., 1986; Njung’e e Handley, 1991; Thomas
et al., 2009).

Entretanto, enquanto a natureza defensiva do comportamento de
esconder esferas é ainda ativamente debatida, o TEE tem sido utilizado
para 0 screening de compostos ansioliticos. Realmente, o tratamento
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agudo com farmacos ansioliticos em uso na clinica tais como o
diazepam, buspirona e os antidepressivos como os ISRS, os inibidores
da recaptacdo de serotonina e noradrenalina e os triciclicos reduziram o
namero de esferas escondidas (Borsini et al., 2002; Hayashi et al., 2010;
Nicolas et al., 2006; Njung’e e Handley, 1991). Entretanto, os resultados
encontrados com o tratamento crénico com os antidepressivos triciclicos
sdo inconsistentes, com uma diminuicdo no numero de esferas
escondidas ou nenhuma alteracéo. De qualquer maneira o TEE é um dos
poucos modelos de transtornos de ansiedade que sdo sensiveis a maioria
dos antidepressivos (Borsini et al., 2002).

Nossos resultados no TEE demonstraram que o UFP-101, nas
doses de 0,3, 1 e 3 nmol, reduziu significativamente o nimero de esferas
escondidas, indicando um efeito do tipo ansiolitico e confirmando nossa
observacdo anterior no LTE. Gavioli e colaboradores (2007)
demonstraram que o numero de esferas escondidas ndo foi alterado
significativamente em camundongos NOP” quando comparados a
camundongos NOP*"*. Por outro lado, Nicolas e colaboradores (2006)
demonstraram que a administracdo intraperitoneal do agonista néo-
peptidico NOP Ro064-6198 1 mg/Kg em camundongos reduziu
significativamente o numero de esferas escondidas. Dessa forma, o
perfil de resposta encontrado no TEE apds o tratamento com UFP-101
foi semelhante ao do agonista NOP Ro064-6198, contribuindo para a
hip6tese de um metabdlito da degradacdo enzimatica do UFP-101 atuar
como agonista NOP.

Entretanto, as doses maiores de UFP-101 (1 e 3 nmol)
reduziram significativamente a distancia total percorrida no CA. Como
visto anteriormente, diferentes estudos demonstraram que o bloqueio
farmacoldgico ou a delecdo génica do receptor NOP ndo afeta a
locomoc&o esponténea de roedores (Calo’ et al., 2002 e 2005; Gavioli et
al., 2003 e 2007; Nischi et al., 1997). Nossos resultados com ratos
Wistar também ndo demonstraram nenhuma diferenga significativa no
CA ap0s o tratamento com essas doses de UFP-101. Além disso, no
teste do CA nenhuma diferenga significativa foi encontrada entre as
linhagens de ratos Wistar e Sprague-Dawley (McDermott e Kelly, 2008;
Tejani-Butt et al., 2003). Dessa forma, 0os motivos para esse prejuizo na
atividade locomotora nao séo claros e precisam ser mais bem estudados.

Em relacdo a atividade elétrica dos neurbnios do LC, nossos
resultados demonstraram que apos a administracdo de UFP-101 (0,3 e 1
nmol) a taxa de disparo dos neurdnios do LC foi inibida, indicando a
possibilidade do UFP-101 modular a atividade elétrica dos neurdnios
noradrenérgicos do LC como um dos mecanismos responsaveis pelo
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efeito do tipo ansiolitico, pois farmacos com atividade ansiolitica tais
como os benzodiazepinicos (Grant et al., 1980) e os antidepressivos
(tratamento agudo e crdnico; Berroscoso e Micd, 2007; Grant e Weiss,
2001; West et al., 2009) diminuem a taxa de disparo dos neurbnios do
LC. Entretanto, estes dados contrariam os estudos in vitro de Gavioli e
colaboradores (2004) que demonstraram que a N/OFQ hiperpolariza os
neurdnios do LC, da mesma forma que a Met-encefalina e 0 UK-14304,
um agonista ap adrenérgico, enquanto 0 UFP-101 ndo apresenta efeito
per se, mas reduz o efeito hiperpolarizante promovido pela N/OFQ.

No entanto, a inibicdo na taxa de disparo dos neurénios do LC,
encontrada apds a administracdo de UFP-101 (0,3 e 1 nmol), foi
prevenida pelo tratamento endovenoso com naloxona, embora o efeito
do tipo ansiolitico do UFP-101 0,3 nmol no TEE néo foi prevenido com
0 pré-tratamento com Naloxona 1 mg/Kg. A Naloxona 1 mg/Kg néo
alterou per se o indice de ansiedade avaliado no TEE e a atividade
elétrica dos neur6nios do LC, corroborando com dados da literatura
(Berroscoso e Mico, 2007; Britton e Southerland, 2001).

A atividade elétrica dos neurdnios noradrenérgicos do LC
também pode ser regulada por receptores p-opiodes, e a ativacado desses
receptores promove uma reducao progressiva na taxa de disparo desses
neurbnios (Egan et al., 1983). Nossos resultados do teste de
padronizagdo da técnica de registro dos neurdnios do LC com Morfina
(150 - 4800 pg/Kg; Apéndice IIT) mostram justamente isso. Diferentes
estimulos podem alterar a atividade elétrica dos neurdnios do LC, e.g.,
hipotensdo, distensdo da bexiga e pressdo da pata traseira de um rato
podem promover um aumento na taxa de disparo dos neurénios do LC
(Stanford, 1995). Entretanto, um efeito secundario na atividade elétrica
dos neurdnios do LC proveniente de uma alteracdo na pressdo arterial
pode ser descartado, pois nossos resultados demonstraram que a
administracdo no ventriculo lateral de UFP-101 ndo alterou
significativamente a pressao arterial durante o registro dos potenciais de
acdo do LC, corroborando com dados prévios da literatura (Buermeister
e Kapusta, 2007).

Desta forma, nossos resultados indicam que a inibi¢do na taxa
de disparo dos neurdnios do LC promovida pelo UFP-101 ocorre via
receptores opioidérgicos e que a modulacdo na atividade elétrica dos
neurdnios noradrenérgicos do LC ndo deve ser um dos mecanismos
responsaveis pelo efeito do tipo ansiolitico do UFP-101 (nossos
resultados no TEE com Naloxona+UFP-101 contribuem para essa
conclusdo). Parte desses resultados corrobora com outros achados de
Gavioli e colaboradores (2004) que haviam demonstrado que o pré-



Tese de Doutorado — FMC — UFSC Marcelo Duzzioni 94

tratamento com N-(2-cloroetil)-N-etil-2-bromobenzilamina (DSP-4; 50
mg/kg, I.P.), substancia neurotoxica para os neurénios noradrenérgicos,
ndo preveniu o efeito do tipo antidepressivo do UFP-101 em
camundongos no teste de natacdo forcada, descartando o envolvimento
do sistema noradrenérgico no efeito do tipo antidepressivo do UFP-101.
O UFP-101 pode atuar em outros processos comportamentais e
fisioldgicos modulados pelo LC, diferentes dos relacionados com medo
e ansiedade, como o ciclo sono-vigilia, atengdo e alerta, além da dor
(Berridge e Waterhouse, 2003; Berroscoso e Mico, 2007; Bremner et al.,
1996 a,b), e que merecem ser estudados.

Por outro lado, esses resultados indiretamente corroboram a
hipétese de um fragmento C-terminal do UFP-101 ser o responsavel
pelo seu efeito, como observado anteriormente com a prevengdo do
efeito do tipo ansiolitico do UFP-101 no LTE com bestatina. Ainda, os
resultados estimulam a discussdo do(s) metabolito(s) atuar(em) em
outros receptores que ndo o NOP, nesse caso 0s receptores opioidérgicos
cléssicos.
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6. CONCLUSOES

» Nossos resultados mostram, pela primeira vez, que a
administracdo central de UFP-101, caracterizado até entdo
como antagonista peptidico competitivo do receptor NOP,
apresenta um efeito do tipo ansiolitico em dois testes de
ansiedade — o labirinto em T elevado e o teste de esconder
esferas;

» Os efeitos comportamentais produzidos pela administracdo no
ventriculo lateral de UFP-101 no labirinto em T elevado parece
ser proveniente de um fragmento C-terminal da degradagéo
enzimatica do peptideo e ocorre via receptor NOP, pois um
inibidor de aminopeptidase N (bestatina) e o agonista endégeno
do receptor NOP (N/OFQ) preveniram, respectivamente, o
efeito do tipo ansiolitico do peptideo observado neste
paradigma experimental;

» Nossos resultados indicam que o sistema serotonérgico, mas
ndo o noradrenérgico, parece exercer um papel importante no
efeito do tipo ansiolitico produzido pelo UFP-101. Além disso,
sugerem que um fragmento C-terminal da degradagéo
enzimatica do peptideo pode atuar como agonista NOP e em
receptores opioidérgicos.
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8. APENDICE
Apéndice |
A) 300 *
= 3 Salina (n=12)
S = E3 Fluoxetina 10 mg/Kg (n=10)
(o = = Fluoxetina 15 mg/Kg (n=11)
T o = B3 Fluoxetina 20 mg/Kg (n=10)
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Figura | — Efeito do tratamento intraperitoneal agudo de Fluoxetina (10, 15 e
20,0 mg/Kg) nas laténcias para sair dos bragos fechado (A) e aberto (B) do
labirinto em T elevado. Dados representados como média + S.E.M. As laténcias
para sair do braco fechado (Linha de Base, Esquiva 1-2) e de um dos bragos
abertos (Fuga 1-3) do labirinto em T elevado foram medidas seqliencialmente
em intervalos de 30 s, comegando 30 min ap6s o tratamento. Vinte e quatro
horas antes do teste, todos os animais foram expostos a um dos bragos abertos
por 30 min. * P < 0,05, ** P < 0,01 vs. Salina (ANOVA de medidas repetidas
seguida pelo teste de Duncan).
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Tabela I — NUmero de cruzamentos e comportamentos de levantar avaliados no
teste do campo aberto. Os valores representam a média + E.P.M..

Drogas (mg/Kg)

Ndmero
N  Cruzamentos Levantar
Salina 12 71,17 £6,60 14,08 £1,65
Fluoxetina (10) 10 74,30+7,98 10,90 +1,92
Fluoxetina (15) 11 59,09 + 8,84 10,09 £ 2,59
Fluoxetina (20) 10 68,00 +8,41 10,20 £ 2,53

Os animais, imediatamente ap6s sairem do labirinto em T elevado, foram
avaliados durante 5 min no teste do campo aberto. ANOVA de medidas

repetidas.
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Apéndice Il
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Figura Il — Efeito da administracdo endovenosa de Clonidina (0,3125 — 10,00
ng/Kg) na pressdo arterial (A) e na taxa de disparo dos neurdnios do loco
certleo (B) in vivo. A administragdo endovenosa de Idazoxano (100 pg/Kg)
bloqueia o efeito da Clonidina.
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Figura 111 — Curva dose-resposta mostrando o efeito inibitério da administragéo
endovenosa de Clonidina (0,3125 — 10,00 pg/Kg) na taxa de disparo dos
neurdnios loco certleo. O simbolo (¢) representa a média + E.P.M. da
porcentagem de diminuicéo da taxa de disparo em relagdo a frequiéncia basal. A
linha é uma curva tebrica construida por regressdo ndo-linear (para mais
detalhes ver item 3.8). Note que o eixo horizontal est4d em escala logaritmica.
ECs=4,9 ng/Kg. N=6.
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Apéndice IlI
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Figura IV — Efeito da administragdo endovenosa de Morfina (150 - 4800
ng/Kg) na pressdo arterial (A) e na taxa de disparo dos neurdnios do loco
certleo (B) in vivo. A administragio endovenosa de Naloxona (1000 pg/Kg)
bloqueia o efeito da Morfina.
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Figura V - Curva dose-resposta mostrando o efeito inibitorio da administragéo
endovenosa de Morfina (150 — 4800 pg/Kg) na taxa de disparo dos neur6nios
do loco certleo. O simbolo (¢) representa a média + E.P.M. da porcentagem de
diminuicdo da taxa de disparo em relacdo a freqiiéncia basal. A linha é uma
curva tedrica construida por regressdo ndo-linear (para mais detalhes ver item
3.8). Note que o eixo horizontal estd em escala logaritmica. ECsy = 1317,5
pg/Kg. N=7.
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Apéndice IV

Tabela Il — Efeitos da administracdo de N/OFQ (agonista do receptor NOP) e de UFP-101 (antagonista peptidico competitivo do
receptor NOP) em diferentes locais do sistema nervoso central e em diferentes testes de ansiedade em roedores.

Droga Local de Injecdo  Espécie Animal Teste Comportamental Efeito Referéncias
(dose em nmol)
N/OFQ V.L. C (MORO) Caixa claro-escuro (0,3 e 1) - Jenck et al., 1997.
V.L. C (MORO) Conflito operante (3) - Jenck et al., 1997.
V.L. R (Wistar) LCE (0,03, 0,1 e 0,3) - Jenck et al., 1997.
V.L. C (Swiss) LCE (0,01) - Gavioli et al., 2002.
V.L. C (ICR) Placa perfurada (0,01) - Kamei et al., 2004.
V.L R (Long-Evans) CA(0,01,0,1e1) + Fernadez et al., 2004.
V.L R (Long-Evans) LCE (1) + Fernadez et al., 2004.
V.L. R (Long-Evans) Caixa claro-escuro (0,1 e 1) + Fernadez et al., 2004.
V.L. R (Long-Evans) CA (0,01,0,1e1) + Green et al., 2007.
Amigdala R (Long-Evans) CA(01e1l) + Green et al., 2007.
BNST R (Long-Evans) CA (D) 1 Green et al., 2007.
V.L. C (ICR) Placa perfurada (5) + Kamei et al., 2004.
UFP-101 V.L. R (Wistar) LCE (10) 0 Vitale et al., 2006.
Esconder defensivo 0 Vitale et al., 2006.
condicionado (10)
H.D. C (C57BL/6N) Caixa claro-escuro (1 e 3) 0 Goeldner et al., 2010.
AbreviacOes: 0 = sem efeito; - = efeito do tipo ansiolitico; + = efeito do tipo ansiogénico; BNST = ntcleo do leito da estria

terminal, do inglés bed nucleus of stria terminalis; C = camundongo; CA = campo aberto; H.D. = hipocampo dorsal; LCE =
labirinto em cruz elevado; R = rato; V.L. = ventriculo lateral.



