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RESUMO

A galanina (GAL) é um peptideo presente no SNC de varios mamiferos,
inclusive do homem. Foram clonados 3 receptores diferentes para a GAL,
GALR1 e GALRS, inibitorios, e GALR2, excitatorio. A distribuicdo da GAL em
estruturas envolvidas com o controle das emocgbes, assim como estudos
comportamentais sugerem que a GAL esteja envolvida na neurobiologia da
ansiedade. O seu efeito parece depender tanto do sitio de administracdo
quanto do subtipo de receptor envolvido. O nucleo dorsal da rafe (NDR)
destaca-se pela presengca de neurbnios serotoninérgicos, importantes para
mediar o efeito antidepressivo de diversos farmacos. Cerca de 40 % dos
neurénios do NDR co-expressam serotonina (5-HT) e GAL. A ativacao de
GALRL1 pelo peptideo nessa estrutura diminui a taxa de disparo dos neur6nios
serotoninérgicos no NDR. Resultado prévio do nosso laboratério mostrou efeito
ansiolitico da GAL intra-NDR de ratos expostos ao Labirinto em T elevado
(LTE), mas nenhum efeito na fuga, relacionada ao panico. Uma das limitacdes
do modelo utilizado é que a fuga (laténcia para deixar o braco aberto)
normalmente ocorre em poucos segundos, de forma que detectar o efeito
panicogénico (menor laténcia de fuga) pode ser dificil. Dessa forma, um dos
objetivos do presente estudo foi investigar o efeito da GAL intra-NDR de ratos
em outro modelo experimental de péanico, a estimulacdo elétrica da matéria
cinzenta periaquedutal dorsal (MCPD), mais sensivel a deteccdo do efeito
panicogénico. Além disso, considerando a existéncia de diferentes subtipos de
receptores galaninérgicos (GALR1 e GALR2) no NDR com mecanismos de
transducdo opostos, inibitério e excitatorio, respectivamente, é possivel que a
ativacdo de receptores GALR1 seja responsavel por mediar o efeito
ansiolitico/panicogénico, enquanto a ativacdo dos receptores GALR2 induza
efeito ansiogénico/panicolitico. Nesse sentido, testamos essa hip6tese usando
um agonista seletivo para GALR1 (M617) e um agonista seletivo para GALR2
(AR-M1896) no NDR de ratos expostos ao LTE. A administragdo de M617 intra-
NDR facilitou a esquiva inibitéria nas doses de 1,0 e 3,0 nmoles, sugerindo um
efeito tipo-ansiogénico, enquanto a administracdo do AR-M1896 intra-NDR na
dose de 3,0nmoles prejudicou a esquiva inibitoria, sugerindo um efeito tipo-

ansiolitico, ambos sem alterar a atividade locomotora dos animais testados no



campo aberto. Esses resultados séo contrarios a hipotese inicial. Também néo
foi observado efeito dessas drogas no comportamento de fuga do LTE.
Posteriormente, foi testado o WAY100635 com o objetivo de verificar se a
administracdo prévia deste antagonista 5-HTin seria capaz de bloguear os
efeitos observados com o agonista GALR2 nos animais submetidos ao LTE. O
efeito ansiolitico do AR-M1896 foi atenuado pela administracdo prévia do
WAY100635, na dose de 0,18nmol. Portanto esses resultados sugerem uma
relacdo entre o efeito observado com o AR-M1896, a liberacdo de 5-HT e a
ativacdo de receptores 5-HTi1a E finalmente, a GAL, na dose de 0,3nmol,
aumentou de modo significativo, mas discreto, os limiares de salto e trote dos
animais submetidos a estimulacdo elétrica da MCPD, sugerindo efeito
panicolitico. Os resultados, como um todo, apontam que a GAL no NDR
participa da mediacéo de respostas comportamentais relacionadas a ansiedade
e, de forma menos evidente, ao Transtorno de Péanico. Os resultados mostram,
ainda, que o efeito da GAL na ansiedade nesse subnucleo depende do subtipo

de receptor galaninérgico ativado.

Palavras-chave: Galanina, LTE, NDR, GALR1, GALR2, Ansiedade



ABSTRACT

Galanin (GAL) is a peptide present in the CNS of various mammals, including
human being. Three different receptors have been cloned for the GAL, GALR1
and GALRS3, inhibitory, and GALR2, excitatory. The distribution of GAL in
structures involved in the control of emotions, and behavior studies suggest that
GAL may be involved in the neurobiology of anxiety. The effect seems to
depend on both the GAL administration site as involved receptor subtype. The
dorsal raphe nucleus (DRN) is distinguished by the presence of serotonergic
neurons, important to mediate the antidepressant effect of several drugs. About
40% of the neurons of the DRN co-expressing serotonin and GAL. The
activation of GALRL1 in this structure decreases the firing rate of serotonergic
neurons in the DRN. Previous results from our laboratory showed anxiolytic
effect of GAL intra-DRN in rats exposed to the elevated T maze (ETM), but no
effect on the escape, related to panic. One of the limitations of this model is that
the escape (latency to leave the open arm) usually occurs within a few seconds,
so that detect panicogenic effect (low latency escape) can be difficult. Thus, one
aim of this study was to investigate the effect of intra-DRN rat GAL in another
experimental model of panic, electrical stimulation of the dorsal periagueductal
gray matter (DPAG), more sensitive to detect panicogenic effect. Furthermore,
given the existence of different subtypes of galaninergic receptors (GALR1 and
GALRZ2) in the DRN with opposite transduction mechanisms, inhibitory and
excitatory, respectively, it is possible that activation of GALR1 receptors is
responsible for mediating the anxiolytic/panicogenic effect while activation of
GALR2 receptors induces anxiogenic/panicolytic effect. Accordingly, we tested
this hypothesis using a selective agonist for GALR1 (M617) and a selective
agonist for GALR2 (AR-M1896) in the DRN in rats exposed to ETM. The
administration of M617 1.0 and 3.0 nmol in the DRN facilitated inhibitory
avoidance, suggesting an anxiogenic-like effect., while administration of AR-
M1896 3,0nmoles in the DRN impaired the inhibitory avoidance, suggesting an
anxiolytic-like effect, both without changing locomotor activity of animals tested
in the open field. Also there was no effect of these drugs on the ETM escape
behavior. Later, the pre-treatment with WAY100635 was tested in order to verify

that administration of a 5-HT14 antagonist would be able to block the effects



seen with GALR2 agonist in animals exposed to ETM. The anxiolytic effect of
AR-M1896 was attenuated by the prior administration of WAY100635 at a dose
of 0,18nmol. Therefore these results suggest a relationship between the
observed effect with the AR-M1896, the release of 5-HT and activation of 5-
HT1A receptors. And finally, the GAL 0,3nmol intra-DRN increased significantly
the jumpping and trotting thresholds of animals submitted to electrical
stimulation of the DPAG, suggesting a panicolytic effect. Together, the results
show that the GAL in the DRN participates in the mediation of behavioral
responses related to anxiety and, less clearly, to Panic Disorder. The results
also shows that effect of GAL on anxiety depends galaninergic subtype receptor
activated.

Keywords: Galanin, T-maze, DRN, GALR1, GALR2, Anxiety



LISTA DE FIGURAS
Figura 1 - Distribuicdo dos principais grupos de células imunorreativas para GAL no
SNC B FALOS ... 22
Figura 2 - Localizagdo do RNAmM para GALR1 € GALR2 ..., 24

Figura 3 - Vias de sinalizagéo para os trés subtipos de receptores descritos para a

[ T PP P PP PPPTPPPPRPPPPPPRPN 25
Figura 4 - Aparato utilizado para os testes do labirinto em t elevado (LTE)................ 40
Figura 5 - Aparato utilizado para os testes do campo aberto (CA) ........ccoeeveeeeeeeeennn. 42

Figura 6 - Arena utilizada na estimulagéo elétrica da matéria cinzenta periaquedutal
dOrsal (MCPD) ... 45

Figura 7 - Fotomicrografia do sitio de injec&o no nucleo dorsal da rafe (NDR)........... 48

Figura 8 - Fotomicrografia do sitio de estimulacdo na matéria cinzenta periaquedutal
dOrsal (MCPD) ... 48

Figura 9 - Representacdo esqueméatica mostrando os sitios de injecdo no NDR ....... 49

Figura 10 - Representacdo esquematica mostrando os sitios de estimulacéo na

Figura 11 - Resultados para o M617, intra-NDR, de ratos testados no LTE............... 52
Figura 12 - Resultados para o AR-M1896, intra-NDR, de ratos testados no LTE........ 54
Figura 13 - Resultados para o pré-tratamento, intra-NDR, com o0 WAY100635, sobre

a injecdo do AR-M1896 no NDR de ratos submetidos ao LTE..........cccccvvvvvvvvviiinnnnnnnn. 57

Figura 14 - Resultados para a salina, intra-NDR, de ratos submetidos a estimulacédo
ElEtrica da MCPD ... 59

Figura 15 - Desenho esquematico sobre a hipétese da formacédo de complexos
heterorreceptores GALRL/GALR2/5-HT 1a -t eeeiiieiiiiiaae e e 63

Figura 16 - Desenho esquematico sobre a hipétese da liberacéo de 5-HT via

regulagcéo da neurotransmissao gabaérgica por parte dos receptores GALR1 e

Figura 17 - Desenho esquematico sobre a hipétese da ativacéo de receptores GALR1

pré-sinapticos nos interneurdnios gabaérgiCOS .........ovvieeeiiieeiiiiiiie e eeeeeie e e e e 68



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

5-HT - Serotonina

ACe — Amigdala central

ACTH - Horménio adrenocorticotréfico
ADT- Antidepressivos triciclicos

BA — Braco aberto

BDZ — Benzodiazepinico

BF — Brago fechado

BSTL — Nucleo do leito da estria
terminal

CA - Campo aberto

CRH — Hormonio liberador de
corticotropina

DSM-V — Manual de diagnéstico e
estatistica dos transtornos mentais (52
ed.; Associacao Psiquiatrica
Americana, 2013)

GABA - Acido amino-gama-butirico

GAL - Galanina
NDR — Nucleo dorsal da rafe

SNC - Sistema nervoso central

TAG - Transtorno de ansiedade generalizada

TP — Transtorno de panico

GALR1 - Receptor para GAL tipo 1
GALR2 - Receptor para GAL tipo 2
GALR3 - Receptor para GAL tipo 3
HPA - Hipotalamo-hipofise-adrenal
i.c — intracerebral

lso— Intensidade mediana

i.c.v — Intracerebroventricular

i.p - intraperitoneal

LC - Locus coeruleus

LCE - Labirinto em cruz elevado
LTE — Labirinto em T elevado

MCP — Matéria cinzenta periaquedutal

MCPdI - Matéria cinzenta
periaguedutal dorsolateral

MCPD — Matéria cinzenta
periaquedutal dorsal



SUMARIO

1. INTRODUGAO ...ttt ettt n e e et e et et e etestn e 16
1.1 ANSIEDADE ... e e eaaae 16
1.2 MODELOS ANIMAIS DE ANSIEDADE ........coiiiiiiiiiiiiie e 19

1.2.1 Labirinto em T EIeVado (LTE) ....ccuvviiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee et 20

1.2.2 Estimulacdo Elétrica da MCPD ............oooiiiiiiiiiiiiieiiee e 21
1.3 G AL ANIN A L ettt e a e aaee 22
1.4  GALANINA E ANSIEDADE ... ..o 27
1.5 GALANINA E O NDR ..ot ettt e et eeea e aeees 31
T 1= B 1 = =S 34
2. OBUIETIVOS .o e et e et aeeaaans 36
2.1 OBJIETIVO GERAL ..ottt et e et eeaans 36
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS.....ciiiiiieiiieieietee et 36
3. MATERIAL E METODOS ..ottt sve e 37
Bl ANIMAILS e e 37
3.2 DRO G AS e 37
3.3 IMPLANTACAO DA CANULA-GUIA E DO ELETRODO.......c.coevveeieererannne. 37
3.4  INJECAO E HISTOLOGIA .....co ittt 38
3.5 TESTES COMPORTAMENTAIS. ..ottt 39

3.5.1 Labirinto em T EIeVAadO (LTE) ......uuuuiuiriiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiniinnnensnennnnnnneenennes 39

3.5.2 CampPO ADEIMO (CA) ..uiiiiiiiiiiiiiiieitiiiebiieiiib bbb nneanee 41

3.5.3 Estimulagao Elétrica da MCPD ............uuuiiiiiiiiiiiiiiiee e 42



3.6 GRUPOS EXPERIMENTAIS E PROCEDIMENTOS ... 45
3.6.1 EXPERIMENTO 1 - Efeito do M617 intra-NDR, nas doses de 0,3; 1,0 e 3,0

nmol/0,2 pL, 20 minutos apos a injecao, em ratos submetidos ao LTE................... 45
3.6.2 EXPERIMENTO 2 - Efeito do AR-M1896 intra-NDR, nas doses de 0,3; 1,0 e
3,0 nmol/0,2 uL, 20 minutos apoés a inje¢cdo, em ratos submetidos ao LTE ............. 46

3.6.3 EXPERIMENTO 3 - Efeito do pré-tratamento, intra-NDR, com o0 WAY 100635,
na dose de 0,18 nmol/0,2 L, sobre a injecdo do agonista GALR2 no NDR de ratos
ES10] o] g a1 1o [0 RS3X= To TN I I S 46
3.6.4 EXPERIMENTO 4 - Efeito da GAL, intra-NDR, na dose de 0,3 nmol/0,2 pL,
10 minutos apds a injecao, em ratos submetidos a estimulacao elétrica da MCPD 46

3.7  ANALISE ESTATISTICA ..ottt 46
4. RESULTADOS .ottt e et e et e e e e tbn e e e e et e aaees 48
R T q o T=T 14 0= o | o I PP P PP PPPPPPPPPPPP 51
4.2 EXPEIIMENTO 2 .oiiiiiiiiiiiiiiiiiiee ettt ettt ettt e ettt ettt et e e et e e e e e e e e e eeeeeeees 53
4.3 EXPEIIMENTO 3 ..iiiiiiiiiiiiiiiiiiii ettt ettt ettt et et et e e e e e et e e e e eeeeees 55
4.4 EXPEIIMENTO 4 oottt ettt ettt ettt et e e et et e e e et e e e e eeeeees 58
5. DISCUSSAO ...ttt sttt sttt se et seesene s seesese s eeerenes 60
B.  CONCLUSAOD ..ottt ettt ettt ettt ee et ee e 70

7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ..ottt eeiaaaa 71



16

1. INTRODUCAO

1.1 ANSIEDADE

Em 1880, o psiquiatra norte-americano George Miller chamou de neurastenia
muitos dos atuais transtornos de ansiedade. Ainda no século XIX, as fobias
passaram a ser consideradas como condi¢cdo médica. Estudos realizados no
inicio do século XX mostraram que ha relacéo direta entre nivel de ansiedade e
o desempenho em tarefas intelectuais. Entretanto, a partir de certo ponto,
observa-se comprometimento do desempenho devido a niveis muito elevados
de ansiedade, o que representa um fenbmeno de méa adaptacao. Acredita-se
que quando a ansiedade perde sua funcdo adaptativa original, passando a
prejudicar o individuo, ela pode ser considerada como patologia funcional em si
(DRACTU& LADER, 1993).

Motivo de discussdes para filésofos e pensadores desde a antiguidade, a
ansiedade é ha muito tempo tema de estudo para a humanidade. Teve grande
importancia nos estudos de psiquiatria realizados por Sigmund Freud e chega
aos dias de hoje com critérios de diagnostico cada vez mais elaborados, porém
ndo seguramente definidos, dado o carater muito subjetivo desta patologia
(GRAEFF & GUIMARAES, 2012).

A ansiedade é entendida como uma mudanca de estado fisiol6gico, psicolégico
e comportamental devido a uma ameaca ao bem-estar ou a sobrevivéncia, que
ocorre em animais e humanos. A ansiedade prepara o individuo para o
enfrentamento de situagcdes ameacadoras. Faz-se necessario distinguir o
medo, que é definido como resposta a um objeto de ameaca proximo e real, da
ansiedade, a qual se caracteriza pela resposta a uma ameaga em potencial
(STEIMER, 2002).

Do ponto de vista fisiologico, a ansiedade € caracterizada por uma ativacao
autondmica e neuroenddcrina. Ocorre ativacdo do sistema simpatico, com o
aumento da frequéncia e da forca de contragdo do coracdo, que o individuo
muitas vezes descreve como palpitacdes, podendo apresentar ainda tremor e
sudorese. A respiracdo também fica prejudicada, com sensacéao de falta de ar.

Pode haver ativagdo parassimpatica também, com hipersecrecédo gastrica,
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levando até mesmo ao surgimento de patologias paralelas a ansiedade
(GRAEFF & GUIMARAES, 2012).

De modo geral, o quadro de ansiedade é fruto de situacdes estressantes que
acarretam alteracdes hormonais em consequéncia da ativacdo do eixo HPA
(hipotalamo-hipofise-adrenal). Neurénios do hipotalamo aumentam a secrecao
do hormonio liberador de corticotropina (CRH) que culmina no aumento dos
indices sanguineos de cortisol e demais corticéides produzidos pelas supra-
renais (GRAEFF, 2007).

A atual classificacdo dos Transtornos de Ansiedade que se encontra no Manual
de Diagnostico e Estatistica dos Transtornos Mentais (5% ed.; DSM-V;
Associagdo Psiquiatrica Americana, 2013), os Transtornos de Ansiedade estédo
agrupados de acordo com a semelhanca em relacdo as alteracdes
comportamentais. Dentre estes transtornos se destacam o Transtorno de
Panico (TP) e o Transtorno de Ansiedade Generalizada (TAG). Nesta edicao,
porém, os Transtornos Obsessivos Compulsivos foram separados em um
capitulo especifico, assim como os Transtornos Relacionados ao Estresse e

Traumas (Associacao Psiquiatrica Americana, 2013).

O TP é marcado por ataques de panico recorrentes e inesperados, gerando
preocupacao persistente no individuo. Entende-se por ataque de panico um
periodo de tempo definido, no qual h4 o inicio subito de um estado de
apreensdo intensa ou desconforto intenso, frequentemente associado com
sentimento de catastrofe iminente. Durante tais ataques sao observados
sintomas como falta de ar, palpitagées, dor ou desconforto toracico, asfixia ou
sufocacdo, bem como medo de perder o controle (GRAEFF & GUIMARAES,
2012).

O TAG é definido pelo DSM-V como um quadro clinico constituido por
ansiedade e preocupacdo excessivas, dificeis de serem controladas e que
ocorrem por mais de seis meses, acompanhadas de sintomas fisicos como
cansago excessivo, dificuldade de concentracéo, irritabilidade, tensédo muscular

e/ou disturbios do sono (Associacdo Psiquiatrica Americana, 2013).
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Embora no Brasil dados epidemiologicos sobre prevaléncia de transtornos de
ansiedade sejam escassos, um estudo recente sobre a saude mental da
populacdo de dois bairros da cidade de Sao Paulo verificou que 29,6% da
populacdo apresentou algum dos transtornos mentais descritos no DSM-IV
(anterior ao DSM-V), sendo que desses quase 50% relataram algum dos
transtornos de ansiedade listados no mesmo manual. Este estudo foi uma
iniciativa da Organizacdo Mundial de Saude (OMS), sendo que no Brasil a
pesquisa foi realizada em Sao Paulo onde a prevaléncia de transtornos mentais
foi a mais alta registrada em todas as &reas pesquisadas (ANDRADE et
al.,2012).

O tratamento farmacolégico dos transtornos de ansiedade envolve
primariamente alteragcbes na neurotransmissdo monoaminérgica ou na
GABAérgica. Entretanto, os farmacos disponiveis apresentam limitacGes
consideraveis relacionadas a tolerabilidade e eficacia em parte dos pacientes
(para revisdo HOLMES et al., 2003b; KOEN et al., 2011).

Assim, entre os farmacos ansioliticos mais comumente utilizados na clinica
destacam-se os benzodiazepinicos (BDZ) que atuam facilitando a acdo do
neurotransmissor inibitério o acido amino-gama-butirico (GABA). Séo indicados
no TAG e alguns deles no TP. Uma das vantagens dos BDZ é a inducao do
efeito ansiolitico agudamente. Porém, os farmacos dessa classe apresentam o
inconveniente de afetarem a atividade motora e funcdes cognitivas, conduzem
a tolerancia, sindrome de retirada, dependéncia fisica e psicolégica e
potencializacdo do efeito depressor do etanol e de outros depressores do
sistema nervoso central (SNC) (GRAEFF & GUIMARAES, 2012).

Uma alternativa ao uso dos BDZ sdo os farmacos ansioliticos que interferem na
neurotransmissao serotoninérgica, como as azaspironas. A mais estudada € a
buspirona, a qual apresenta consideravel afinidade por receptores D,, marcada
afinidade por receptores 5-HT;4 € promove uma sub-regulacdo de receptores
5-HT,a € 5-HT,c pés-sinapticos, o que possivelmente estaria envolvido com o
efeito ansiolitico desse farmaco. Esta classe de ansioliticos € utilizada como

agente terapéutico no TAG e néo apresenta os inconvenientes dos BZD, porém
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o efeito ansiolitico esperado aparece apenas uma a duas semanas ap0s 0 uso
continuado (GRAEFF & GUIMARAES, 2012).

Outra classe de farmacos amplamente utilizada nos transtornos de ansiedade é
a dos antidepressivos, destacando-se os triciclicos (ADT) e os inibidores
seletivos da recaptacdo de 5-HT (ISRSs). Estes ultimos figuram como agentes
terapéuticos de primeira escolha para o tratamento do TP, visto que estudos
controlados relataram efeitos colaterais menos acentuados que aqueles
observados para o0s agentes triciclicos. Neste caso o efeito ansiolitico
possivelmente também se deva a sub-regulacéo de receptores 5-HT,a € 5-HToc
pés-sinapticos. Os ADTs séo perigosos se utilizados em altas doses, interagem
com barbitlricos e apresentam efeitos adversos acentuados. J4 os ISRSs
apresentam meias-vidas prolongadas, sdo relativamente seguros, mas sao
potentes inibidores de enzimas hepaticas, o que aumenta o potencial de
interagbes farmacoldgicas e também conduzem a sindrome de abstinéncia.
Além disso, a maior limitagcdo ao uso dos antidepressivos refere-se ao fato do
efeito ansiolitico aparecer somente apOs tratamento cronico (GRAEFF &
GUIMARAES, 2012).

Diante do exposto acima, justifica-se a investigacdo de possiveis novos alvos
terapéuticos para os transtornos de ansiedade. Nesse sentido, destacam-se 0s
neuropeptideos, como a substancia P, o neuropeptideo Y e a galanina (GAL)
(para revisdo HOLMES et al., 2003).

1.2 MODELOS ANIMAIS DE ANSIEDADE

Ansiedade e medo podem ser definidos como estados emocionais adaptativos.
Enquanto o medo é fruto de uma ameaca definida, na ansiedade a fonte de
ameaca é desconhecida. Porém, quando ha perda do carater adaptativo essas
emocdes se tornam patologicas (CAMPOS et al., 2013). Portanto, os modelos
animais de ansiedade s&o importantes ferramentas na elucidacéo da etiologia e
neurobiologia dos transtornos de ansiedade, assim como para O
desenvolvimento de novos alvos terapéuticos para o tratamento destes
transtornos. (CRYAN et al., 2011)



20

Com base nas observacdes iniciais no que diz respeito ao compartilhamento de
caracteristicas similares na expressdo das emocdes entre seres humanos e
animais, para o estudo dos mecanismos dos transtornos psiquiatricos sao
utilizados outros mamiferos para tentar reproduzir, pelo menos em parte, em
laboratorio, caracteristicas dos transtornos psiquiatricos humanos, de forma a
correlacionar alteragbes comportamentais e fisioloégicas. Basicamente, os
modelos animais de ansiedade se baseiam em situacbes conflitantes que
podem gerar estados motivacionais opostos induzidos por situacdes de

aproximacéao/esquiva (CAMPOS et al., 2013).

Os principais modelos de ansiedade utilizados podem ser divididos em duas
classes, a saber: testes incondicionados, como por exemplo, Labirinto em Cruz
Elevado (LCE), Labirinto em T Elevado (LTE) e Teste de interacdo social.
Nestes testes as situacdes de conflitos sdo consequéncia de condicbes
aversivas naturalmente presentes no ambiente. Ja nos testes condicionados,
como por exemplo, Teste de conflito de Vogel, as condi¢bes aversivas sao
inseridas no ambiente, assim o comportamento exibido pelo animal é

consequéncia destas condi¢cdes (CAMPOS et al., 2013).

Assim, no presente trabalho, foi empregado como modelo de
ansiedade/péanico o LTE e como modelo de panico a estimulacdo elétrica da
Matéria Cinzenta Periaguedutal Dorsal (MCPD). E para avaliar o

comportamento locomotor foi empregado o campo aberto.

1.2.1 Labirinto em T Elevado (LTE)

O LTE, desenvolvido por Graeff e colaboradores (GRAEFF et al., 1993; VIANA
et al., 1994; ZANGROSSI & GRAEFF, 1997), foi obtido a partir do refinamento
do LCE, uma vez que resultados inconsistentes foram encontrados com outros
modelos de ansiedade. O LTE permite avaliar em um mesmo procedimento,
dois tipos de ansiedade: medo condicionado/aprendido, representado pela
esquiva inibitéria e desempenhada no braco fechado (BF) e o medo
incondicionado/inato, representado pela fuga e desempenhado nos bracos
abertos (BAs). Essas respostas tém sido relacionadas ao TAG e TP,
respectivamente. Quando colocado no aparato o animal se depara com uma

situacdo aversiva, uma vez que estes animais possuem um medo inato de
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ambientes abertos, ocorrendo um aprendizado da esquiva inibitéria durante o
teste, quando colocados no BF, ao passo que quando colocados nos BAs, 0s
animais podem se direcionar ao BF, o que corresponde a uma resposta de
fuga. (ZANGROSSI & GRAEFF, 1997).

Em estudo de validacdo com drogas ansioliticas, tanto o agonista BDZ,
diazepam, quanto o agonista serotoninérgico, ipsapirona, comprometeram a
esquiva inibitéria de uma forma dose-dependente. Assim, a esquiva inibitéria
no LTE pode se relacionar com patologias responsivas a agonistas 5-HT1a Ou
baixas doses de BDZ como no TAG. Por outro lado, a fuga ndo é alterada por
essas duas drogas, 0 que pode se relacionar com a ineficacia dessas no
tratamento do TP (GRAEFF et al., 1998). Em animais tratados cronicamente
com antidepressivos como a fluoxetina, clinicamente eficaz no TP, observa-se
um aumento na laténcia de fuga, sugerindo a relacdo do comportamento

apresentado com esse transtorno de ansiedade (POLTRONIERI et al., 2003).

1.2.2 Estimulacé&o Elétrica da MCPD

A MCPD esta envolvida em comportamentos basicos de sobrevivéncia. Sendo
assim, a estimulacdo elétrica da MCPD, em ratos, simula, em termos
comportamentais e autondmicos, um ataque de panico, uma vez que a
estimulacdo desta estrutura produz um conjunto complexo de comportamentos
incondicionados, chamados de “reacdo de defesa”, que incluem imobilidade,
exoftalmia, trote, galope, salto, miccdo e defecacdo dos animais
(BITTENCOURT et al., 2004).

Em humanos, a estimulacdo elétrica da MCPD, desencadeia intensos
sentimentos de medo e morte iminente, dores generalizadas e alteracdes
autondmicas. Observa-se uma similaridade entre os efeitos autonémicos e
comportamentais da estimulacdo da MCPD e os sintomas do ataque de péanico,
sugerindo um modelo experimental de panico e o envolvimento desta estrutura
no desenvolvimento do TP em humanos (CAMPOS et al., 2013).
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1.3 GALANINA

A GAL é um neuropeptideo de 29 a 30 aa (GAL humana possui 30 aa),
envolvida com uma extensa variedade de funcdes biolégicas e patoldgicas,
mediadas por 3 subtipos de receptores. Destaca-se sua participacdo na
regulacdo comportamental, atuacdo em processos de memoria e controle da
sensibilidade a dor (LYUDYNO et al, 2006) . Este neuropeptideo apresenta na
extremidade C-terminal um residuo de alanina, responsével por protegé-lo de
ataques proteoliticos (LAND et al.,, 19913 BEDESCS et al., 1995) e na
extremidade N-terminal um residuo de glicina, sendo este de crucial
importancia para a interacdo com O receptor e consequentemente para o
desencadeamento das funcdes biologicas (KAKUYAMA et al., 1997). A GAL é
expressa tanto no sistema nervoso central quanto no periférico e também no
sistema endocrino, coexistindo com neurotransmissores classicos e com outros
neuropeptideos (MELANDER et al., 1986; HOKFELT et al.,, 1987; XU et al.,
1998; LIU et al., 2003).
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Figura 1 - Distribuicdo dos principais grupos de células imunorreativas para GAL. Asteriscos
indicam a coexisténcia da GAL com neurotransmissores classicos. NDB, nucleo da banda
diagonal; NRPG, nucleo reticular paragigantocelular; SON, nucleo supraético

Fonte: Modificado de BARTFAI et al.(1993).
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Além da GAL, h&a ainda mais trés compostos relacionados, o GALP, o GMAP e
a Alarina (WEBLING et al., 2012).

Os receptores para GAL apresentam substanciais diferencas quanto aos locais

de expresséo, tanto quanto nas funcdes e atividades de sinalizacao.

O receptor para GAL tipo 1 (GALR1) é expresso no sistema nervoso central e
no periférico (WATERS and KRAUSE, 2000), sendo detectado no hipocampo,
no hipotdlamo, na amigdala, no cortex, nos ganglios dorsais sensitivos, no
tronco cerebral, incluindo o Lécus Coeruleus (LC), a matéria cinzenta
periaguedutal (MCP) e o nudcleo dorsal da rafe (NDR), e medula espinhal de
ratos (GUSTAFSON et al.,, 1996; WATERS and KRAUSE, 2000). A sua
ativacdo envolve a inibicdo da adenilato ciclase via interacdo com proteina
Gai/Gag, (HABERT-ORTOLI et al., 1994; PARKER et al, 1995) com
consequente abertura de canais do tipo GIRK. A ativacdo do receptor GALR1,
pode também levar a ativacdo da proteina cinase ativada por mitégeno
(MAPK), mediada pela subunidade By da proteina G; (WANG et al., 1998).

Portanto, GALRL1 é considerado um receptor inibitério.

Assim como o receptor GALR1, o receptor para GAL tipo 2 (GALR2) é
expresso no sistema nervoso central e periférico. Estudos de
imunohistoquimica e hibridizacdo in situ identificaram, em maior extensao, sua
presenca nos ganglios dorsais sensitivos e na medula espinhal de ratos, assim
como no hipotalamo, hipocampo e cortex cerebelar. Foi detectada também sua
expressdo no sistema olfatério e em varios ndcleos do tronco cerebral, como
LC, MCP e NDR (O’'DONNELL et al., 1999), bem como em varios tecidos
humanos. Este receptor é capaz de ativar a via da proteina Gag/11, sendo
assim considerado um receptor excitatorio. A ativacdo da proteina Gq leva a
ativacao da fosfolipase C (PLC) e renovacgao do fosfoinositol intracelular. Como
consequéncia, observa-se a liberacéo das reservas de Ca” intracelulares para o
citoplasma e a abertura de canais de Ca’ voltagem dependentes, isso
presumivelmente estimula a atividade neuronal e a liberacdo de
neurotransmissores (BARTIFAI et al., 2012).
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Ambos os subtipos de receptores, GALR1 e GALR2 estdo presentes em
neurénios da MCP, porém o GALR1 mostrou maior expressao (O'DONNELL et
al., 1999).

Figura 2 - Auto-radiografia de filmes de hibridizagdo in situ mostrando localizacdo do RNAm
para GALR1 (plano a direita) e GALR2 (plano central). Painel a esquerda é composto por um
diagrama esquematico ilustrando as estruturas neuroanatdmicas desse plano cerebral.

Fonte: Modificado de O’'DONNELL et al. (1999).

E finalmente, o receptor para GAL tipo 3 (GALRS3) foi primeiramente isolado do
DNAc hipotalamico de ratos e posteriormente de DNAc de humanos,
apresentando uma expressdo mais restrita se comparada aos demais
receptores, ocorrendo a transcricdo proeminente no hipotalamo, embora alguns
estudos descrevam sua distribuicAo em outros tecidos do sistema nervoso
central e periférico. A expressdo deste receptor esta ligada a ativacdo da
proteina Gai/Gap com inibicdo de adenilato ciclase e resultando na abertura de
canais GIRK (KOLAKOWSKIN et al., 1998; SMITH et al., 1998). Dessa forma, 0

GALRS é considerado um receptor inibitorio.



25

proliferation

Figura 3 - Vias de sinalizacdo para os trés subtipos de receptores descritos para GAL. Fonte:
Hokfelt & Tatemoto (2008).

Com o intuito de otimizar os estudos com a GAL, varios ligantes quiméricos
tem sido sintetizados a partir da conjugacdo deste neuropeptideo com outras
moléculas bioativas. Como resultado, tem-se o M15 (BARTFAI et al., 1991), o
M32 (WIESENFELD-HALLIN et al., 1992b), o M35 (WIESENFELD-HALLIN et
al., 1992b, OGREN et al., 1992, KASK et al., 1995), o C7 (BARTIFAI et al.,
1992) e o M40 (BARTFAI et al., 1992, 1993). Embora estes ligantes
apresentem acéo antagonista in vivo em doses entre 0,1 e 10nmol quando
administrados por via intracerebroventricular (i.c.v) ou intratecal (i.t) (PARKER
et al., 1995; LU et al., 2005b), quando administrados em doses maiores que
10nmol, i.c.v ou i.t, apresentam acao agonista parcial in vivo (KASK et al.,
1995; LU et al., 2005b).

Os ligantes M15, M32, M35 e M40 apresentam afinidade pelos receptores
galaninérgicos semelhante a da GAL, porém nao apresentam seletividade
pelos diferentes receptores (OGREN et al., 1992) .
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O ligante M617 assemelha-se ao M35, porém, devido a uma substituicdo de
um residuo de glutamina por prolina, apresenta maior seletividade por GALR1
e comporta-se como um agonista (JIMENEZ-ANDRADE et al., 2006).

Ja o ligante AR-M1896 € um agonista com maior seletividade por GALR2 (LIU
et al. 2001). No entanto, estudos recentes indicam afinidade deste ligante
também por GALR3 (LU et al., 2005b) e atividade neuroprotetora (ELLIOTT-
HUNT et al., 2004).

Ki (nM)
Ve Ki ~
PEPTIDEO GALR1 GALR2 GALR3 (GALR1)/Ki REFERENCIA
(GALR2)
M1151 98.6 28.9 874 3.4 Saar et al.,
2011
M1152 2370 36.4 656 65 Saar et al.,
2011
M35 0.11 2.0 - 0.055 Borowsky et
al., 1998
M40 2.4 4.1 - 0.58 Borowsky et
al., 1998
M617 0.23 5.7 - 0.04 Lundstrom et
al., 2005b
AR-M1896 879 1.76 271 500 Liu et al.,
2001
Luetal.,
2005b
Mazarati et
al., 2006

Entre os ligantes ndo-peptidicos destaca-se o Galnon e o Galmic, porém estes
ligantes podem ter seu uso limitado pela interacdo com multiplos receptores
(FLOREN et al., 2005; LU et al.,2005b).
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1.4 GALANINA E ANSIEDADE

A distribuicdo da GAL e de seus receptores em estruturas envolvidas com o
controle das emocdes apontam para um possivel papel modulatério desse
neuropeptideo sobre a ansiedade. Além disso, a GAL apresenta colocalizacao
neuronial com diversos neurotransmissores envolvidos no controle das
emocOes (MELANDER et al., 1986b), exercendo, em geral, um efeito inibitorio
sobre a liberacdo destes. Como exemplo tem-se a inibicdo da liberacdo de
glutamato no hipocampo, a de noradrenalina no LC e a de 5-HT no NDR
(PIERIBONE et al., 1998).

Estudo de microdidlise revelou que a administracdo central de GAL induz
diferentes efeitos nos niveis extracelulares basais de 5-HT dependendo da via
de administracdo da GAL, i.c (mais especificamente no cOrtex pré-frontal,
hipocampo ventral, amigdala, hipotdlamo e estriado) ou i.c.v, e da regido
cerebral. Neste estudo, a liberacdo de 5-HT induzida pela GAL se
correlacionou com uma densidade forte a moderada de terminais
galaninérgicos imunorreativos e com receptores para GAL, no cOrtex pré-frontal
medial, hipocampo ventral e amigdala central. Assim, tanto a administracao
i.c.v, quanto a i.c reduziram os niveis de 5-HT, de maneira dose-dependente,
no hipocampo ventral, enquanto que apenas a administracdo i.c de GAL
reduziu os niveis de 5-HT na amigdala central. Por outro lado, a administracao
local de GAL no cortex pré-frontal medial aumentou os niveis de 5-HT nesta
regido, enquanto que a infuséo i.c.v revelou efeito oposto. Nao foi observado
efeito da GAL sobre a liberacdo de 5-HT no caudado/putdmen e no nucleo
hipotalamico ventromedial, o que se correlaciona com uma baixa densidade de
receptores e de terminais galaninérgicos imunorreativos. Para tanto, estes
resultados sugerem uma correlacéo entre os efeitos da administracdo da GAL
na liberacdo de 5-HT e a distribuicdo da GAL e seus receptores e ainda, que
dependendo da via de administracdo, efeitos opostos podem ser observados
em relacao a liberacdo de 5-HT (YOSHITAKE et. al., 2014)

Em seres humanos, foi descrita uma possivel relacdo entre a severidade dos
sintomas do TP em mulheres e as variagdes no gene da GAL (UNSCHULD et
al., 2008, UNSCHULD et al., 2010).
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Outro estudo recente, em humanos, realizado com pacientes europeus,
relacionou alteracdes genéticas do sistema galaninérgico com distarbios de
humor e ansiedade. Variagcbes em genes que codificam o neuropeptideo e
seus receptores conferem maior probabilidade de se desenvolver quadros de
depressado e ansiedade em pessoas que experimentaram situacdes adversas
na infancia ou eventos estressantes na vida adulta. Foi observado que tais
alteracdes no sistema galaninérgico tém, inclusive, maior influéncia nos
transtornos de ansiedade do que polimorfismos no gene do transportador de 5-
HT (JUHASZ et al.,, 2014). Portanto, este estudo fortalece a hipétese do
envolvimento do sistema galaninérgico na modulacdo dos transtornos de
ansiedade, uma vez que alteracdes deste sistema conduziu a uma maior

vulnerabilidade a estressores psicossoais recentes ou tardios

Diversos estudos pré-clinicos tém investigado a participacdo da GAL na
mediacdo da ansiedade. Por exemplo, a administracédo i.c.v. de GAL em ratos

induziu efeito ansiolitico no teste de Vogel modificado (BING et al., 1993).

Ha também evidéncias indiretas do papel da GAL na modulacdo da ansiedade.
Por exemplo, camundongos nocaute para GALR1 apresentaram acentuada
ansiedade no LCE, além de prejuizo em relacdo ao medo condicionado
(JACOBYet al., 2002).

No mesmo sentido, camundongos nocaute para o0 receptor GALR2
apresentaram um fendtipo ansiogénico no LCE, sendo que o0s demais
comportamentos avaliados (aprendizado e memoria, alimentacao e analgesia)

nao foram significativamente alterados (BAILEY et al., 2007).

Ainda ha escassos estudos sobre o receptor GALR3, porém em um recente
estudo de caracterizagdo fenotipica, foi observado que camundongos knockout
para o receptor GALR3, quando comparados com a linhagem selvagem,
apresentaram um fendtipo do tipo-ansiogénico, quando submetidos a alguns
testes comportamentais como LCE, campo aberto e teste de exploragéo
claro/escuro. Além disso, foi feita uma analise da expressdao da enzima que
catalisa a etapa limitante da biossintese da 5-HT, assim como de receptores e

transportador serotoninérgicos, a partir da microdissecacdo de regides
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cerebrais dos animais knockout para GALR3 e da linhagem selvagem. Neste
caso, foi observada uma expressdo génica similar nos animais utilizados,
excluindo a influéncia de alteracbes do sistema serotoninérgico sobre o

fenétipo comportamental observado (BRUNNER et al., 2014).

Estudo recente sugeriu essa participacdo da GAL e de seus receptores nas
alteracées comportamentais induzidas pelo estresse. Assim, durante 21 dias
camundongos foram submetidos ao estresse por restricAdo com posterior
analise da expressdo da GAL e seus receptores, enzimas participantes das
etapas limitantes da biossintese de monoaminas e autorreceptores
monoaminérgicos, no nucleo acumbens, por meio da reacdo em cadeia da
polimerase em tempo real (PCR real time). Os resultados mostraram que além
das alteracBes comportamentais, foi observada uma elevacéo da expressao do
RNAmM da GAL e do receptor GALR1, como consequéncia do estresse a que 0S
animais foram submetidos. Além disso, o tratamento com a fluoxetina reverteu
0 aumento da expressao da GAL, e, concomitantemente, elevou a expressao
do RNAm para o receptor GALR2 (ZHAO et al., 2013).

A GAL, juntamente com um agonista galaninérgico nédo-seletivo, o galnon,
foram utilizados para avaliar a participacdo daquele neuropeptideo em
respostas de ansiedade e depressdo. Similar a administracdo i.c.v da GAL, o
tratamento agudo com o galnon demonstrou um efeito ansiolitico nos animais
experimentais, uma vez que foi observado um aumento no tempo gasto nos
bracos abertos do labirinto em zero elevado (LZE) e aumento de travessias das
placas no teste das quatro placas. Neste mesmo estudo, o tratamento agudo
com o galnon atenuou as mudangas na temperatura basal induzida pelo
estresse, consistente com relatos da literatura do efeito ansiolitico da
administracdo da GAL i.c.v no teste de conflito de Vogel. Assim, em conjunto,
estes resultados sugerem o papel do sistema galaninérgico mediando efeitos
ansioliticos, uma vez que a reversao destes efeitos, no teste das quatro placas,
foi observada a partir da administracdo do antagonista galaninérgico M35.
Ambos, GAL e galnon, ndo apresentaram efeito antidepressivo nas condi¢gbes
experimentais utilizadas (RAJARAO et al.,2007).
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Em um estudo recente envolvendo um teste de medo condicionado, foram
avaliados ratos que receberam a GAL intraventricularmente e camundongos
transgénicos que apresentavam uma super-expressdo da GAL. Assim,
utilizando como parametro de avaliacdo o tempo de freezing, ambos os grupos
avaliados apresentaram um déficit de aprendizagem e memoéria quando as
tarefas exigiam a participacdo do hipocampo e da amigdala. Portanto, os
resultados sugerem um papel inibitério da GAL sobre os processos cognitivos e
apoiam a hipotese de que os déficits induzidos pela GAL séo especificos para

tarefas cognitivas mais dificeis (KINNEYet al., 2002).

Ha ainda evidéncias de que a GAL inibe a liberacdo de neurotransmissores
envolvidos na aprendizagem e memoria, como a acetilcolina, o glutamato, a
noradrenalina e a 5-HT no hipocampo de ratos (ZINI et al. 1993; KINNEY et al.
1998; MAZARATI et al. 2001).

Em relacdo as estruturas envolvidas na modulacao da ansiedade pela GAL, os
resultados sado contraditorios, sugerindo que o efeito desse neuropeptideo

depende do sitio de administracdo e do modelo de ansiedade utilizado.

Os efeitos moduladores da GAL foram investigados no nudcleo central da
amigdala (ACe) em relacdo a responsividade comportamental ao estresse
quando a ativacdo do sistema noradrenérgico foi amplificada por meio da
administracdo intraperitoneal (i.p) do antagonista alfa-adrenérgico, ioimbina. A
interacdo de estimulos estressores, ou seja, quando a resposta noradrenérgica
ao estresse por imobilizacao foi amplificada pelo pré-tratamento com ioimbina,
conduziu a uma atenuacdo do efeito ansiogénico do estressor agudo,
sugerindo uma liberacdo da GAL no ACe. E esta hipotese foi fortalecida
quando a administragdo, antes do estimulo estressor, do antagonista ndo-
seletivo M40 no ACe, bloqueou esse efeito do tipo-ansiolitico observado apos
0 pré-tratamento com a ioimbina sobre a resposta comportamental ao estresse
agudo.Além disso, a administracdo da GAL intra-ACe foi capaz de induzir um
efeito ansiolitico durante o estresse que imitava a resposta apds o pré-
tratamento com a ioimbina, sendo que esse efeito também foi bloqueado pelo
antagonista nao-seletivo M40. Vale ressaltar que os animais foram submetidos

ao LCE para avaliacdo comportamental. Para tanto, os resultados sugerem que
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a amplificacdo da resposta noradrenérgica ao estresse pode levar a liberacéo
da GAL no ACe, a qual age no sentido de compensar os efeitos ansiogénicos
deste neurotransmissor (KHOSHBOUEI et al., 2002).

Em outro estudo, a administracdo da GAL no ACe induziu efeito ansiogénico
em ratos testados no teste de Vogel modificado, mas ndo no LCE (MOLLER et
al., 1999).

A modulacdo de respostas comportamentais e neuroenddcrinas no nucleo do
leito da estria terminal (BSTL) pela GAL foi investigada em ratos submetidos ao
estresse agudo por imobilizacdo. O estresse agudo induziu, nos animais,
respostas comportamentais do tipo ansiogénica e elevacdo plasmatica do
hormdnio adrenocorticotrofico (ACTH). Assim a administracdo bilateral do
antagonista galaninérgico M40 no BSTL, antes da exposicdo ao estimulo
estressor, atenuou a reducdo do tempo de interacdo social e aumentou o
tempo de exploracdo dos bragos abertos no LCE, além de atenuar a ativagéo
do eixo HPA em cerca de 40%. Dessa forma, estes resultados sugerem que
durante o estresse a GAL exerce um efeito modulatério no BSTL, facilitando
componentes da resposta comportamental e neuroenddécrina ao estresse
agudo (KHOSHBOUEI et al., 2002a).

1.5 GALANINA E O NDR

O NDR esta entre as estruturas que parecem ser importantes na modulacao do

comportamento relacionado a ansiedade em ratos (GRAEFF et al., 1996).

Cerca de 50 % dos neurdnios do NDR s&o neurdnios serotoninérgicos (KIRBY
et al, 2003). Estudos eletrofisioldgicos, in vivo, observaram uma organizagao
topografica no plano rostro-caudal dos neurdnios serotoninérgicos do NDR,
sendo que os neurdnios localizados na porgéo rostral se projetam para regiées
especificas do prosencéfalo como caudado/putamen e substancia negra e ja
agueles neurdnios localizados na porcdo caudal se projetam para outras
aéreas do prosencéfalo como cértex, amigdala e hipocampo, sugerindo que
estas subpopulagcdes de neurbnios possuem propriedades funcionais
exclusivas associadas com a modulagdo de sistemas especificos do
prosencéfalo (ABRAMS et al., 2004).
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Assim, neurdnios serotoninérgicos presentes na porcdo dorsal e caudal do
NDR projetam-se até estruturas prosencefalicas envolvidas no controle
emocional, contudo diferentes estimulos estressantes e ansiedade ativam esta
populacdo de neurbnios facilitando o comportamento do tipo ansiogénico em
estruturas como amigdala, hipocampo e cértex pré-frontal. JA4 neurbnios
serotoninérgicos presentes na porcao ventrolateral do NDR e da MCP, regido
também chamada de “asas laterais” do NDR, exercem um controle inibitério
sobre estruturas relacionadas as respostas de luta ou fuga, de forma que o
comprometimento desta via conduziria ao transtorno de péanico. E por fim,
neurdnios serotoninérgicos presentes no nucleo mediano da rafe (NMR) e na
porcdo interfascicular do NDR projetam-se até estruturas prosenceféalicas,
como hipocampo dorsal e septo/diagonal medial, envolvidas com enfretamento,
resiliéncia e tolerancia ao estresse, sendo esta via importante para a patologia
da depressao (PAUL & LOWRY, 2013).

Ainda sobre as projecBes serotonérgicas no NDR, estudos revelaram
alteracdes comportamentais, devido a um aumento da atividade serotonérgica
dependente da acdo do CRH no NDR, contudo quando um antagonista néo-
seletivo para o receptor do CRH foi administrado na porgéo caudal do NDR,
este foi capaz de bloquear as alteracdes comportamentais antes observadas.
Assim, a subdivisdo dorsomedial do NDR, mais especificamente a porcao
meédio-caudal, tem se mostrado como uma regido que pode ter um papel critico
na regulacdo dos estados de ansiedade cronica e aguda (HAMMACK et al.,
2002).

Deakin e Graeff (1991; 1996) postularam a hipétese de um papel dual da 5-HT
na ansiedade para conciliar os resultados contraditérios. Segundo essa
hipotese, as projecdes serotoninérgicas do NDR para a amigdala facilitariam o
medo condicionado ou aprendido, enquanto as projecbes para a MCP
dorsolateral (MCPdI) prejudicariam o0 comportamento de medo né&o
condicionado ou inato. Nesse sentido, a 5-HT poderia ter um efeito ansiolitico
ou ansiogénico dependendo da estrutura e da natureza da ansiedade
consideradas. Varios estudos vém corroborando essa hipotese (ZANGROSSI
et al.,, 2001; MIGUEL et al., 2010). Por exemplo, a lesdo dos neurdnios

serotoninérgicos do NDR resultou em efeito ansiolitico e a0 mesmo tempo
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panicogénico em animais expostos ao LTE (SENA et al.,, 2003), um modelo
animal que permite avaliar comportamentos tanto de medo condicionado
(relacionado TAG) quanto de medo inato (relacionado ao TP ; GRAEFF et al.,

2003).

Em um estudo de microdidlise correlacionando eventos neuroquimicos e
comportamentais, 0 aminoacido excitatorio acido kainico foi capaz de aumentar
a liberacdo de 5-HT na amigdala e na MCPD, com consequente facilitacdo da
esquiva inibitoria e prejuizo da tarefa de fuga, consistente com a teoria descrita
acima. O agonista 5-HT;a, 8-OH-DPAT e o0 agonista inverso de receptores
BzZD, FG 7142 também foram testados, porém nao foram capazes de alterar a
liberacdo de 5-HT nas regides cerebrais citadas (VIANA et al., 1997)

Assim a tabela abaixo resume os resultados obtidos com a GAL, sugerindo que
o efeito desse neuropeptideo depende do sitio de administracdo e do modelo

de ansiedade utilizado.

Droga Via Espécie Teste/Proced. Resultado Referéncia
GAL i.c.v Rato Teste de Vogel Ansiolitico Bing et. al.,
1993
Nocaute - Camundongo LCE Ansiogénico  Jacoby et. al.,
GALR1 2002
Nocaute - Camundongo LCE Ansiogénico Bailey et.al.,
GALR2 2007
Nocaute - Camundongo LCE/Ciclo claro- Ansiogénico  Brunner et.al.,
GALR3 escuro 2014
Galnon i.p Camundongo LZE/Teste das Ansiolitico Rajarao et.al.,
guatro placas 2007
Galnon + i.p Camundongo LZE/Teste das Reversdo do Rajarao et.al.,
M35 guatro placas efeito 2007
ansiolitico
GAL Intra- Rato Teste de Vogel Ansiogénico Moller et.al.,
ACe 1999
LCE Sem efeito Moller et.al.,
1999
M40 BSTL Rato LCE pOs- Rediedade Khoshbouei
estresse reducao da et.al., 2002
ansiedade
induzida pelo
estresse
GAL NDR Rato LTE Ansiolitico Silote et.al.,
2013
GAL+M40 NDR Rato LTE Atenuacéo Silote et.al.,
do efeito 2013

ansiolitico
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O NDR também parece ser importante para mediar o efeito
ansiolitico/panicolitico de farmacos antidepressivos, uma vez que a inibicdo dos
neurdnios no NDR, pela administracdo de lidocaina, reverteu o efeito
panicolitico do tratamento crénico com imipramina na tarefa de fuga do LTE
(DOMBROVSKY E ANDREATINI, 2006).

Cerca de 40 % dos neurdnios do NDR co-expressam 5-HT e GAL. Dois
subtipos de receptores da GAL sao expressos no NDR, GALR1 e GALR2, os
quais podem ser ativados pela GAL liberada dendriticamente a partir de
neurdnios serotoninérgicos presentes no NDR (MELANDER et al., 1986;
PRIESTLEY et al., 1993) ou a partir de terminais galaninérgicos ( XU et al.,
1998).

A ativacdo de GALRL1 pelo peptideo nessa estrutura diminui a taxa de disparo

dos neurdnios serotoninérgicos no NDR (PIERIBONE et al., 1998).

Ja o tratamento com fluoxetina durante 14 dias induz aumento do RNAmM de
GALR2 no NDR de ratos (LU et al., 2005b).

1.6 HIPOTESE

Considerando a hipotese dual da 5-HT e considerando que a GAL parece
diminuir a liberacdo de 5-HT em regides relacionadas com a ansiedade, seria
possivel que a administracdo de GAL, intra-NDR de ratos, induziria, ao mesmo
tempo, efeito ansiolitico e panicogénico. Nesse sentido, estudo anterior de
nosso laboratério observou efeito ansiolitico da GAL intra-NDR de ratos
expostos ao LTE, mas néo efeito panicogénico. Além disso, a administracéo
prévia de um antagonista galaninérgico, o M40, atenuou o efeito ansiolitico
induzido pela GAL nesses animais (SILOTE et al, 2013). A participacdo dos

subtipos de receptores galaninérgicos nao foi investigada nesse trabalho.

Considerando a expressao de GALR1 e GALR2 no NDR, 0s quais apresentam
mecanismos de transducdo opostos, inibitério e excitatério, respectivamente, €
possivel que a ativagdo de receptores GALR1 seja responséavel por mediar o
efeito ansiolitico/panicogénico, enquanto a ativacdo dos receptores GALR2

induza efeito ansiogénico/panicolitico.
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Nesse sentido, testamos a hipotese de que a infusdo de M617, um agonista
seletivo para GALR1, no NDR de ratos expostos ao LTE, induziria efeito
ansiolitico/panicogénico, enquanto a infusdo de AR-M1896, um agonista
seletivo para GALR2 induziria efeito ansiogénico/panicolitico no modelo

testado.

Para testar a hipétese de que esses efeitos dos ligantes galaninérgicos
dependem da liberacdo de 5-HT, realizamos um experimento no qual foi
administrado, intra-NDR, o0 antagonista 5-HTia, 0 WAY100635, para
verificarmos se 0 mesmo seria capaz de bloquear os efeitos observados com o
agonista GALR2, nos animais submetidos ao LTE. O autorreceptor 5-HT1a no
NDR exerce um tdnus inibitorio sobre a liberacdo de 5-HT (KIRBY et al., 2003).
Assim, a ativacdo deste receptor promove uma reducao da liberacdo de 5-HT,
com consequente efeito do tipo ansiolitico em estruturas como amigdala e
hipocampo. J& o bloqueio do receptor 5-HT;4, promove uma desinibicdo do
tbnus inibitério, com aumento na liberacdo de 5-HT e consequente efeito do
tipo ansiogénico nas mesmas estruturas citadas anteriormente (FILE et al.,
1996; ANDRADE E GRAEFF, 2001).

Uma das limitacdes desse modelo utilizado, ou seja, o LTE, € que a fuga
(laténcia para deixar o braco aberto) normalmente ocorre em poucos segundos,
de forma que detectar o efeito panicogénico (menor laténcia de fuga) pode ser
dificil. Dessa forma, também avaliamos o efeito da GAL intra-NDR de ratos em
outro modelo experimental de panico, a estimulacdo elétrica da MCP, mais
sensivel a deteccdo do efeito panicogénico (SCHENBERG et al.,, 2001;
BERTOGLIO et al, 2007).
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

e |Investigar o envolvimento dos ligantes de receptores galaninérgicos
sobre a modulacdo do comportamento aversivo em modelos

experimentais de ansiedade e panico no NDR de ratos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Testar a hipotese de que a injecdo intra-NDR do M617, um agonista
GALR1, induziria efeito ansiolitico/panicogénico em animais expostos ao
LTE

e Testar a hipétese de que a injecdo do AR-M1896 (agonista GALR2)
intra-NDR induziria efeito ansiogénico/panicolitico em animais expostos
ao LTE

e Testar a hipétese de que o efeito do agonista GALR2, AR-M1896,
depende do ténus serotoninérgico no NDR.

e Testar a hipdétese de que a injecado, intra-NDR de GAL, induziria efeito

panicogénico em animais expostos a estimulacao elétrica da MCPD.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 ANIMAIS

Foram utilizados ratos Wistar adultos (280-310 g), provenientes do Biotério
Central da UFES mantidos em grupos de 4 por gaiola, a temperatura de 24 + 2
°C, com ciclo claro-escuro de 12 x 12 horas tendo livre acesso a agua e
comida. Os experimentos foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais dessa universidade (CEUA-UFES) sob numero 077/11.

3.2 DROGAS

e Galanina aminoacidos 1-29 (GAL; Tocris Bioscience, EUA) na dose de

0,3 nmol/0,2 uL (dose com base no estudo de Silote et al, 2013);

¢ Galanin-(1-13)-GIn14-bradykinin-(2—9)-amide (M617; Tocris Bioscience,
EUA), agonista seletivo dos receptores GALR1, nas doses de 0,3; 1,0 e
3,0 nmol/0,2 ul (doses com base nos estudos preliminares em nosso

laboratério);

e Galanin-(2-11)-amide (AR-M1896; Tocris Bioscience, EUA), agonista
seletivo dos receptores GALR2, nas doses de 0,3; 1,0; 3,0 nmol/0,2 pl

(doses com base nos estudos preliminares em nosso laboratério);

e N-{2-[4-(2-metoxi-fenil)-1-piperazinonil]etil}-N-(2-piridinil)
ciclohexanocarboxamide trihidrocloridrato (WAY100635; Sigma-Aldrich,
St Louis/MO,USA) antagonista dos receptores 5-HTi;a na dose de
0,18nmol/0,2 uL (dose com base nos estudos de DE PAULA SOARES e
ZANGROSSI, 2004; DOS SANTOS; et al., 2008).

As drogas utilizadas para os testes foram todas diluidas em salina 0,9 %.

3.3 IMPLANTACAO DA CANULA-GUIA E DO ELETRODO

Os animais foram submetidos, apds anestesia com tribromoetanol (250mg/Kg
i.p.), a cirurgia estereotaxica para implantacdo de canula-guia de 12 mm de
comprimento diretamente no NDR (Coordenadas: Interaural: 0,8 mm; L: 3,2

mm; e DV: 5,5 mm, angulo de 27°, hemisfério esquerdo) e/ou do eletrodo na
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MCPD (Coordenadas: Interaural: 1,6 mm; L: 2,0 mm; e DV: 5,0 mm, angulo de
15°, hemisfério direito). Antes da incisédo, o animal recebeu inje¢éo infiltrativa
de lidocaina 2% com vasoconstritor. A canula e/ou eletrodo foram fixados no
cranio do animal com cimento acrilico auto-polimerizante (JET). O mandril foi
removido no momento da injecéo, e colocado no interior da canula-guia para
evitar problemas com a obstrugdo e para reduzir contaminacdo. Ao final da
cirurgia, os animais receberam injecdo intramuscular de pentabi6tico (0,2 mL
por rato) para prevenir infecgdes e injecdo subcutanea de flunixin-meglumina
(0,02 mL por rato), um anti-inflamatério, para reduzir o desconforto. Os

experimentos foram iniciados 5 a 7 dias ap0s a recuperagdo dos animais.

3.4 INJECAO E HISTOLOGIA

O procedimento de injecdo consistiu da remocdo do mandril e introducédo de
uma agulha odontoldgica gengival de 14,0 mm de comprimento no interior da
canula guia, até atingir o NDR 2,0 mm abaixo da extremidade da céanula. A
agulha foi conectada a uma microsseringa Hamilton de 10 pl através de um
segmento de polietileno (P10). A infusdo foi realizada com auxilio de uma
bomba de infusédo (Insight, Brasil), com uma velocidade de 0,2 ul/min para
todas as drogas. ApOGs o0s experimentos, os animais foram anestesiados
profundamente com uretana 25% (10mL/Kg i.p.), e através da mesma canula
pela qual foi administrada a droga foi injetado o volume de 0,1 pl/min do
corante Azul de Evans a 1%. Logo em seguida os animais foram perfundidos
intracardiacamente com salina e formol a 10%, e seus encéfalos removidos e
armazenados no formol por no minimo 3 dias. ApOs esse periodo procedeu-se
o corte dos encéfalos, com o auxilio de um criostato (Leica), em sec¢les
coronais de 50um no Laboratério de Histologia Molecular e Imunohistoquimica
(LHMI) da UFES. Esses cortes foram analisados em microscopio, localizando
0s sitios de injecdo ou posicionamento do eletrodo de acordo com os

diagramas do Atlas de Paxinos e Watson (2007).
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3.5 TESTES COMPORTAMENTAIS

3.5.1 Labirinto em T Elevado (LTE)

Este modelo, derivado do LCE, foi desenvolvido por Graeff e colaboradores
(GRAEFF et al., 1993; VIANA et al., 1994; ZANGROSSI & GRAEFF, 1997)
para avaliar em um mesmo procedimento, dois tipos de ansiedade: medo
condicionado/aprendido e medo incondicionado/inato. O LTE é constituido de 3
bracos de iguais dimensfes (50x10 cm), sendo um deles cercado por uma
parede de 40 cm de altura (braco fechado - BF), perpendicular aos outros 2
cercados apenas por uma aresta de 0,5 cm (BAs). Inicialmente, os animais
foram pré-expostos a um dos BAs do LTE por 30 minutos e, 24 horas depois
testados. A pré-exposicdo se mostrou necessaria dado que os resultados do
LTE para selecédo de possiveis drogas para serem utilizadas no tratamento do
TP s6 foram possiveis com o0 acréscimo desse novo procedimento. Esta
modificacao resultou na diminuicdo da laténcia de saida do BA, sugerindo que
com a pré-exposicdo o carater exploratério é diminuido, consequéncia da
habituacdo ao novo ambiente a que o animal foi submetido, ou seja, os animais
fogem do perigo e ndo apenas caminham em direcédo ao BF (TEIXEIRA et al.,
2000; POLTRONIERI et al., 2003; ZANGROSSI et al.; 2014). Os parametros
avaliados estédo descritos a seguir.

Esquiva inibitéria: os animais sdo colocados no BF e sdo realizadas 3
tentativas sucessivas (esquiva basal, esquiva inibitéria 1 e esquiva inibitoria 2)
nas quais se mede o tempo para 0s animais deixarem o BF (medida de acordo
com GRAEFF et al., 1993).

Fuga: trinta segundos apOs a esquiva inibitoria, os animais sao colocados na
extremidade de um dos BAs e sdo realizadas trés tentativas sucessivas, nas

quais se mede o tempo para o0s animais deixarem o BA (Fuga 1, 2 e 3).

Foi estipulado um tempo de permanéncia maxima no labirinto em cada
tentativa, tanto na esquiva inibitéria quanto na fuga, que correspondeu a 300 s.
Trinta segundos apds o teste no LTE, os animais foram colocados em um

campo aberto para avaliagéo da atividade locomotora por 5 minutos.
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As analises comportamentais foram realizadas por um experimentador treinado
e cego ao tratamento que cada animal recebeu.

Assim o0 que se espera de um farmaco ansiolitico seria uma reducdo da
laténcia da esquiva inibitéria no LTE, ja um farmaco panicolitico conduziria a
um aumento da laténcia de fuga no LTE, e isso foi observado em um estudo de
validagdo farmacoldgica, empregando o LTE e as drogas ansioliticas,
diazepam, buspirona e ritanserin, o qual mostrou um prejuizo da esquiva
inibitéria, sugerindo um efeito ansiolitico, sem alteracao na fuga. Porém neste
mesmo estudo, a imipramina, um antidepressivo triciclico, administrada
cronicamente, foi capaz reduzir a laténcia de fuga, sugerindo um efeito
panicolitico (TEXEIRA et.al., 2000).

Figura 4 - Foto ilustrativa do aparato utilizado para os testes do Labirinto em T Elevado (LTE).
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3.5.2 Campo Aberto (CA)

O campo aberto foi primeiramente descrito por Hall, em 1941, como uma arena
circular utilizada para testar as consequéncias de um novo ambiente sobre o

comportamento de ratos.

Este teste é utilizado principalmente para mensurar 0 comportamento
locomotor e exploratério em animais experimentais, uma vez que ha uma
facilidade para realizagao do registro comportamental. Neste caso, o animal se
locomove com o intuito de explorar um novo ambiente, e essa movimentacao é
mensurada, sendo, portanto um indicador de atividade exploratéria (HALL,
1941).

De acordo com estudo conduzido por Torrejais e colaboradores os modelos
experimentais LTE e CA mensuram diferentes aspectos comportamentais, uma
vez que, a locomocao central no CA pode ser considerada um indice de
ansiedade para avaliacdo do efeito de drogas ansioliticas, contudo a esquiva
no LTE n&o se correlaciona com a locomocédo central no CA, sugerindo que
estes dois modelos avaliam diferentes dimensdes comportamentais
(TORREJAIS et.al.; 2008). Assim faz-se necessaria a utilizacdo de outros
testes comportamentais, como o CA, além do LTE, pois, por exemplo, ao se
testar uma droga dita ansiolitica, a reducdo do tempo de laténcia no BF pode
ser devido a uma alteracdo da atividade locomotora, conduzindo a um

resultado falso-positivo.

O aparato utilizado neste teste consistiu em uma caixa quadrada de madeira
com piso branco de 1 m? de area. Este piso é delimitado por 4 paredes de 30
cm de altura que limitam a fuga. O teste no campo aberto foi executado 30
segundos apos o término da realizacdo do LTE com o mesmo animal. No teste
0s animais foram posicionados no centro do aparato e, durante 5 minutos,
puderam explora-lo livremente. Neste estudo utilizamos o software ANY-maze
versao 4.98 para Windows (Stoelting Company, Wood Dale, IL, EUA) o qual é
capaz de calcular a distancia percorrida pelo animal, assim como a velocidade
desenvolvida durante o teste. Os animais testados, de cor clara, foram

colocados contra o fundo negro da caixa e para melhor desempenho do
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programa, o sistema foi usado como padréo para sensibilidade de contraste

através do parametro “Highest sensitivity”.

Figura 5 - Foto ilustrativa do aparato utilizado para os testes do Campo Aberto (CA).

3.5.3 Estimulacao Elétrica da MCPD

O procedimento utilizado foi o descrito por Schenberg e colaboradores (2001).
As estimulacfes elétricas foram realizadas em uma arena de acrilico (BAS,
mod. MD 1500). Na parte superior da arena existe um conector elétrico
giratério de mercurio conectado ao estimulador , o qual gera uma corrente
senoidal e frequéncia constante. A corrente elétrica aplicada foi monitorada
através de um osciloscépio ligado ao aparelho estimulador. Um cabo flexivel
se encaixa ao eletrodo fixado ao cranio do animal, permitindo a passagem de
corrente elétrica para a MCPD. No sétimo dia apds a cirurgia foram iniciadas as
sessbes de estimulacao elétrica visando a determinacdo do limiar de fuga de
cada animal. Primeiramente, o cabo flexivel foi conectado ao eletrodo e o
animal foi colocado na arena por 10 minutos para adaptar-se as condi¢cfes
experimentais. Realizou-se uma triagem para determinacéo do limiar de fuga
(limiar aversivo), a qual foi iniciada com a apresentacdo de estimulos elétricos
de 5 pA, a uma frequéncia de 60 Hz. Os estimulos elétricos duraram 30
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segundos e foram intercalados por intervalos de 60 segundos, ap0s 0s quais
um novo estimulo foi aplicado ao animal até que este apresentasse as
respostas de galope e de salto, que melhor caracterizam o comportamento de
fuga. O limiar de fuga foi considerado como a menor intensidade de corrente
elétrica capaz de induzir a fuga. Nos casos em que nao foi observada a fuga
até a intensidade de corrente elétrica de 110 pA, o animal foi excluido do
experimento. Vinte quatro horas apo6s a triagem, a GAL ou salina foram
administrados no NDR e o limiar de fuga foi redeterminado 10 minutos apoés a
injecdo. Este tempo foi reduzido, uma vez que este experimento se mostrou
mais longo. Apesar desta alteragdo, os niveis de GAL ainda foram mantidos, ja
gue a meia-vida da GAL é de 100min (LAND et.al., 1991), assegurando assim
seu efeito. Para avaliacdo comportamental dos animais, foi utilizado um
etograma comportamental do rato, conforme descrito por Bittencourt et al.,

2005, o qual contém os itens comportamentais:

Dormir — Postura horizontal com olhos fechados e sem atividade olfativa, e com
relaxamento muscular indicado pelo rebaixamento do tronco, cabeca e pescoco

e pela flexdo dos membros.

Repouso — Postura horizontal com olhos abertos ou semi-abertos, atividade
olfativa reduzida e relaxamento muscular indicado pelo rebaixamento do tronco

e pela flexdo dos membros, e/ou rebaixamento da cabeca e pescoco.

Olfacdo — Jorros de atividade olfativa indicada pelo movimento do focinho e

vibrissas.

Esquadrinhar — Exploragdo visuo-motora do ambiente caracterizada por

movimentos laterais da cabeca, geralmente, acompanhados de olfag&o.

Autolimpeza — Postura ereta sobre as patas posteriores flexionadas (“rato
sentado”), acompanhada da manipulacdo repetitiva e seqiencial dos pélos da

cabeca, tronco e genitalias, usando as patas dianteiras ou a boca.
Levantar — Postura ereta com extensao das patas posteriores.

Marcha — Locomogéo lenta do animal com movimentos de apoio e balan¢co em

oposicao de fase das patas contralaterais.
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Exoftalmia — Abertura maxima dos olhos que assume a forma esférica e cor
brilhante, presumivelmente, devida a uma maior entrada de luz e protuséo do

globo ocular.

Imobilidade Tensa — Cessar brusco de todos os movimentos, exceto da
respiracdo, frequentemente acompanhado, da extensdo dos membros,
elevacdo do tronco, orelhas e pescoco e, as vezes, da cauda, indicando o

aumento do tbnus muscular.
Trote — Locomocao rapida do animal na arena mantendo o padrdo da marcha.

Galope — Locomocao muito rapida na arena, alternando movimentos de apoio e

projecdo dos membros anteriores e posteriores.
Saltos — Impulso vertical em direcdo a borda da arena.
Defecacéo — Eliminacéo de fezes.

Miccao — Eliminacéo de urina

Assim o que se espera de um farmaco panicolitico é que haja um aumento dos
limiares das respostas de fuga e o contrario € esperado para farmacos
panicogénicos. Nesse sentido, um estudo conduzido por Schenberg e Vargas
mostrou que o tratamento crénico com antidepressivos, como a clomipramina
aumenta os limiares de imobilidade, trote, galope, salto e micccao, efeito
interpretado como panicolitico (VARGAS & SCHENBERG, 2001).
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Figura 6 - Foto ilustrativa da arena utilizada na estimulacéo elétrica da MCPD

3.6 GRUPOS EXPERIMENTAIS E PROCEDIMENTOS

3.6.1 EXPERIMENTO 1 - Efeito do M617 intra-NDR, nas doses de 0,3; 1,0
e 3,0 nmol/0,2 uL, 20 minutos apds ainjecao, em ratos submetidos
ao LTE

Os animais foram divididos em 4 grupos: grupo controle, que recebeu salina
(grupo controle; n=13); e mais 3 grupos que receberam o0 agonista seletivo
para GALR1 em trés doses diferentes, M617 0,3 nmol/0,2 pL (n=12), M617 1,0
nmol/0,2 pL (n=12) e M617 3,0 nmoles/0,2puL (n=5) no NDR. Os animais foram
submetidos ao LTE 20 min apds a inje¢cdo do M617 ou salina.
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3.6.2 EXPERIMENTO 2 - Efeito do AR-M1896 intra-NDR, nas doses de 0,3;
1,0 e 3,0 nmol/0,2 pL, 20 minutos apds a injecdo, em ratos

submetidos ao LTE

Os animais foram divididos, inicialmente em 4 grupos: grupo controle, que
recebeu salina (grupo controle; n=11); e mais 3 grupos que receberam o
agonista seletivo para GALR2 em trés doses diferentes, AR-M1896 0,3
nmol/0,2 pL (n=8), AR-M1896 1,0 nmol/0,2 uL (n=9) e AR-M1896 3,0 nmol/0,2
uL (n=13) no NDR. Os animais foram submetidos ao LTE 20 min apés a

injecdo do AR-M1896 ou salina.

3.6.3 EXPERIMENTO 3 - Efeito do pré-tratamento, intra-NDR, com o
WAY100635, na dose de 0,18 nmol/0,2 uL, sobre a injecao do
agonista GALR2 no NDR de ratos submetidos ao LTE

Os animais foram divididos em 4 grupos: grupo controle, que recebeu
salina/salina (grupo controle; n=9); grupo controle que recebeu WAY/salina
(grupo controle;n=10); grupo que recebeu salina/AR-M1896 (n=11) e 0 grupo
que recebeu WAY/AR-M1896 (n=12), sendo que a dose do agonista GALR2 foi
de 3,0 nmoles/0,2 pL. A injecdo do antagonista foi realizada 10 min antes da
injecao do agonista ou salina.Os animais foram submetidos ao LTE 20 minutos

apo6s a ultima injecao.

3.6.4 EXPERIMENTO 4 - Efeito da GAL, intra-NDR, na dose de 0,3
nmol/0,2 uL, sobre os limiares das reacdes de defesa, 10 minutos
apds ainjecdo, em ratos submetidos a estimulacéo elétrica da
MCPD

Os animais foram divididos em 2 grupos: grupo controle, que recebeu salina
(grupo controle; n=13) e o grupo que recebeu GAL na dose de 0,3 nmol/0,2 pL
(n=12). Os animais foram submetidos a estimulagéo elétrica 10 min apds a

injecéo da GAL ou salina.

3.7 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram analisados com o programa de estatistica SPSS para
Windows (Versdo 20.0). Para avaliar o efeito do M617 e do AR-M1896 no

comportamento nas diferentes esquivas do LTE (medidas repetidas), assim
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como o efeito do pré-tratamento com o WAY100635, sobre a injecdo do AR-
M1896, foi empregada uma analise de variancia (ANOVA) de duas vias (fator
esquiva como medida repetida e fator tratamento). Nos casos em que ocorreu
efeito do tratamento ou interacdo entre o tratamento e a medida repetida, foi
realizada uma ANOVA de uma via seguida de teste post hoc de Dunnett ou
Tukey, para comparar os diferentes grupos tratados com o grupo controle ou
entre si para uma determinada esquiva (basal, esquiva 1 ou esquiva 2).0
comportamento de fuga do LTE e os dados do campo aberto foram analisados

através da ANOVA de uma via e teste post hoc de Dunnett.

As analises dos limiares das respostas individuais de defesa obtidas nas varias
estimulacdes da MCPD (triagem e teste) entre si para um mesmo grupo foram
realizadas por meio de ajuste logistico das frequéncias acumuladas de
resposta em funcdo dos logaritmos das intensidades de corrente, e
comparadas através de teste de coincidéncia por razdo de verossimilhancas
(chi-quadrado (x°) para os ajustes logisticos significantes). Foi empregado teste
t para amostras independentes, para a comparacao entre o grupo controle e
grupo que recebeu a GAL, utilizando a diferenca percentual, antes e apos a
microinfusdo de GAL ou salina. O nivel de significancia considerado foi de
p<0,05. Os dados foram representados como Iso (intensidade mediana) + erro
padrao (EP).
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4. RESULTADOS

As figuras 7 e 8 representam os sitios de injecdo no NDR e na MCPD. Animais

que tiveram a injecao fora destas regides foram excluidos da analise.
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Figura 7 - No lado esquerdo estd localizada uma fotomicrografia de um sitio de inje¢cdo no
NDR. A direita da figura esta representado o plano relativo a essa regido no Atlas de Paxinos e
Watson (2007).
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Figura 8 - No lado esquerdo esta localizada uma fotomicrografia de um eletrodo inserido na
MCPD. A direita da figura esta representado o plano relativo a essa regido no Atlas de Paxinos
e Watson (2007).
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As figuras 9 e 10 representam os sitios de injecdo no NDR e de estimulac&o

elétrica da MCPD, respectivamente, dos animais testados no presente estudo.

1A 1,08 mm IA0,96 mm

Figura 9 - Representacdo esquematica de cortes coronais de cérebros de ratos (Paxinos e
Watson,2007), mostrando os sitios de inje¢do no NDR dos animais testados nos experimentos
1, 2,3 e 4. Devido as sobreposi¢bes, o numero de pontos representados € menor do que o
nuamero de animais tratados (eM617,Yy AR-M1896, @GAL ). Os circulos abertos (o) representam

insercdes fora do NDR.



50

Al 2.16 Al 2,04
° °
[ ] [
o ®
Al 1.92 Al 1.80
o o “ %9
o 4

Figura 10 - Representacdo esquematica de cortes coronais de cérebros de ratos (Paxinos e
Watson,2007), mostrando os sitios de injecdo na MCP dos animais testados no experimento 4.
Devido as sobreposi¢ces, o nimero de pontos representados é menor do que o numero de
animais submetidos a estimulagéo elétrica. Os circulos abertos (o) representam insergdes fora

da MCPD.
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4.1 Experimento 1

Os resultados da injecdo do M617 no NDR nas doses de 0,3; 1,0 e 3,0
nmoles/0,2 yL sdo mostrados na figura 11. A ANOVA de medidas repetidas
revelou que ocorreu aprendizado da esquiva inibitoria durante o teste (F(,39) =
37,40; p <0, 0001) e mostrou um efeito estatisticamente significante da
interagao tratamento x esquiva (F40) = 3,78; p = 0, 018) e do tratamento (F(3 40
= 3,35; p = 0,028). A ANOVA de uma via mostrou que o tratamento com M617
afetou a esquiva inibitoria 2 (Fz a0 = 4,07; p = 0,013), mas ndo a esquiva
inibitéria 1 (F(z40) = 1,30; p = 0,286). A analise post hoc revelou que 0 M617 nas
doses de 1,0 e 3,0nmoles facilitou a esquiva inibitéria 2 se comparado com o
grupo salina (Teste de Dunnett, p = 0,025 e p=0,010, respectivamente).

Uma ANOVA de uma via revelou que o tratamento com M617 ndo afetou as
trés tentativas de fuga no LTE (Fuga 1: F(z 40 = 0,154; p = 0,927; Fuga 2: F(3.40)
=0,352; p=0,788; Fuga 3: Fz3 40 = 1,020; p = 0,394).

A tabela 1 mostra que o tratamento com M617 nas doses de 0,3; 1,0 e 3,0
nmoles ndo alterou a atividade locomotora dos animais se comparado com 0
grupo salina (F40) = 0,892; p = 0,454)
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Figura 11 - Laténcia na Esquiva Inibitéria (A) ou fuga (B) de ratos tratados com M617
nas doses de 0,3nmol (n=12) ou 1,0nmol (n=12) ou 3nmoles (n=7) ou salina (n=13) 20
minutos antes de serem submetidos ao LTE. Dados representam a média + EPM. *
p<0,05 quando comparado com o grupo salina na respectiva esquiva (ANOVA de uma

via seguida de teste de Dunnett).
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Tabela 1. Distancia percorrida no CA (em m) de ratos tratados com salina
(n=13) ou M617 nas doses de 0,3nmol (h=12) ou 1,0nmol (n=12) ou 3,0nmoles
(n=5) intra-NDR 20 minutos antes de serem submetidos ao LTE e

imediatamente apds colocados no campo aberto.

Tratamento Distancia Percorrida (m) *
Salina (n=13) 18,70 + 2,86
M617 0,3nmol (h=12) 13,57 + 2,48
M617 1,0nmol (n=12) 18,62 + 3,11
M617 3,0nmol (n=7) 13,98 + 3,72

*Dados representados como média + EPM

4.2 Experimento 2

Os resultados da injecdo do AR-M1896 no NDR nas doses de 0,3; 1,0 e 3,0
nmoles/0,2 uL sdo mostrados na figura 12. A ANOVA de medidas repetidas
revelou que ocorreu aprendizado da esquiva inibitéria durante o teste (F,36) =
27,93; p <0,0001) e mostrou um efeito estatisticamente significante da
interagdo tratamento x esquiva (F@ 37 = 7,00; p = 0,001). Nao foi observado
efeito estatisticamente significante do tratamento (Fi 37 = 1,76; p = 0,172). A
ANOVA de uma via mostrou que o tratamento com AR-M1896 afetou a esquiva
inibitéria 2 (Fss7 = 4,99; p = 0,005), mas néo a esquiva inibitoria 1 (Fa7) =
0,81; p = 0,495).

A andlise post hoc revelou que o AR-M1896 na dose de 3,0nmoles prejudicou a
esquiva inibitéria 2 se comparado com o grupo salina (Teste de Dunnett, p =
0,036).

Uma ANOVA de uma via revelou que o tratamento com AR-M1896 néo afetou
as trés tentativas de fuga no LTE (Fuga 1: Fzs7) = 0,14; p = 0,937; Fuga 2:
Fean =0,29; p = 0,828; Fuga 3: Fiz 37y = 0,43; p = 0,733).

A tabela 2 mostra que o tratamento com AR-M1896 nas doses de 0,3; 1,0 e 3,0
nmoles néo alterou a atividade locomotora dos animais se comparado com o

grupo salina (F 37 = 1,54; p = 0,220).
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Figura 12 - Laténcia na Esquiva Inibitéria (A) ou fuga (B) de ratos tratados com AR-
M1896 nas doses de 0,3nmol (n=8) ou 1,0nmol (n=9) ou 3,0nmoles (n=13) ou salina
(n=11) 20 minutos antes de serem submetidos ao LTE. Dados representam a média +
EPM. * p<0,05 quando comparado com o grupo salina na respectiva esquiva (ANOVA

de uma via seguida de teste de Dunnett)
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Tabela 2. Distancia percorrida no CA (em m) de ratos tratados com salina
(n=11) ou AR-M1896 nas doses de 0,3nmoles (n=8) ou 1,0nmol (n=9) ou
3,0nmoles (n=13) no NDR 20 minutos antes de serem submetidos ao LTE e

imediatamente apds colocados no campo aberto.

Tratamento Distancia Percorrida (m) *
Salina (n=11) 11,10 + 2,05
AR-M1896 0,3nmol (n=8) 18,99 + 5,46
AR-M1896 1,0nmol (n=9) 15,21 + 2,48
AR-M1896 3,0nmol (n=13) 18,65 + 2,38

*Dados representados como média + EPM

4.3 Experimento 3

Os resultados do pré-tratamento com o WAY100635, na dose de 0,18 nmol/0,2
pL, sobre a injecdo do agonista GALR2, AR-M1896, na dose de 3,0 nmoles/0,2
puL no NDR sdo mostrados na figura 13. A ANOVA de medidas repetidas
revelou que ocorreu aprendizado da esquiva inibitéria durante o teste (F,42) =
30,77; p <0,0001) e mostrou um efeito estatisticamente significante da
interagdo tratamento x esquiva (F@a3 = 3,06; p = 0,038). Nao foi observado
efeito estatisticamente significante do tratamento (Fi43 = 2,60; p = 0,064). A
ANOVA de uma via mostrou que o tratamento afetou a esquiva inibitoria 2
(Fea3 = 3,56; p = 0,022), mas ndo a esquiva inibitoria 1 (Fza3 = 0,75; p =
0,526).

A analise post hoc, empregando o Teste de Tukey, revelou que o AR-M1896
induziu efeito ansiolitico quando comparado com o controle salina/salina
(p=0,018). O pre-tratamento com o WAY100635, per se, na dose de 0,18
nmol/0,2 pL ndo alterou o comportamento dos animais (p=0,823 comparado
com salina/salina). Mas foi capaz de atenuar o efeito ansiolitico do agonista
GALR2 AR-M1896 na dose de 3,0nmoles, na esquiva inibitoria 2, uma vez que

nao houve diferenca entre o grupo salina/salina e WAY/AR-M1896 (p=0,746).
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Entretanto ndo houve diferenca estatisticamente significante entre o grupo
salina/AR-M1896 e WAY/AR-M1896 (p=0,117).

Uma ANOVA de uma via revelou que o pré-tratamento com o WAY100635,
sobre a injecdo do AR-M1896 ndo afetou as trés tentativas de fuga no LTE
(Fuga 1: Fz43) = 1,16; p = 0,335; Fuga 2: F343 = 1,38; p = 0,261; Fuga 3: F(343
=0,61; p =0,615).

A tabela 3 mostra que o pré-tratamento com o WAY100635 nos animais que
receberam AR-M1896 na dose de 3,0 nmoles n&o alterou a atividade
locomotora dos animais se comparado com os grupos controle (F s = 1,02; p
=0,394).



57

salina/salina
E3 WAY/salina
B salina/AR-M1896

A [ WAY/AR-M1896

300~

'!2' 200-
8
o
c
ﬁ

© 100-
-

0- _ o=
Esquiva Esquiva Esquiva
Basal Inibitéria1 Inibitoria 2

601

Qf 404
Ig
O
c
«@
el
[}
-

Figura 13 - Efeito do pré-tratamento com WAY100635 sobre o efeito ansiolitico do
AR-M1896 no NDR de ratos na laténcia da esquiva inibitéria (A) ou fuga (B) no LTE.
Grupos: salina/salina = 10; WAY 0,18nmoles/salina = 11; sal/AR-M1896 3,0nmoles =
12 e WAY 0,18nmoles/AR-M1896 3,0nmoles = 14. Dados representam a média +
EPM. * p<0,05 quando comparado o grupo salina/AR-M1896 com o grupo salina/salina

na respectiva esquiva (ANOVA de uma via seguida de teste de Tukey)
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Tabela 3. Distancia percorrida no CA (em m) de ratos tratados com
salina/salina (n=10) ou salina/AR-M1896 3,0nmoles (n=12) ou WAY
0,18nmoles/AR-M1896 3,0nmoles (n=14) ou WAY 0,18nmoles/salina (n=11) no

NDR e submetidos ao LTE e imediatamente ap0s ao campo aberto.

Tratamento Distancia Percorrida (m) *
Salina/Salina (n=10) 16,06 + 2,81
Salina/AR-M1896 (n=12) 20,25 + 3,10
WAY/AR-M1896 (n=14) 19,63 + 3,11
WAY/Salina (n=11) 13,80 + 1,65

*Dados representados como média + EPM
4.4 Experimento 4

Os resultados da injecdo da GAL no NDR na dose 0,3nmol/0,2 uL em animais
submetidos a estimulacdo elétrica da MCPD s&o mostrados nas figuras 14 e
15. O teste de verossimilhanca para coincidéncia revelou que o tratamento com
a GAL na dose de 0,3nmol/0,2 uL elevou discretamente, mas significativamente
os limiares de imobilidade (x>= 6,8; 2 g.l.; p= 0,033), salto (x°= 9,7; 2 g.l.; p=
0,007) e trote (x’= 14,1; 2 g.l.; p= 0,0009) e ndo afetou os limiares de
exoftalmia (x°= 4,4; 2 g.l.; p= 0,112), e galope (X*= 3,9; 1 g.l.; p= 0,139),
induzidos pela estimulacdo elétrica quando comparado com os limiares da
triagem O procedimento de microinfusdo de salina no NDR n&o alterou os
limiares de salto (x°= 1,2; 2 g.l.; p= 0,548), trote (x*= 0,08; 2 g.l.; p= 0,961),
exoftalmia (X°= 2,1; 2 g.l; p= 0,349), galope (x’= 3,4; 2 g.l.; p= 0,178) e
imobilidade ( x?= 0,22; 2 g.l.; p= 0,895) quando comparado com os limiares da
triagem. O teste t para amostras independentes revelou que o tratamento com
a GAL na dose de 0,3nmol/0,2 uL elevou significativamente os limiares de
imobilidade (p<0,0001), salto (p= 0,0012) e trote (p<0,0001) e ndo afetou os
limiares de exoftalmia (p= 0,730) e galope (p=0,465), induzidos pela
estimulacdo elétrica quando comparado o grupo controle com aquele que
recebeu a GAL. A diferenca percentual, antes e apos a microinfusdo de GAL foi
de 8,3% na imobilidade, 11,1% no salto e 12,8% no trote e nos animais

tratados com salina foi de 0,2% na imobilidade, - 7,7% no salto e 1,3% no trote.
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A diferenca no numero de animais em cada grupo se deve a alguns animais

exibirem todas as reagdes de fuga e outros ndo. Assim, Aimobilidade: sal (n =
13) e GAL (n=12), Aexoftalmia: sal (n=13) e GAL (n =12), Atrote: sal (n =11) e
GAL (n=12), Agalope: sal (n=4) e GAL (n=3), Asalto: sal (n =8) e GAL (n=11).
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Figura 14 - Limiares de fuga induzidos pela estimulacao elétrica da MCPD de ratos

tratados com salina (n=13) e GAL 0,3nmol (n=12) intra-NDR. Dados representam a

Iso+ EP (%). * p < 0,05 quando comparado antes e depois da administracdo de salina

ou GAL (chi-quadrado (x°) para os ajustes logisticos significantes) e # p < 0,05 quando

comparado o grupo salina com o grupo GAL ( Teste t para amostras independentes).
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5. DISCUSSAO

O M617 intra-NDR foi capaz de alterar o comportamento dos animais no LTE.
O agonista GALR1, nas doses de 1,0 e 3,0nmoles facilitou o comportamento de
esquiva, ou seja, induziu efeito ansiogénico. J& o AR-M1896, agonista GALR2,
na dose de 3,0 nmoles prejudicou 0 mesmo comportamento, efeito interpretado
como ansiolitico. Esses resultados sdo contrarios a nossa hipétese inicial. Além
disso, nédo foi observado efeito panicogénico com o M617 e efeito panicolitico
com o AR-M1896, uma vez que o tratamento com ambos o0s agonistas nas
diferentes doses néo afetou as trés tentativas de fuga no LTE.

Os efeitos observados parecem néo ser inespecificos, uma vez que as doses
administradas para ambos o0s agonistas ndo alteraram a distancia total
percorrida no campo aberto quando comparado com o grupo controle, ou seja,
os efeitos observados se devem a administracdo do M617 e do AR-M1896 e

nao apenas a uma alteracao na atividade locomotora dos animais.

N&o podemos descartar a possibilidade de que o efeito do tipo ansiogénico
com a administracdo do M617 possa ter sido observado devido a uma reducéo
dos tempos de laténcia nas esquivas do grupo controle. Por outro lado, embora
as laténcias desse grupo controle tenham sido menores do que nos outros
experimentos, houve aprendizado da esquiva. Além disso, tivemos o cuidado
de utilizar animais sempre mantidos nas mesmas condicdes ambientais e testar
sempre 0s quatro grupos experimentais (salina e M617 nas doses de 0,3; 1,0 e
3,0nmoles/0,2 L) em cada dia de experimento.

Outra possibilidade seria a perda da seletividade pelos subtipos de receptores
de GAL. Entretanto, a constante de inibicdo, Ki, do M617 para GALR1 € de
0,23nM, enquanto para GALR2 é 5,7nM (LUNDSTROM et al., 2005b). Dessa
forma, é pouco provavel que o M617, nas doses testadas, tenha ativado
também o GALR2. A relacdo de afinidade GALR1/GALR?2 inversa ocorre com 0
AR-M1896, que tem um Ki muito baixo para GALR2 comparado com aquele
para GALR1. Embora o AR-M1896 também tenha afinidade por GALR3, ainda
que menor que a afinidade por GALR2, a expressdo de GALR3 é restrita

apenas a regibes como o hipotalamo e amigdala (LIU et al., 2001; LIU et al.,
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2005; MAZARATI et al.,, 2006; WATERS & KRAUSE,2000; SMITH, 1998).
Também foi verificada uma baixa expressdo do receptor GALR3 no NDR
(MENNICKEN et al., 2002).

Alguns estudos apdiam a nossa idéia inicial de que a ativacdo de GALR1
induziria efeito tipo-ansiolitico e a ativacdo de GALR2 induziria efeito tipo-
ansiogénico através da modulacdo serotoninérgica de neurénios partindo do
NDR para estruturas limbicas, com consequente reducdo da concentracdo de
5-HT nestas estruturas. Por exemplo, um estudo de microdialise demonstrou
que a infusdo i.c.v de GAL leva a uma reducdo da liberacdo de 5-HT no
hipocampo ventral, no cortex pré-frontal medial e na amigdala central, o que
estaria correlacionado com uma maior densidade de terminais e receptores
galaninérgicos nestas estruturas (YOSHITAKE et al., 2014). Mazarati e
colaboradores (2005) também mostraram que a infusdo de um agonista
galaninérgico nao-seletivo diretamente no NDR leva a uma reducdo da
concentracdo de 5-HT nesta estrutura e no hipocampo. Ja com a infusdo de um
agonista GALR2, também no NDR, observou-se uma elevacdo na
concentragdo de 5-HT nas mesmas estruturas (MAZARATI et al., 2005).
Também a ativacdo de GALRL1 pela GAL, no NDR, diminui a taxa de disparo
dos neurénios serotoninérgicos no NDR (PIERIBONE et al., 1998).

Visto que os resultados obtidos nesse estudo sdo contrarios a nossa hipotese
inicial, a formacdo de complexos heterorreceptores GALR1/GALR2 poderia
explicar nossos achados. Nesse sentido, foi observada a formagédo dos
complexos de heteroreceptores GALR1/GALR2 em in vitro em células
HEK?293T transfectadas com os genes dos receptores de GAL e em ex vivo na
formacdo hipocampal e nos nucleos dorsal e mediano da rafe. Além disso, o
fragmento GAL(1-15) quando comparado com o fragmento GAL(1-29), ativou
preferencialmente o protdmero GALR1 e falhou em ativar GALR2, e ainda foi
mais potente em inibir a atividade da sinalizagdo via proteina Gi/O e fator de
transcricdo CREB. A inibicdo de CREB pelos fragmentos foi completamente
abolida pelo antagonista ndo-seletivo M35. Ja o fragmento GAL (1-29) ativou
preferencialmente GALR2 com marcado aumento da sinalizagdo via proteina
Gg/11 (BORROTO-ESCUELA et al., 2014).
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Mais um estudo abordou a existéncia dos complexos de heterorreceptores.
Neste caso foi avaliado o efeito do fragmento N-terminal GAL (1-15) na
ansiedade e depressédo em ratos submetidos aos testes comportamentais do
campo aberto, nado for¢cado, suspensdo da cauda e teste de exploracéo
claro/escuro. Todos os testes comportamentais revelaram um efeito do tipo
depressivo e ansiogénico mais significante do fragmento GAL (1-15), se
comparado com a GAL. Além disso, a presenca dos complexos de
heterorreceptores foi analisada através de ensaio de proximidade de ligacao
entre 0s receptores. Este teste mostrou uma grande proximidade dos
receptores GALR1 e GALR2 no NDR e no hipocampo dorsal, o que indica a
formacdo dos complexos heterorreceptores. O envolvimento do receptor
GALR2 com os efeitos do fragmento GAL (1-15) foi avaliado por meio do
antagonista GALR2, M871 e por “knockdown” para o receptor GALR2, e o
envolvimento do receptor GALRL1 foi avaliado através de “knockdown” para o
receptor GALR1. Neste caso, tanto o tratamento prévio com o antagonista
M871 quanto o “knockdown” para GALR1 quanto para GALR2 foram capazes
de bloquear os efeitos comportamentais observados com o fragmento GAL(1-
15) administrado i.c.v.. Técnicas de imunohistoquimica revelaram a presenca
de receptores GALR1 e GALR2 em células da rafe, além dos aglomerados
indicativos de complexos heterorreceptores, sendo, portanto essas células
possiveis alvos para o fragmento GAL (1-15) (MILLON et al., 2014).

Outro estudo revelou que concentragcdes nanomolares de GAL poderiam ativar
heterorreceptores GALR1/5-HT;a e levar a uma redugdo da afinidade de
receptores 5-HT1a, somatodendriticos, pela 5-HT (BORROTO-ESCUELA et al.,
2010).

Diante do exposto acima, uma hipotese para explicar os resultados obtidos no
presente trabalho seria de que a formacdo de complexos heterorreceptores de
GAL poderia estar interferindo na liberacdo de 5-HT em estruturas como
amigdala e hipocampo, por exemplo. Assim, a ativacdo do receptor GALR1, o
qual apresenta um mecanismo de transducao inibitério, levaria a uma reducao
da afinidade da 5-HT pelo receptor 5-HT14 Nno NDR. Consequentemente, iSso
conduziria a um aumento da liberacdo de 5-HT em estruturas como amigdala e

hipocampo, o que explicaria o efeito do tipo ansiogénico observado com a
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administracdo do agonista GALR1, o M617. Ao contrario, a ativacdo do
receptor GALR2 levaria a um aumento da afinidade da 5-HT pelo receptor 5-
HT:a Nno NDR. Isso levaria a uma reducao da liberagéo de 5-HT em estruturas
limbicas e explicaria o efeito do tipo ansiolitico observado com a administracao
do agonista GALR2, 0 AR-M1896 no teste do LTE.

NDR
GALR2/GALRI ) éﬂ AMIGDALA
5-HT1A J \ HIPOCAMPO
M .
AFINIDADE 5.HT EFEITO ANSIOGENICO
5-HT (M617)
TAFINIDADE 5-HT EFEITO ANSIOLITICO
5-HT v (AR-M1896)

Figura 15 — Desenho esquemético sobre a hipétese da formagdo de complexos
heterorreceptores GALR1/GALR2/5-HT1A.

De fato, a administragéo i.c.v. de GAL reduziu a afinidade dos receptores 5-
HT1a no NDR (Razani et al, 2000). Entretanto, nesse estudo néo foi identificado

o receptor galaninérgico envolvido nesse efeito.

Um estudo anterior também mostrou uma interagcdo molecular e funcional entre
a GAL e o receptor 5-HT14 (KEHR et al., 2002). Eles observaram que a GAL
em dose baixa, administrada i.c.v., 2 horas antes, atenuou a inibicdo da
liberacdo de 5-HT no hipocampo induzida pela administracédo sistémica de 8-
OH-DPAT, um agonista 5-HT1a. Eles também observaram que uma dose alta
de GAL i.c.v. atenuou a hipotermia induzida pelo agonista 5-HT4 (KEHR et al.,
2002).
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Alguns estudos sugerem que a reducdo de 5-HT ou a falta de ativacdo de
subtipos dos seus receptores no hipocampo ventral poderia estar mediando um
efeito ansiolitico. Nesse sentido, a administracdo de um antagonista seletivo
dos receptores 5-HT1a, WAY-100635, no hipocampo ventral, produz um efeito
tipo-ansiolitico em camundongos expostos ao LCE, indicando um papel
importante destes receptores na modulacdo da ansiedade em camundongos
submetidos ao LCE (NUNES-DE-SOUZA et al., 2002).

Assim como mencionado anteriormente, para testar a hipotese de que os
efeitos dos ligantes galaninérgicos na ansiedade mediada pelo NDR dependem
da liberacdo de 5-HT e da ativacdo dos receptores 5-HTia, realizamos um
experimento no qual foi administrado, intra-NDR, o antagonista 5-HTia, O
WAY100635, para verificarmos se 0 mesmo seria capaz de bloquear o efeito
ansiolitico do agonista GALR2, o AR-M1896 nos animais submetidos ao LTE.
Nesse experimento, foi novamente observado o efeito ansiolitico do AR-M1896.
Ja a administracao prévia do WAY100635, em uma dose que por si ndo induz
efeito, foi capaz apenas de atenuar esse efeito ansiolitico do agonista GALR2,
uma vez que nao houve diferenca estatisticamente significante entre o grupo
salina/AR-M1896 e WAY/AR-M1896. Isso fortalece a hipétese de que o efeito
observado com o AR-M1896 se relaciona com a liberagédo de 5-HT e com a
ativacdo de receptores 5-HTia Vale ressaltar que a distancia total percorrida
pelos animais no campo aberto ndo foi alterada quando comparado com 0s
grupos controle, ou seja, os efeitos observados parecem néo ser inespecificos,
portanto, o efeito observado se deve a administracdo do AR-M1896 e néo

apenas a uma alteracdo na atividade locomotora dos animais.

Considerando que estudos iniciais em nosso laboratorio observaram efeito
ansiolitico da GAL injetada no NDR (SILOTE et al, 2013), enquanto que no
presente trabalho a ativacdo de GALR1 induziu efeito ansiogénico e a ativacao
de GALR2 induziu efeito ansiolitico no mesmo protocolo experimental, outra
hipétese para conciliar tais resultados seria a possibilidade dos receptores para
GAL ativados nédo estarem localizados em neurdnios serotoninérgicos do NDR.
De fato, foi identificada a presenca de receptores GALR1, GALR2 (MELANDER
et al., 1988) e 5-HT1a (KIRBY et al., 2003) em interneurbnios gabaérgicos, os

quais poderiam exercer uma acao inibitéria sobre projecdes serotoninérgicas
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partindo do NDR e chegando até o hipocampo ou amigdala, por exemplo.
Dessa forma, a ativacao de receptores GALR1, um subtipo de receptor que
apresenta mecanismo de transducdo inibitério, conduziria a inibicdo de
interneurdnios gabaérgicos, com consequente aumento da liberacdo de 5-HT
em areas como o hipocampo ou amigdala, o que poderia explicar o efeito tipo-
ansiogénico observado com o M617. Da mesma forma, a ativacdo de
receptores GALR2, um subtipo de receptor que apresenta mecanismo de
transducdo excitatério, conduziria a ativacdo de interneurénios gabaérgicos,
com consequente reducdo da liberacdo de 5-HT, nas mesmas areas citadas
anteriormente, o que poderia explicar o efeito tipo-ansiolitico observado com o
AR-M1896.

l AGONISTA GAL

NDR
GalR1

Interngun_i\nio ABA 5- 1A ] 4 T AM iG DALA
Gabaérgico -

cadan J \ HIPOCAMPO

\l; 5-HT EFEITO ANSIOLITICO

(AR-M1896)
T 5-HT EFEITO ANSIOGENICO
(M617)

Figura 16 — Desenho esquematico sobre a hipétese da liberacdo de 5-HT via

regulagéo da neurotransmissao gabaérgica por parte dos receptores GALR1 e GALR2.

Consistente com os resultados encontrados, um estudo avaliou o efeito de um
agonista galaninérgico ndo-seletivo e um agonista preferencial GALR2 sobre as
propriedades eletrofisiologicas e potenciais pos-sinapticos inibitorios (PPSIs)
gabaérgicos, em relacdo a neurbnios serotoninérgicos no NDR (SHARKEY et
al., 2008). Nesse estudo, ambos o0s agonistas foram capazes de reduzir a
amplitude dos PPSIs na maioria dos neurdnios testados no NDR, sugerindo
uma regulacdo da transmissdo gabaérgica por parte de GALR1 e GALR2,

sendo que o mecanismo pelo qual essa transmissédo é alterada depende do
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subtipo de receptor que estd sendo ativado. Além disso, 0 agonista nao-
seletivo foi capaz de elevar a facilitacdo por pulso pareado (PPF), um
fendbmeno pré-sinaptico, nos neurénios gabaérgicos do NDR (SHARKEY et al.,
2008). Assim, a GAL poderia estar agindo pré-sinapticamente, levando a uma
reducdo da liberacdo de GABA e, consequentemente, a um aumento da

liberacdo de 5-HT em estruturas limbicas responséveis pelo efeito ansiogénico.

Também um estudo conduzido por Bajo e colaboradores (2012) sugeriu esta
modulacdo do sistema gabaérgico por parte da GAL. Nesse estudo, foi
avaliada a acdo da GAL com a utilizacdo de camundongos nocaute para 0S
receptores GALR1 ou GALR2 ou nocautes para ambos e um antagonista
GALR3, SNAP 37889. Além disso, foram avaliadas respostas a administracao
do etanol na neurotransmissdo gabaérgica na amigdala central. A GAL
apresentou um comportamento dual, ora aumentando, ora reduzindo o PPSI
gabaérgico. Com a administracdo simultdnea do etanol, o qual promove um
aumento dos PPISs, observou-se uma potencializacdo na amplitude destes
potenciais naqueles neurbénios da amigdala central que ja haviam apresentado
um maior potencial. Ja nos neurdnios que apresentaram um menor potencial, a
GAL atenuou o efeito do etanol sobre os PPISs (BAJO et al., 2012).

Complementando os demais estudos, Rajarao e colaboradores (2007) também
sugeriu a influéncia da GAL na neurotransmissao gabaérgica. Foi utilizado o
Galnon, um agonista galaninérgico nao-seletivo, para avaliar o papel da GAL
na modulacdo da ansiedade e depressdo, com o auxilio dos testes
comportamentais, teste das quatro placas, labirinto em zero elevado, teste do
nado forcado e teste de suspensdo da cauda. Assim, tanto o Galnon,
administrado intraperitonealmente, quanto a GAL, i.c.v, apresentaram um efeito
ansiolitico de maneira dose dependente. Este efeito foi bloqueado pela
administracdo central do M35, um antagonista galaninérgico nao-seletivo. No
caso especifico do Galnon, a administracdo de um antagonista BZD, o
flumazenil, reverteu os efeitos observados, sugerindo a participacdo da
neurotransmissédo gabaérgica. Consistente com estes achados, estudo de
microdialise in vivo, mostrou a elevagdo de GABA na amigdala, ap6s o
tratamento agudo com o Galnon. Contudo nem o Galnhon, nem a GAL

apresentaram efeito sobre a depressdo (RAJARAO et.al., 2007).
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Dessa forma, € possivel que o efeito ansiolitico da GAL (SILOTE et al, 2013),
observado em dose baixa, seja devido a ativacao principalmente de GALR2,
que levaria a um aumento da liberagcdo de GABA, e, consequentemente,
reducdo da liberacdo de 5-HT em areas como o hipocampo e amigdala. Essa

hipotese precisara ser testada experimentalmente.

Por outro lado, os efeitos panicogénico e panicolitico esperados pela
administragdao do M617 e do AR-M1896, respectivamente, ndo foram
observados. Uma das limitacdes do modelo utilizado, ou seja, o LTE, é que a
fuga (laténcia para deixar o braco aberto) normalmente ocorre em poucos
segundos, de forma que detectar o efeito panicogénico (menor laténcia de
fuga) pode ser dificil. Para tanto, o presente estudo propds a utilizacdo do
modelo de estimulacdo elétrica da MCPD, um modelo experimental de panico
aparentemente mais sensivel a deteccdo do efeito panicolitico/panicogénico
(SCHENBERG et al., 2001; BERTOGLIO et al, 2007).

Conforme pode ser observado nos resultados, o tratamento com a GAL, na
dose de 0,3nmol, aumentou os limiares de salto e trote induzidos na
estimulacdo elétrica, ou seja, ndao foi observado o efeito panicogénico

inicialmente esperado, mas um efeito panicolitico.

Em relacdo ao efeito da GAL no TP, um estudo sugeriu um possivel papel da
GAL na patogénese desse transtorno de ansiedade, uma vez que foi revelada
uma relacéo entre os sintomas/severidade do TP em mulheres e variagcdes no
gene da GAL, com influéncia na patofisiologia da ansiedade e depressao por
uma acao estrégeno-dependente (UNSCHULD et.al., 2008)

Estudo realizado por Spiacci e colaboradores (2012) revelou a marcagao da
proteina Fos, um marcador para avaliacdo da atividade neuronial, nas colunas
dorsomedial e dorsolateral da MCP apenas em animais que foram submetidos
a tarefa de fuga no LTE. Ja nos animais submetidos a tarefa de esquiva
inibitéria no mesmo aparato, ndo foi observada marcacdo de neurdnios
positivos para Fos na mesma estrutura, para tanto este estudo sugere o
recrutamento da MCP no péanico. Além disso, eles observaram, através de co-

localizacdo Fos e triptofano-hidroxilase, a ativacdo de neurdnios nao
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serotoninérgicos nas “asas laterais” do NDR e na coluna ventrolateral da MCP
em animais expostos a tarefa de fuga do LTE, relacionada com o pénico. Por
outro lado, eles descreveram a ativagdo de neurdnios serotoninérgicos nas
por¢cdes médio-caudal e caudal do NDR em animais submetidos a tarefa de
esquiva, relacionada a ansiedade. Este estudo n&o foi conclusivo quanto a
identificagdo neuroquimica dos neurbnios n&o-serotoninérgicos ativados em
resposta a fuga. (SPIACCI et al.,, 2012). Porém, estudo imunohistoquimico,
conduzido por Calizo e colaboradores (2011), revelou que as “asas laterais” do
NDR e a coluna ventrolateral da MCP séo regides ricas em neurdnios
gabaérgicos (CALIZO et. al., 2011). Nesse sentido, uma explicacdo para os
resultados obtidos seria de que a GAL, intra-NDR poderia ter ativado seus
receptores, provavelmente GALR1 pré-sindptico, nos interneurbnios
gabaérgicos, reduzindo a liberacdo de GABA e, consequentemente, seu efeito
inibitérios sobre os neurdnios serotoninérgicos. Assim, a ativacdo de GALR1,
pela GAL, levaria indiretamente a um aumento da liberagéo de 5-HT na MCP, o

gue conduziria ao efeito panicolitico observado.

NDR l GAL

nterneurdnio 5- /
IGtabalérgico GABA 1A MCP

GABA-A \

EFEITO
‘l' GABA T >-HT PANICOLITICO

Figura 17 — Desenho esquematico sobre a hipotese da ativacao de receptores GALR1

pré-sinapticos nos interneurdnios gabaérgicos.

Estudo empregando a administragdo de um marcador fluorescente na MCP
investigou a marcagdo retrograda no NDR. A fluorescéncia foi visualizada
principalmente nas “asas laterais” e na por¢ao dorsal do NDR de forma
ipsilateral (STEZHKA & LOVICK, 1997).
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Com o intuito de garantir a difusdo da GAL para todos 0s grupos de neurdnios
do NDR, no presente trabalho a insercdo da canula foi direcionada para a
porcdo central do NDR. Porém, a estimulacdo elétrica foi realizada
contralateralmente na MCPD, ou seja, é possivel que a GAL injetada no NDR
nao tenha afetado amplamente os neurdnios das “asas laterais” desse nucleo,
de forma que as alteracOes as reacOes de fuga induzidas pela estimulac&o
elétrica da MCPD néo foram tdo marcantes. O ideal seria que a insercédo da
canula e do eletrodo fosse realizada no mesmo hemisfério cerebral, porém

tecnicamente isso seria inviavel.

Outra limitacédo do presente estudo foi a administracéo de apenas uma dose da
GAL, o que pode ter impedido a observacéo do efeito panicogénico esperado

em doses mais altas.

Por outro lado, estudos anteriores em nosso laboratorio também revelaram que
a GAL, administrada intra-MCPD, prejudicou a tarefa de esquiva, mas néo a
fuga no LTE (SOARES et, al.,2014), sugerindo a participacdo deste

neuropeptideo principalmente no TAG.

Assim, nossos resultados mostram que a injecdo do agonista GALR1, o M617,
no NDR facilitou a esquiva inibitéria, nas doses de 1,0 e 3,0nmoles, em animais
submetidos ao LTE, sugerindo um efeito ansiogénico. Ja a inje¢cdo do agonista
GALR2, o AR-M1896, no NDR prejudicou a esquiva inibitéria, na dose de
3,0nmoles, em animais submetidos ao LTE, sugerindo um efeito ansiolitico.
Contudo o tratamento com ambos os ligantes ndo alterou a tarefa de fuga no
LTE e a atividade locomotora dos animais no campo aberto.

O pré-tratamento com o WAY100635, na dose de 0,18nmol nos animais que
receberam o0 agonista GALR2 intra-NDR atenuou o efeito ansiolitico

inicialmente observado.

E por fim, o tratamento com GAL, na dose de 0,3nmol, aumentou os limiares de
fuga, induzidos pela estimulacdo elétrica da MCPD, induzindo efeito

panicolitico.
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6. CONCLUSAO

Diante dos resultados obtidos, este trabalho fortalece outros estudos relativos a
participacdo desse neuropeptideo na modulacdo da ansiedade pelo NDR e
reforcam a relacdo entre os receptores galaninérgicos e a liberacdo de 5-HT,
assim como a ativagcédo de receptores 5-HT;a Os resultados mostram, ainda,
que o efeito da GAL nos transtornos de ansiedade nesse subnucleo depende
do subtipo de receptor galaninérgico ativado. Como 0s agonistas
galaninérgicos nao foram capazes de modificar a fuga do LTE e o aumento dos
limiares de fuga dos animais submetidos a estimulagéo elétrica da MCPD foi
discreto, sugere-se a participacdo deste neuropeptideo no TP, mas

principalmente no TAG.
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