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Resumo

Falbel, M. E. Peptideos bioativos ansioliticos moduladores de receptores GABA A.
2024. 63f. Dissertagéo (mestrado) — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade
de Séo Paulo, S&o Paulo, 2024.

A alta incidéncia global de Transtornos de Ansiedade somada aos efeitos colaterais
oriundos dos tratamentos farmacoldgicos convencionais mais prescritos, nos inclina a
buscar ativos com potentes efeitos biologicos e baixa toxicidade para a saude humana,
como peptideos bioativos ansioliticos. O sistema gabaérgico mostrou-se capaz de
modular a sintomatologia dos Transtornos de Ansiedade através de atividade agonista
aos receptores GABA A, pois estes quando ativados reduzem a excitabilidade central, um
dos principais marcadores biolégicos desta categoria de transtornos neuropsiquiatricos.
Este trabalho apresenta 8 peptideos bioativos que desempenharam efeito ansiolitico in
vitro e-ou em paradigmas comportamentais animais através de acao direta ou indireta aos
receptores GABA A, séo eles: Selank, Alpha-casozepina, YL, YLG, Ovolina, Weylin 1,
Weylin 2 e Rubimetida.

Descritores: Transtornos de Ansiedade, peptideos bioativos ansioliticos, peptideos
bioativos gabaérgicos, Receptores GABA A, efeito ansiolitico.



Abstract

Falbel, M. E. Anxiolytic bioactive peptides modulators of GABA-A receptors. 2024.
63f. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de
Sao Paulo, S&do Paulo, 2024.

The high global incidence of Anxiety Disorders, added to the side effects arising
from the most prescribed conventional pharmacological treatments, inclines us to look for
active ingredients with potent biological effects and low toxicity for human health, such as
anxiolytic bioactive peptides. The GABAergic system has been shown to be capable of
modulating the symptoms of Anxiety Disorders through agonistic activity at GABA A
receptors, as these when activated decrease the central excitability, one of the main
biomarkers of this category of neuropsychiatric disorders. This work presents 8 bioactive
peptides that had an anxiolytic effect in vitro and/or in animal behavioral paradigms
through direct or indirect action on GABA A receptors, they are: Selank, Alpha-casozepine,
YL, YLG, Ovolina, Weylin 1, Weylin 2 and Rubimetide.

Keywords: Anxiety Disorders, anxiolytic bioactive peptides, GABAergic bioactive

peptides, GABA A Receptors, anxiolytic effect.
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1- Introducéo

1.1- Epidemiologia dos Transtornos de Ansiedade

1 a cada 3 pessoas, segundo Hafeez et al.(2021), mais de 33.7%, segundo
Bandelow e Michaelis (2022), sédo estimativas globais para a incidéncia de Transtornos
de Ansiedade, cujos sintomas necessariamente permanecem por no minimo 6 meses.

Ainda escasseiam-se 0s estudos que investigaram a incidéncia de Transtornos de
Ansiedade no contexto nacional, tal como o fez o Estudo de Bem-estar e Saude Mental
Sao Paulo Megacity, possibilitando evidenciar que em um pais emergente de renda
meédia, como o Brasil, o perfil epidemioldgico tende a se assemelhar ao dos paises
desenvolvidos (VIANA, 2009).

De acordo com estudos estadunidenses como o ECA (Epidemiological Catchment
Area) e o NCS (Nacional Comorbidity Survey), e outros estudos semelhantes conduzidos
em distintos paises, os Transtornos de Ansiedade compdem a categoria de Transtornos
Neuropsiquiatricos mais prevalente nestas regides desenvolvidas (STEIN, et al., 2022).

Além da marcante frequéncia verificada nos Transtornos Ansiosos, os Transtornos
de Ansiedade atrelam-se a um inicio precoce, persisténcia ao longo da vida e a segunda
maior causa de incapacitacdo dentre todos os transtornos mentais (INSTITUTE FOR
HEALTH METRICS AND EVALUATION, 2016; BANDELOW e MICHAELIS, 2022; STEIN
et al., 2022).

1.2- Transtornos de Ansiedade: definicdo

Conceitualmente, ansiedade trata-se de uma resposta fisiolégica ante um medo
real ou imaginario, acompanhada de um comportamento de esquiva ou fuga (DSM-5,
2014).

A ansiedade varia em intensidade e qualidade, e h& diferengcas notaveis entre
ansiedade psicofisioldgica e ansiedade patoldgica, pois no segundo caso, ela apresenta-
se como um estado (mutavel de acordo com diferentes niveis de estresse), e ndo como
um traco de personalidade, perene, conforme ela se apresenta no primeiro caso
(GRILLON, 2008).

1.3- Transtornos de Ansiedade: subtipos e sintomatologia
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Segundo o Manual Diagndstico e Estatistico de Transtornos Mentais, quinta edicdo
(DSM-5), as 9 subpatologias que compdem a categoria Transtornos de Ansiedade
sdo: transtorno de ansiedade de separacdo, mutismo seletivo, fobias especificas,
transtorno de ansiedade social, Transtorno de panico, agorafobia, transtorno de
ansiedade generalizada, transtorno de ansiedade induzido por substancia/medicamento

e transtorno de ansiedade devido a outra condicdo médica.

Transtorno de Ansiedade de Separacéo

Este Trantorno é caracterizado por medo ou ansiedade improprios e excessivos
em relacéo ao estagio de desenvolvimento, envolvendo a separacdo dagueles com quem
o individuo tem apego.

Entre adultos estadunidenses a prevaléncia do Transtorno de Ansiedade de
Separacao com duracdo minima de 12 meses € de 0,9 a 1,9%, sendo a prevaléncia em
criancas maior, e em se tratando da prevaléncia de Transtorno de Ansiedade a incidéncia
€ maior em criangcas com menos de 12 anos. Nao foi verificada através de analises
clinicas variabilidade de incidéncia entre 0s sexos, porém na sociedade parece haver

prevaléncia entre as mulheres.

Multismo seletivo

“Fracasso persistente para falar em situacdes sociais especificas nas quais existe
a expectativa paratal (p. ex., na escola), apesar de falar em outras situacdes.”” (American
Psychiatric Association, 2014).

O mutismo seletivo é um transtorno relativamente raro e ndo foi incluido como
categoria diagnéstica em estudos epidemiolégicos de prevaléncia dos transtornos na
infancia. Através de observacgdes clinicas e em escolas, parece manifestar-se com maior

frequéncia em criangas menores do que em adolescentes e adultos.

Fobia especifica

Medo ou ansiedade acentuados acerca de um objeto ou situagéo (p. ex., voar,
alturas, animais, tomar uma injecéo, ver sangue) caracterizam o transtorno. Em criancgas,
0 medo ou ansiedade pode ser expresso por choro, ataques de raiva, imobilidade ou
comportamento de agarrar-se. O objeto ou situacao fobica quase invariavelmente provoca

uma resposta imediata de medo ou ansiedade.
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A taxa de prevaléncia estimada de Fobia Especifica com duracdo minima de 12
meses se assemelham entre Europa e EUA sendo de 6% e 7 a 9% respectivamente,
todavia em paises asiaticos, africanos e latino-americanos varia entre 2 a 4%, sendo a
incidéncia significativamente menor entre criangcas cerca de 5% em comparacdo com
jovens entre 13 a 17 anos que apresentam uma taxa de 16%. Também foi verificada uma
incidéncia menor em faixas etarias mais elevadas, 3 a 5%, e maior em individuos do sexo
feminino do que do masculino (razdo de cerca de 2:1), embora as taxas variem entre 0s
diferentes estimulos fobicos. Fobias especificas de animais, ambiente natural e
situacionais sdo predominantemente experimentadas por individuos do sexo feminino,
enquanto a fobia por sangue-injecdo-ferimentos é experimentada quase de forma igual

por ambos o0s géneros.

Transtorno de ansiedade social (Fobia social)

Medo ou ansiedade acentuados acerca de uma ou mais situacdes sociais em que
o individuo é exposto a possibidade de ser avaliado por terceiros, a saber: interacdes
sociais (manter uma conversa, encontrar pessoas que nao sao familiares), ser observado
(comendo ou bebendo, por exemplo) e situacdes de desempenho diante de outros. O
diagndstico em criancas deve atender o critério de que a ansiedade deve ocorrer em
contextos que envolvem seus pares, e ndo apenas em interacdes com adultos.

Foi estimada para a populacdo Estadunidense um prevaléncia de 7% de
Transtorno de Ansiedade Social com duracao minima de 12 meses. Com duracdo menor
do que 12 meses foi observada uma taxa de prevaléncia de 0,5 a 2% em diversas partes
do mundo, e 2,3% para a Europa. Em relacdo a faixas etarias mais elevadas a taxa de
prevaléncia varia entre 2 e 5%, tendo sido verificada uma incidéncia maior entre mulheres
do que entre homens. Nos EUA foi verificado também maior incidéncia entre indios, do
gue em pessoas de descendéncia asiatica, latina, afro-americana e afro-caribenha em

comparacao com brancos néo hispanicos habitantes.

Transtorno de panico

Ataques de panico recorrentes e inesperados sendo estes considerados surtos
abruptos de medo intenso ou desconforto intenso que podem ocorrer a partir de um
estado calmo ou ansioso, e que alcangcam um pico em minutos durante o qual ocorrem
guatro,ou mais dos seguintes sintomas: palpitacdes, coracdo acelerado, taquicardia;
sudorese; tremores ou abalos; sensacdes de falta de ar ou sufocamento; sensacdes de
asfixia; dor ou desconforto toracico; ndusea ou desconforto abdominal; sensagédo de
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tontura, instabilidade, vertigem ou desmaio; calafrios ou ondas de calor, parestesias
(anestesia ou sensacdes de formigamento); desrealizacdo (sensac¢des de irrealidade) ou
despersonalizacdo (sensacdo de estar distanciado de si mesmo); medo de perder o
controle ou “enlouquecer”; medo de morrer. Também podem ser vistos sintomas como
tinido, dor na nuca, cefaleia, gritos, ou choro incontrolavel, sendo que estes sintomas nao
devem contar como um dos quatro sintomas exigidos.

A taxa de prevaléncia estimada do Transtorno de panico com duracdo minima de
1 més para adolescentes e adultos Estadunidenses e Europeus € de 2 a 3%, tendo sido
relatada uma incidéncia menor entre latinos, afro-americanos, negros caribenhos e
asiaticos americanos em comparacdo com brancos ndo latinos; em contrapartida, o0s
indios americanos, apresentam taxas significativamente mais elevadas. Estimativas mais
baixas foram estabelecidas para paises asiaticos, africanos e latino-americanos, variando
de 0,1 a 0,8% e hé indicios de que mulheres sdo afetadas com maior frequéncia em
relacdo aos homens (razdo em torno de 2:1).

A estimativa de prevaléncia do sintoma Ataque de panico com durabilidade minima
de 12 meses € de 11,2% em adultos Estadunidenses, ndo tendo sido verificado
variabilidade entre afro-americanos, asiaticos americanos e latinos. Ja entre a populacéo
europeia a taxa de prevaléncia estimada é de 2,7 e 3,3%, sendo que individuos do sexo
feminino parecem ser mais afetados do que os do sexo masculino, embora essa diferenca
de género seja mais pronunciada para o transtorno de panico. Ataques de panico podem
ocorrer em criancas, mas sao relativamente raros até a puberdade, quando a prevaléncia

aumenta, e passa a declinar em faixas etarias mais altas.

Agorafobia

Medo ou ansiedade marcantes acerca de duas (ou mais) das cinco situacdes
seguintes: uso de transporte publico (p. ex., automoveis, 6nibus, trens, navios, avides),
permanecer em espacos abertos (areas de estacionamentos, mercados, pontes),
permanecer em locais fechados (p. ex., lojas, teatros, cinemas), permanecer em uma fila
ou ficar em meio a uma multiddo, sair de casa sozinho.

1,7% dos adolescentes e adultos tém um diagnodstico de agorafobia a cada ano.
Foi verificado que mulheres apresentam uma probabilidade duas vezes maior de
apresentar o transtorno do que homens. A agorafobia pode ocorrer na infancia, mas foi
descrito que sua incidéncia atinge o pico no fim da adolescéncia e inicio da idade adulta.
Em individuos com mais de 65 anos a prevaléncia minima de 12 meses ocorre 0,4% em

média, ndo tendo sido verificada variagdo entre grupos culturais - raciais
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Transtorno de Ansiedade Generalizada (TAG)

Este transtorno € marcado por ansiedade e preocupacao excessivas (expectativa
apreensiva), ocorrendo na maioria dos dias por pelo menos seis meses precedendo
distintos eventos como desempenho escolar ou profissional. O individuo considera dificil
controlar a preocupacao, bem como a ansiedade e a preocupacao estdo associadas com
trés, ou mais dos seguintes seis sintomas para adultos (com pelo menos alguns deles
presentes na maioria dos dias nos ultimos seis meses), ja para diagndstico infantil apenas
um deles é exigido: . Inquietacdo ou sensacdo de estar com os nervos a flor da pele,
fatigabilidade, dificuldade em concentrar-se ou sensagbes de “branco” na mente,
irritabilidade, tensdo muscular, perturbacao do sono (dificuldade em conciliar ou manter o
Sono, ou sono insatisfatorio e inquieto, a ansiedade, a preocupacéao ou 0s sintomas fisicos
causam sofrimento clinicamente significativo ou prejuizo no funcionamento social,
profissional ou em outras areas importantes da vida do individuo.

A taxa de prevaléncia é de 2,9% entre adultos Estadunidenses, e de 0,4 a 3,9%

entre adultos de outros paises.

Transtorno de Ansiedade induzido por substancia ou medicamento

Ataques de péanico ou ansiedade proeminente predominam no quadro clinico
guando existem evidéncias, a partir da histéria, do exame fisico ou de achados
laboratoriais, de que os sintomas desenvolveram-se durante ou logo apés a intoxicacao,
ou abstinéncia, de substancia, ou apos exposi¢cdo a um medicamento, ou evidéncias de
gue a substancia/medicamento envolvida € capaz de produzir os sintomas de ataques de
panico ou ansiedade. As substancias podem ser Alcool, Cafeina, Cannabis, Fenciclidina,
outro alucindgeno, inalante, opioide, sedativo, hipnoético ou ansiolitico, anfetamina (ou
outro estimulante), cocaina dentre outras substancias, inclusive desconhecidas.

A prevaléncia do transtorno de ansiedade induzido por substancia/medicamento
ndo foi muito bem evidenciada, todavia dados referentes a populacdo em geral sugerem

gue ela pode ser rara, com prevaléncia de 0,002% por no minimo 12 meses.

Transtorno de Ansiedade devido a outra condicdo médica

Ataques de panico ou ansiedade predominam no quadro clinico existindo
evidéncias, a partir da histéria, do exame fisico ou de achados laboratoriais, de que a
perturbacdo é a consequéncia fisiopatoldgica direta de outra condicdo médica. A
prevaléncia do transtorno de ansiedade devido a outra condicdo médica ndo esta clara,
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porém parece haver prevaléncia elevada entre individuos que apresentam determinadas
condicdes médicas, como asma, hipertensdo, Ulcera e artrite (American Psychiatric
Association, 2014).

1.4 — Mecanismos envolvidos com os Transtornos de Ansiedade

Diferentes mecanismos deflagram a sintomatologia dos Transtornos de Ansiedade,
cuja etiologia relaciona-se com fatores neurofisiolégicos, genéticos e epigenéticos.
Contudo, de modo geral, devido a configuragcdo neuropatologica que se estabelece
podemos afirmar que ha comprometimento do sistema nervoso autbnomo, levando a
exacerbacéo do funcionamento do eixo simpéatico e limitacdo do funcionamento do eixo
parassimpatico, desdobrando em sintomas que perpassam percepcao subjetiva de
sofrimento acompanhada de distirbios de sono e concentracdo, comprometimentos
sociais, e-ou limitacdes ocupacionais atreladas a tensdo muscular, fadiga, inquietacéo e
irritabilidade. Apesar de similaridades, os 9 subtipos de Transtornos de Ansiedade
diferenciam-se quanto a sintomatologia, prognostico e tratamento (Adwas, et al., 2019;

American Psychiatric Association, 2014).

Sociologia dos Transtosnos de Ansiedade

Do ponto de vista sociolégico, a compreensdo da ansiedade remonta aos seus
primordios quando periferalistas (defensores de alteracbes metabdlicas periféricas
perfazerem a génese da ansiedade) conduziram um experimento para avaliar o efeito de
alteracdo fisioldgica periférica através de administracdo intravenosa de epinefrina no
humor aquoso (tal dosagem ndo atravessou a barreira hemato-encefalica). Os voluntarios
apos recebimento de adrenalina foram expostos a ambientes diferentes, um que emitia
sinais de ansiedade, o outro de furia, notou-se que as respostas subjetivas a alteracéo
fisiologica variaram de acordo com o estimulo oferecido, ficando claro que o ambiente
interferia na manifestacao da resposta ansiosa (JAMES, 1890; LANGE, 1885; ROBBINS,
1983; SCHACHTER, et al.,1962). A partir de entdo, a compreensdo da origem dos
Transtornos de Ansiedade se amparou em teorias Behaviouristas e Cognitivistas
(EHLERS AND CLARK, 2000; MARGRAF, et al., 1986.

Neuroanatomia dos Transtornos de Ansiedade
Com relacdo a neuroanatomia da ansiedade € possivel demarcarmos

anatomicamente 0s circuitos envolvidos com os distintos transtornos de ansiedade, pois

eles séo capazes de conferir ao organismo humano emocgdes que sao acompanhadas de
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comportamentos especificos. Alguns marcadores neuroanatdmicos considerados sao:
sistema Limbico, que apresenta papel central na génese das emocdes, especialmente
ansiedade. Neste sistema destaca-se a amidala que exerce controle locomotor,
neuroendocrino, autondmico e controle de respostas respiratérias, tendo estudos lesivos,
estimulatorios e neuroquimicos relacionado a amidala com a extingdo do medo e da
ansiedade aguda. Conforme ja consolidado, nos transtornos de ansiedade hé
hiperativacdo desta regido, dado consonante com o fato de que em todas as patologias
da categoria Transtornos de Ansiedade encontramos a antecipacédo de ameacas reais, e-
ou imaginarias (LEDOUX, 1992; LEDOUX, 1996; LEDOUX, 1998).

Alteracdes estruturais na Amidala Basolateral estdo estreitamente relacionadas
com ansiedade. Estudos tém demonstrado que ativacéo direta de corpos celulares ou
suas projecOes na Amidala Basolateral estd envolvida com respostas ansiogénicas e
socialmente aversivas. Evidéncias sugerem que um ambiente estressante, elevados
niveis de horménios do estresse, e ansiedade podem culminar na hipertrofia da Amidala
Basolateral (DAVIS, et al., 1997; .WU, et al., 2022).

O hipocampo é envolvido com a capacidade de discriminar se a ameaca € familiar
requerendo, portanto, resposta condicionada, ou se € nova, exigindo uma resposta com
processamento mais complexo. O septo medial e o hipocampo dorsal estdo sobremaneira
envolvidos com o comum comportamento de esquiva atrelado a percepc¢éo disfuncional
de ameaca presente nos Transtornos de Ansiedade. Ressonancias magnéticas de
pacientes com os Transtornos de Ansiedade (subtipo transtorno de panico) exibiram
anormalidades no lobo temporal especialmente na area parahipocampal direita (GRAY,
1988).

O Locus Coeruleus (LC) vem a ser outro importante marcador neuroanatémico,
pois estimulacdo direta do LC em modelos animais desencadeou comportamento de
ansiedade que pode ser bloqueado com drogas ansioliticas e anti-adrenérgicas,
indicando que o LC é ativado por estresse (REDMOND, 1986).

Neuropsicologia dos Transtornos de Ansiedade

Do ponto de vista psicoldgico, a ansiedade surgiu como uma maneira de controlar
a resposta animal frente a ameaca ou estimulo potencialmente ameacador. Mentalmente,
a ansiedade caracteriza-se por apreenséao, tensao ou preocupac¢ao sobre adversidades
gue podem ocorrer no futuro (YERKES, 1921; SAVIOLA, et al., 2020).

Sigmund Freud descreveu cientificamente pela primeira vez a resposta ansiosa
psicofisioldgica (adaptativa) humana como um sentimento de perigo iminente e premente

pautado em perigo objetivo ou moral (FREUD, 1936).
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Fisiologia dos Transtornos de Ansiedade

Os principais mecanismos fisiolégicos descritos envolvidos com a manifestacao
dos Transtornos de Ansiedade s&o: elétrico neuronal ions-dependente com propriedades
excitatérias e inibitérias, mecanismo de monoaminas (serotonina, dopamina,
noradrenalina, acetilcolina e glutamato); neuromodulatério mediado por acido gama-
amino-butirico (GABA), eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal, eixo Amidala-Coétex-Ceruleo,
eixo intestino-cérebro. Estes mecanismos permeiam a neuroquimica, neuroanatomia e
neuropsicologia da ansiedade (IMPERATORE, et al., 2015; ZARRINDAST, 2015; LEE, et
al., 2021).

Neuroquimica dos Transtornos de Ansiedade

Com relacdo ao aspecto neuroquimico da ansiedade os estudos estdo
centrados na neurotransmissao das monoaminas, Serotonina (5-HT), noradrenalina (NA),
e Acido Gama aminobutirico mediada por receptores GABA A, tendo sido verificado que
a intervencdo com agonistas e antagonistas de neurotransmissores e neuromoduladores
podem prevenir ou ocasionar os Transtornos de Ansiedade (SANDFORD, et al., 2000).

A seguir abordaremos apenas algumas informacdes acerca de diferentes
mecanismos relacionados com os Transtornos de Ansiedade, mas é importante enfatizar
gue outros mecanismos também relacionados com os Transtornos de Ansiedade nao
serdo abordados, como mecanismos envolvendo peptideos opidides, endocanabinoides,
neuropeptideo Y, ocitocina e horménio liberador de corticotrofina. Esta revisdo visa
focalizar o sistema Gabaérgico, visto que é um dos principais alvos farmacoterapéuticos,
e cujos farmacos aliados geram efeitos colaterais mais graves.

Em se tratando do funcionamento adrenérgico periférico ha evidéncias de que
receptores beta-adrenérgicos desta regido sdo hipersensiveis em pacientes com
Transtorno de Ansiedade subtipo Transtorno de panico, sendo passiveis de
neuromodulacdo por substancias antagonistas sem a necessidade de atravessarem a
barreira-hematoencefalica. Ja a compreensao do funcionamento adrenérgico no SNC
voltou-se aos receptores alfa-adrenérgicos, tendo sido verificado que substancias
antagonistas destes receptores pré-sindpticos sdo capazes de gerar sintomas de
ansiedade, logo, espera-se que agonistas possam reduzir tais sintomas (NUTT, 1989;
NUTT, 1992).

Ha também compostos antagonistas como o flumazenil capazes de bloquear tanto
agonistas (BDZ) quanto agonistas inversos como a B-carbolina FG 7142 e BDZ Ro015-
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3505 que sdo ansiogénicas em humanos. Isto levanta a hip6tese de que agonistas e
agonistas inversos endoégenos podem estar envolvidos com a génese dos transtornos de
ansiedade, bem como anormalidades em receptores gabaérgicos.

Sobre o sistema adrenérgico foi postulado que a adrenalina em quantidade supra-
funcional, bem como outras substancias simpatomiméticas (anfetaminas, cocaina,
imipramina, ioimbina, bicarbonato, lactato, etc.) sdo capazes de desencadear sintomas
de Transtornos de ansiedade através de excitabilidade excessiva. Foi verificado que a
elevacdao dos niveis de ansiedade relativa a exposicéo a estressores aumenta a atividade
simpética, e que drogas noradrenérgicas seletivas com acdo central apresentam
propriedades ansiogénicas e ansioliticas. (SANDFORD, et al., 2000)

Ja com relacdo ao sistema serotonigérgico esta bastante consolidada a eficacia
clinica de drogas voltadas a este sistema para tratamento da ansiedade. Todavia, deve-
se enfatizar que existem farmacos especificos para determinados subtipos de ansiedade,
visto que mecanismos distintos envolvem-se e caracterizam as distintas patologias que
compdem o grupo Transtornos de Ansiedade. Parte disto deve-se ao fato do sistema
serotoninérgico apresentar dois processamentos distinstos, um encontrado no nucleo da
rafe medial, e o outro no nucleo da rafe dorsal (CHARNEY et al., 1987).

5-HT na substancia cinza periaquedutal (PAG) inibe sintomas de panico, ja doses
na amidala sdo ansiogénicas. Tem sido postulado que 5-HT desempenha um papel
central no organismo humano ao que concerne a capacidade de resposta as
adversidades e estresse, sendo tanto o processamento que ocorre no Nucleo da Rafe
Dorsal, quanto o que ocorre no Nucleo da Rafe medial, adaptacfes para lidarmos com
adversidades agudas e cronicas, e tem sido sugerido que podem ser responsaveis por
diferentes Transtornos mentais, incluindo os Transtornos de Ansiedade

Doses de agonista de 5-HT (m-clorofenilpiperazina, mCPP) sédo capazes de gerar
efeitos ansiogénicos em pacientes com Transtono de Ansiedade subgénero transtorno de
panico, ja em pacientes com Transtorno de Ansiedade Generalizada sdo capazes de
gerar efeitos ansioliticos. Foi verificado também que precursores de serotonina como 5-
HTP e L-triptofano geram sedacéo e efeitos ansioliticos, e que a disponibilidade de 5-HT
em distintas regides gera diferentes respostas (NUTT AND COWEN, 1987; DEN BOER
et al., 1989; GRAEFF, et al., 1996; DEAKIN, et al., 1991).

Ao que concerne ao sistema dopaminérgico, a amidala basolateral recebe
informacdes principalmente de neurénios glutamatérgicos no cortex pré-frontal medial
(mPFC), e informacbes de neurbnios dopaminérgicos da area tegmental ventral (VTA,
nucleo que contém 60% de neurdnios dopaminérgicos), estes, por sua vez, se dividem

em duas classes diferentes de receptores metabotropicos acoplados a proteina G: a
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subfamilia D1 (DRD1 e DRD5), e a subfamilia D2 (DRD2, DRD3 e DRD4) (BRANDAO, et
al. 2019).

As descobertas atuais indicam que a via de sinalizacao do receptor de dopamina
D2 que conecta a area tegmental ventral (VTA) a amigdala basolateral, modula o medo
e a ansiedade, tendo sido proposto também que a origem destes neurdnios é o nucleo
A13 da Zona Incerta havendo projecdes para estruturas caudais do sistema cerebral de
aversao (esquiva). Um estudo recente que investigou os efeitos in vivo de
electroacupuntura sobre a ansiedade, constatou que houve atenuacdo de
comportamentos ansiosos devido a ativacdo de receptores D1 e antagonismo de
receptores D2 (WU, et al., 2022).

1.5- Tratamentos farmacoldgicos com énfase em benzodiazepinicos

Os benzodiazepinicos, embora pouco recomendados, ainda sao prescritos, sendo
considerados psicofarmacos de primeira geracdo porque compdem as primeiras drogas
disponiveis para tratamento de Transtornos de Ansiedade. Esta classe de ativos através
da afinidade por receptores gabaérgicos promove maior entrada de cloreto no neurdnio
fazendo com que haja estimulo neuronal inibitério (hiperpolarizacdo), logo efeito
ansiolitico (mecanismo apresentado pelo Diazepam, por exemplo). Todavia, incorrem em
efeitos colaterais leves, moderados e graves, além de que a recidiva de sintomas em
decorréncia da retirada desta medicacdo é significativa mesmo apds longo periodo de
tratamento (BANDELOW, 2020; ARGYROPOULQS, et al., 2000; FLUYAU, et al., 2018).

Outros significativos efeitos colaterais oriundos dos benzodiazepinicos tém sido
relatados, como: maior propensdo a comportamentos de risco, comprometimento da
cognicdo, mobilidade e habilidade de direcdo, aumento de risco de quedas, e
desenvolvimento de tolerancia apds administracdo aproximada de 3 meses.
Recentemente, o desenvolvimento da doenca de Alzheimer também foi indicado
(VOTAW, et al., 2019; DEAKIN, et al., 2004; LANE, 2005; OLFSON, et al., 2015;
ENDRES, et al., 2015.

1.6- Novos tratamentos: peptideos bioativos (PBs) e PBs gabaérgicos

Visando a superacao das limitacdes apresentadas por farmacos convencionais,

terapias com peptideos vém sendo administradas com sucesso ha pouco mais de 1 séc
(CABRAL, 2021).
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Em meados da década de 20 a industria farmacéutica experimentou inovagdo com
o surgimento de drogas peptidicas subsequentes ao isolamento e comercializagdo de um
peptideo que apresenta 51 aminoacidos em sua estrutura, a insulina. Em 1950, peptideos
bioativos foram relatados por Mellander, indicando aumento de calcificacdo Ossea
dependente de Vitamina D em lactentes devido a agdo de um conjunto de fosfopeptideos
derivados de caseina (CABRAL, 2021).

Com relacéo as limitacdes decorrentes de benzodiazepinicos, peptideos com acao
direta ou indireta em receptores Gaba A tém sido investigados, e a estes estamos
chamando "“peptideos bioativos gabaérgicos .

Sao considerados peptideos bioativos substancias organicas a base de
aminoacidos ligados por ligacdes covalentes do tipo amida, ou peptidica (nitrogénio
ligado a uma acila), que geralmente apresentam de 2 a 20 aminoacidos. Muitos sdo os
peptideos bioativos oriundos de fontes naturais, estando a maioria deles codificados em
moléculas proteicas, sendo liberados apds tratamento enzimatico, geralmente através de
enzimas proteoliticas que provocam a hidrélise de paredes celulares. Uma vez os
peptideos bioativos até entdo criptografados liberados apds tratamento enzimatico, a
caracterizacdo sequencial e estrutural da molécula (extensao, hidrofobicidade, carga,
etc.) ditar4 suas funcionalidades bioldgicas (Ahmed et al., 2022)..

A caracteristica multifuncional dos peptideos bioativos os permite agir em distintos
sistemas bioldgicos tendo sido evidenciada a acdo de peptieos bioativos no sistema
neuroldgico sugerindo grande potencial terapéutico para tratamento de transtornos
mentais na medida em que sdo capazes de ativar ou antagonizar receptores especificos
de células-alvo (LEMES, et al., 2016).

Em 1974 a encefalina, pentapeptideo opidide enddgeno, foi descoberta a partir de
homogenatos cerebrais, e em 1979 Brantl et al. identificaram um peptideo com funcéo
opidide através do isolamento da peptona de caseina do leite, a beta-casomorfina
(MIZUSHIGE, 2021).

Diversos peptideos bioativos ansioliticos tém demonstrado interagir com
receptores de ligantes endégenos. A Rubiscolina, um peptideo delta-opidide derivado da
planta Rubisco, exibiu efeito ansiolitico. A Sojamorfina, um mi-opiodide derivado da beta-
conglicinina, também exibiu capacidade modulatéria positiva sobre o sintoma de
ansiedade (YOSHIKAWA, 2015).

Efeitos ansioliticos mediados por peptideos bioativos animais, como
hidrolisados de alphaS1-caseina e hidrolisado de peixe, vem sendo evidenciados atraves
de testes comportamentais como teste de labirinto em cruz elevado, teste de campo
aberto, teste de enterramento defensivo, teste de privacdo condicionada de luz, etc. Em
humanos, efeitos ansioliticos oriundos destes peptideos também foram evidenciados
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através de um novo questionario baseado na mistura de outros dois questionarios
convencionais (Escala de ansiedade de Hamilton e Diagrama Ferreri para classificacdo
de ansiedade) (BERNET, et al., 2000; MESSAUDI, et al.; 2008; MESSAUDI, et al., 2009;
VIOLLE, et al., 2006; LANDSBERG, et al., 2015; DORMAN, et al., 1995).

Outros diversos peptideos bioativos como o peptideo bovino beta-Lactotensina
(His-lle-Arg-Leu), derivado da beta-lactoglobulina, exibiu efeito ansiolitico através de
mecanismos ralacionados com a ativacdo do receptor NTS2, e antagonismo dos
receptores dopaminérgicos D1, segundo os ensaios conduzidos (HOU, et al., 2011).

Outro peptideo bioativo, alfa-casozepina, derivado da alfa-Slcaseina bovina,
exibiu acao ansiolitica semelhante a acdo benzodiazepinica em ratos apds administracao
intraperitoneal, todavia o mecanismo de acdo envolvido parece diferenciar-se do
mecanismo benzodiazepinico, pois foi verificado nos ratos de experimentacdo que
determinado marcador de atividade neuronal (FOS) aumentou 300% apenas na amigdala
das cobaias que foram tratadas com o peptideo bioativo, ndo daquelas tratadas com
Diazepam. Estes dados talvez expliguem parte dos efeitos colaterais atrelados aos
benzodiazepinicos (BENOIT, et al., 2016).

Atraveés de predicao in silico, ap6s hidrélise de proteinas oriundas de graos de soja,
ultrafiltragem e purificacé@o, constatou-se que fracdes peptidicas que apresentaram entre
0 e 3Kda exerceram maiores atividades inibitorias sobre receptores da enzima
Monoamina Oxidase (enzima que degrada neurotransmissores cuja deplecéo relaciona-
se com os Transtornos de Ansiedade) tanto sobre o receptor MAO-A, quanto sobre o
receptor MAO-B, com os respectivos scores IC50 de 3.211+-0.125 mgml e 1.622 +-
0.025. O peptideo que exibiu maior inibicdo sobre o receptor MAO-A foi o YSPYPQ, e
sobre o receptor MAO-B foi PLYSN (YING, et al., 2021).

Fazem-se notorios tanto o potencial de peptideos bioativos para aplicagdo
psicofarmacoterapéutica contra os Transtornos de Ansiedade, quanto a necessidade de
identificacdo dos peptideos bioativos mais promissores para futuro desenvolvimento de
novo psicofarmaco que supere as limitagdes apresentadas pelas op¢des disponiveis no
mercado atualmente (BERNET, et al., 2000).

Podemos mencionar como vantagens de farmacos a base de peptideos: baixa
toxicidade, devido as suas metaboliza¢des partirem de aminoacidos, e apresentacao de
uma réplica de oligopeptideos reguladores enddégenos desenvolvidos naturalmente pela
evolucdo das espécies otimizados para uma complexa rede de regulagdo do sistema
nervoso central, por conseguinte desaparecem efeitos negativos que poderiam ser

desencadeados mediante penetracdo na esfera endégena (Koroleva, 2019).



23

1.7- O sistema gabaérgico

Os peptideos bioativos sobre os quais trataremos adiante geram efeito ansiolitico
na medida em que modulam o sistema gabaérgico de modo direto ou indireto.

O sistema gabaérgico é controlado pelo neurotransmissor &acido Gama
aminobutirico (GABA), principal responsavel pelas sinapses inibitérias do sistema
nervoso central de mamiferos, a dinamica deste ligante endégeno mediador das sinapses
gabaérgicas apresenta um papel fundamental na modulacdo de respostas relativas a
ansiedade, tanto em estados sadios quanto patolégicos (WATANABE et al., 2002).

Na medida em que a inibicdo gabaérgica controla a temporalidade e a atividade
oscilatoria das redes neurais, ela vem a ser um elemento central ndo apenas no controle
da ansiedade, mas na regulacao central de fungcdes mentais e somaticas.

O GABA gera um efeito calmante, hipo-excitatério, hipotensivo, redutor de
frequéncia cardiaca, anti-convulsivante, anti-hipéxico, além de promover produtividade
cognitiva, atuar na reabilitacdo de movimentos e fala, e otimizacdo de memodria. O
lancamento do neurotransmissor pelo terminal pré-sinaptico é negativamente regulado
por autoreceptores GABA B, e é removido do espaco extracelular por transportadores de
GABA (GATSs) localizados tanto no terminal pré-sinaptico quanto em células glias vizinhas
(KOROLEVA AND MJASOEDOV, 2019; WATANABE et al., 2002).

A identificacdo do GABA deu-se pela primeira vez em cérebros de mamiferos por
Awapara et al., e por Roberts e Frankel (1950). Os pesquisadores sugeriram que
determinada enzima foi responséavel por catalisar a conversao de glutamato em GABA,
pois homogeneizados de cérebro de rato e coelho foram incubados com glutamato, e a
reducdo dos niveis de glutamato acompanhou a elevacdo nos niveis de GABA,
demonstrando entdo que o glutamato é um precursor de GABA.

O metabolismo da glicose esta intimamente ligado a biossintese de glutamato no
cérebro, pois, conforme estabelecido, o cérebro é separado do sistema vascular pela
barreira hematoencefalica (BHE), e nem o aminoacido ndo essencial glutamato, nem seu
precursor, glutamina, tdo pouco transportadores sdo capazes de a atravessarem, apenas
0s aminoacidos essenciais e a glicose, logo, no cérebro, o glutamato € sintetizado a partir
da glicose através de glicélise citoplasmatica seguida pelo ciclo do acido tricarboxilico
(TCA) na mitocbndria. Nesta via, o alpha-cetoglutarato, que é um intermediario do ciclo
do TCA é um importante precursor do glutamato gerado (Fig. 2). Nota-se que embora o
glutamato seja um importante neurotransmissor excitatorio, ele é precursor de um
neurotransmissor inibitério, 0o GABA (WATANABE, et al., 2002).
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Fig. 1: Principal via metabdlica de GABA, GAD, glutamato descaboxilase, GABA-
T, gama-aminobutirato transaminase; SSADH; semialdeido succinico desidrogenase
(WATANABE e al., 2002).

Conforme exibido na figura anterior, e exposto por Watanabe et al., (2002), a
principal via do metabolismo do GABA envolve uma rota de alpha-cetoglutarato gerado
pelo ciclo do TCA para succinato via glutamato, GABA e semialdeido succinico. Esta via
desvia do ciclo do TCA e é chamada de shunt GABA™, ou conforme traducdo para o
portugués, “desvio-GABA™. A primeira etapa dessa via € a producdo de glutamato a
partir do alpha-cetoglutarato. O glutamato é convertido em GABA por uma reacao de
descarboxilacdo catalisada por GAD. GAD, entdo, é uma enzima limitante da taxa de
sintese de GABA, e requer fosfato de piridoxal (PLP) como seu cofator (Roberts e
Kuriyama, 1968). A reacdo de conversdo do glutamato ao GABA é essencialmente
irreversivel. O catabolismo do GABA é catalisado pela GABA transaminase (GABA-T),
gue produz semialdeido succinico (SSA) a partir de GABA com conversao
estequiométrica de alpha-cetoglutarato a glutamato. Na segunda etapa do catabolismo
do GABA, o SSA é rapidamente oxidado pela succinica semialdeido desidrogenase
(SSADH) e entra no ciclo do TCA como succinato. GABA-T e SSADH estao localizados
nas mitocéndrias. O GABA-T catalisa uma reacao reversivel, mas a atividade do SSADH
¢ tipicamente maior que a do GABA-T.

A enzima limitante da taxa de sintese de GABA, GAD, € encontrada quase
exclusivamente nos neurdnios inibitorios que liberam GABA como um neurotransmissor.
Como descrito anteriormente, o0 GABA é sintetizado apenas por neurdnios cerebrais
Gabaérgicos.J4, a enzima catabolica GABA-T é encontrada principalmente em células
gliais e endoteliais. O glutamato liberado pelos neurénios glutamatérgicos € metabolizado

em glutamina nos astrocitos, e esta glutamina € entdo transportada para neurbnios
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GABAEérgicos, nos quais é usado na sintese de GABA. Esses achados sugerem que a
ativacao de neurdnios excitatorios é seguida pela ativacdo de neurdnios inibitérios. Deve-
se enfatizar que as células gliais fornecem esqueletos de carbono e nitrogénio aos
neurdnios para a sintese de GABA. Um resumo do compartimento metabolico GABA entre

neurénios e células gliais € mostrado na figura abaixo (Kugler, 1993).

GABAergic neuron

)
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Glutamatergic neuron

e ™
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Fig. 2: Possiveis interacfes metabdlicas entre neurdnios Gabaérgicos, astrocitos e
neurdnios glutamatérgicos. GS, glutamina sintetase; GABA-T, GABA transaminase; PAG,
glutaminase ativada por fosfato; GAD, acido glutamico descarboxilase; SSA, semialdeido
succinico; GDH, acido glutamico desidroxinase (WATANABE et al. 2002).

Na atualidade os receptores GABA passaram a ser foco de atencdo devido ao
enorme progresso em pesquisas neurolégicas que tém revelado uma diversidade de
receptores GABA e distintas funcdes fisiolégicas, bem como uma diversidade de
moduladores alostéricos com propriedades semelhantes aos do ligante endégeno, a
exemplo apresentaremos um peptideo bioativo ansiolitico chamado Selank (Tanaka and
Bowery, 1996).

Os receptores GABA sao regulados por mecanismos de fosforilagdo que afetam
suas propriedades funcionais e sua mobilidade pela superficie celular.

Uma vez lancado na fenda sinaptica, o GABA se liga a 3 principais classes de
receptores: GABA A, GABA B e GABA C, sendo o GABA B um tipo de receptor
metabotropico, responsavel por mediar respostas inibitérias de longo prazo através da
ativacdo de proteinas de ligacdo ao GTP, e influéncia de segundo mensageiros,
regulando o K+ e canais de Ca+. Os outros 2 receptores, GABA A e GABA C, sao
ionotropicos, e medeiam respostas rapidas ao GABA através da abertura de canais de

cloro controlados por uma superfamilia de ligantes (Macdonald e Olsen, 1994; Rabow et



al., 1995; Sieghart, 1995). https://www.genome.jp/pathway/map04727.

<04/07/23>
Glialeell
e
a5 y )
oq——oq——-——nq— ————— AP [CTET N
Gln Ghu ) Sue i
| Mitoc hondria
Gars

26

Acesso em

Py

)
(GAB,
lmenmhzar.cnI; ~
>

L ¥~
'f'T?‘;.)}\// LT .

-
B8 (o) [0
& - [ase ]
Nan Recyc]ir@/ e

PEA [ ] -~

]
gy — \ ot
e, sparta = _—
I e i)
|

- oy Dewron .

Eatly
endienme
——# Degradaton

Fig.3: Sinapse Gabaérgica: (https://www.genome.jp/pathway/map04727).

Embora o sistema gabaérgico seja composto pelos receptores GABA A, GABA B

e GABA C, o foco de atencdo deste artigo sdo os receptores GABA do tipo A, ndo

apenas porque sdo 0s principais sitios para neurotransmissédo rapida no SNC, mas

porque sdo alvos dos benzodiazepinicos, farmacos convencionais que incorrem em

efeitos colaterais graves para muitos pacientes, conforme supracitado em topicos

anteriores. Ademais, compilamos neste artigo alguns dos principais estudos sobre a

modulagdo dos Transtornos de Ansiedade através da administragédo

gabaérgicos, e todos eles atuam em receptores GABA A (Sieghart, 1995).

de peptideos
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Receptores GABA A e as suas subunidades:

N-terminal —————

| Cteminal

Fig. 4: Esquema do complexo receptor GABA A- canal ibnico Cl e suas subunidades
(WATANABE, et al. 2002).

O receptor GABA A é um pentamero que é uma combinacdo de varias
subunidades. Cada subunidade €& composta por um grande dominio N-terminal
extracelular e quatro membranas hidrofébicas dominios (MI-M4) seguidos pelo dominio
C-terminal extracelular. Essa estrutura se assemelha aquelas dos receptores nicotinicos
de acetilcolina, receptores de glicina e receptores de 5-hidroxitriptamina. As cinco
subunidades do receptor GABAA formam uma estrutura quase simétrica ao redor do canal
ibnico, e acredita-se que a regido M2 reveste a parede do poro do canal (Chebib e
Johnston, 2000).

Cada subunidade do receptor GABA A também possui um grande loop intracelular
gue pode ser um alvo para proteinas quinases e pode ser necessario para direcionamento
subcelular e agrupamento de membrana dos receptores, talvez por ancorar o receptor ao
citoesqueleto (Chebib e Johnston, 2000).

Como os receptores GABA A sdo conjuntos pentameéricos derivados de uma
combinacao de varias subunidades, um nimero muito grande de subtipos de receptores
pode ser formado. Estudos de sistemas de expressdo heter6logos mostraram que 0s
receptores GABA A funcionais contém pelo menos uma isoforma com subunidade alpha,
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uma gama e uma beta) (Levitan et al., 1988; Malherbe et al., 1990%) e que a maioria das
combinacdes pentaméricas sao 2alpha2betalgama, 2alphalbeta2gama ou 1
alpha2beta2gama (Sieghart, 1995). Acredita-se que as subunidades sigma e theta sejam
montadas em receptores GABA A em lugar das subunidades y. A subunidade Pi é
encontrada fora do SNC em 6rgdos como Utero, préstata, timo e pulméo (Hedblom e
Kirkness, 1997).

A ligacdo do GABA aos receptores GABA A abre um canal de ClI-. Locais de ligacao
GABA de alta e baixa afinidade foram encontrados no receptor GABA A, e os Kd
correspondem aos valores de 10 a 240 nanGmetros, respectivamente (Van Ness et al.,
1982). No entanto, porque concentragdes micromolares de GABA ligado ao receptor
GABA A podem ser necessarias para efeitos fisiologicos (Cash e Subbarao 1987a,b) a
existéncia de sitios adicionais de ligacdo GABA de afinidade muito baixa é assumido
(Sieghart, 1995). Um receptor GABA A pode possuir até cinco sitios de ligacdo GABA.
Esses locais de ligagdo mostram altas afinidades para o GABA no estado desocupado,
mas com a crescente ocupacdo desses locais com GABA as afinidades dos locais
desocupados remanescentes podem ser reduzidas por causa de restricdes alostéricas.
Sob condic¢es fisioldgicas, na fenda sinaptica a ligacdo de GABA aos sitios de ligagéo de
alta e baixa afinidade pode ocorres sem a abertura de canais de Cl. Sob condi¢des
fisiologicas, apenas dois ou trés sitios de ligacio GABA com afinidades de
aproximadamente 100 microMolares estdo desocupadas por receptor GABA A (Cashe
Subbarao 1987a,b).

A concentracdo de GABA na fenda sinaptica pode chegar a 500 microMolares .
Assume-se que nos locais de ligacdo do GABA nos receptores GABA A contenha nos
dominios extracelulares N terminal as subunidades alpha e beta (Amin e Weiss, 1993;
Smith e Olsen, 1995).

Modulacéo de receptores GABA A por fosforilagao

Mecanismos alternativos podem criar diversidade no receptor GABA A. A
fosforilacdo € um mecanismo comum para a regulacédo da funcédo do receptor e pode
desempenhar um papel importante na plasticidade sinaptica. Todos os subtipos de
subunidades do receptor GABA A contém sequéncias de substrato para algumas
guinases, incluindo proteina quinase A dependente de CAMP (PKA), proteina quinase C
dependente de fosfolipideos (PKC) ativada por célcio, proteina tirosina quinase e
Ca2+/quinase tipo Il dependente de calmodulina. Esses sitios estao localizados no grande
loop citoplasmatico entre o terceiro e o quarto dominios transmembrana, embora as

sequéncias de consenso de fosforilagdo dependam do subtipo e da espécie da
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subunidade (Rabow et al., 1995). As fun¢Ges do receptor GABA A podem ser moduladas
por fosforilagdo, e isso parece aumentar ou reduzir as correntes ativadas por GABA
(Browning et al., 1990; Kirkness et al., 1989). Essas diferencas nos efeitos funcionais
podem refletir a heterogeneidade subjacente as estruturas do receptor GABA A. Um papel
critico para as subunidades Beta na mediacdo ou regulacdo negativa do receptor GABA
A apés a fosforilagdo induzida por PKA foi demonstrada ( Smart, 1997).

Consequentemente, o receptor GABA A pode ser regulado por niveis intracelulares
de CAMP. A PKC é amplamente distribuida em varios tecidos, e a enzima é mais
concentrada no SNC (Minakuchi et al., 1981).

Foi demonstrado que a fosforilagdo enddégena € necessaria para evitar diminuicées
nas correntes de Cl- mediadas por GABA (Gyenes et al., 1994). Os tipos de fosfatases e
guinases envolvidas nesses mecanismos ndo sao claros, mas as atividades endégenas
da quinase parecem estar associadas as subunidades alpha e gama 2 (Bureau et al.,
1999). Dados recentes sugeriram que uma doenca associada a fosfatase de membrana
diferente da calcineurina neutraliza a fosforilacdo enddgena de receptores GABA A. A
atividade da quinase enddgena depende estritamente da presenca de cations bivalentes:
Mg2+, Mn2+ e Ca2+. Além disso, a fosforilacdo enddgena do receptor GABA A é
modulada por poliaminas. Espermina e, em menor grau, a espermidina e a putrescina
modulam a fosforilagdo endbégena de receptores GABA A purificados (Minier et al., 2000;
Bureau et al., 1999).

Os receptores de glicina e os receptores GABA A pertencem a mesma superfamilia
de proteinas, embora esses receptores difiram uns dos outros farmacologicamente. No
SNC dos vertebrados, a glicina e GABA tém principalmente acfes inibitérias, mas a
transmissao GABAérgica € usada em todo o SNC, e a inibicdo mediada por glicina tem
uma distribuicdo mais limitada que predomina no tronco encefélico e na medula espinhal
(Vannier e Triller, 1997).

Os receptores de glicina no SNC dos vertebrados estdo ligados a um receptor
intracelular especifico, a proteina chamada gefirina que é uma proteina de 93 kDa
originalmente identificada por copurificagdo com receptores de glicina sensiveis a
estricnina (Bowery and Smart, 2006).

Ha evidéncias crescentes de que a gefirina também desempenha um papel no

agrupamento de receptores GABA A em locais sinapticos ( Todd et al., 1996).
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Figuras 5 e 6, respectivamente: Distribuicdo de receptores GABA A nas duas
principais regibes relacionadas com regulacdo passiva e ativa das emocodes, logo
regulacédo dos Transtornos de Ansiedade. (E) Cértex cerebral. (G) Amigdala rostral e
ventral (Kedo et al.,, 2018; Palomero-Gallangher and Zilles, 2018) . Para melhor
entendimento sobre a teoria de regulagdes passiva e ativa dos Transtornos de Ansiedade,
ler (Falbel, 2023b).

Deve-se ressaltar que distintas variaveis interferem na disponibilidade de

receptores, como expressao genética e acao de transportadores (Hansen, et al., 2022).

1.8- Os receptores GABA A: distintas composi¢des

A diversidade de receptores GABA encontrada parece ter sido evolutivamente

desenvolvida em consonancia com as demandas de controle de temporalidade das
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células principais. Este controle de temporalidade é realizado através de caracteristicas
como: 1) O potencial de agdo dos interneurdnios inibitérios é mais rapido do que o das
células piramidais e a cinética de eventos sinapticos que excitam células inibitérias € mais
veloz do que a cinética de eventos que excitam células piramidais. 2) Interneurdnios
gabaérgicos sdo morfologicamente muito diversos, refletindo suas multiplas fun¢des em
redes neurais. 3) Estes interneurénios inibitérios apresentam uma inervagdo de células
piramidais com dominio especifico que podem ser especificamente reguladas por
interneurdnios gabaérgicos de modo axo-axdnico. 4) As propriedades das respostas
geradas pela sinalizagdo dos interneurénios inibitorios é formatada pelo tipo de receptor
GABA A expresso sindptica ou extrasinapticamente. Além disso, o corpo de células
piramidais hipocampais € inervado por 2 tipos de células: as células rapidas com formato
de cesta contendo parvalbumina que formam sinapses contendo receptores Alphal
GABA A, e que geram rapidas cinéticas de despolarizacao. Enquanto, sinapses de células
positivas em forma de cesta contendo colecistoquinina contém receptores Alpha 2 GABA
A, que operam cinéticas mais lentas do que a cinética que envolve receptores Alpha 1
GABA A.

Em suma, devido ao fato dos interneurdnios gabaérgicos serem operacionais em
todas as regides cerebrais, um vasto repertorio de receptores GABA A é requerido, logo,
os interneurdnios inibitérios apresentam subtipos especificos para operar com a cinética

apropriada e regular as redes que envolvem as mais distintas respostas.

ozfim
P, v,0
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Fig. 7- Um grafico de pizza representando a abundancia aproximada dos subtipos
de receptor do acido y-aminobutirico (GABA) -A em cérebro de rato (Whiting, 2003).

O receptor GABA A trata-se de um receptor ionotrépico que medeia respostas
rapidas ao GABA atraves da abertura de canais de cloro controlados por uma superfamilia
de ligantes (Macdonald e Olsen, 1994; Rabow et al., 1995; Sieghart, 1995).
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Na maioria dos casos, o potencial eletroquimico do Cl- nos neurdnios é baixo em
comparacao com o do ambiente extracelular.

Quando o GABA se liga ao receptor GABA A, ele abre o canal Cl- associado e
permite o fluxo de Cl- para dentro do neurbnio. Portanto, o GABA hiperpolariza a
membrana neuronal tornando a célula menos reativa aos neurotransmissores
excitatorios, propiciando, assim, o efeito ansiolitico (Sieghart,1995).

Faz-se necessario esclarecer que o0s receptores GABA A sao conjuntos
pentameéricos derivados de uma composicao de varias subunidades, portanto apresentam
distintas composi¢cbes devido a esta diversidades de subunidades e variantes de
subunidades, composi¢cfes estas que geralmente ndo sdo descritas pelos estudos
conduzidos.

Repertdrio de subunidades: Alpha (1-6), Beta (1-3), Gama (1-3), Delta (1), Epsilon
(1), Teta (1), R6 (1-3).

Estudos de sistemas de expressao heterélogos mostraram que 0s receptores
GABA A funcionais contém pelo menos uma isoforma com subunidade alpha, uma gama
e uma beta e que a maioria das combina¢Bes pentaméricas sédo 2alpha 2beta 1gama,
2alpha 1beta 2gama, ou lalpha 2beta 2gama ( Levitan et al., 1988; Malherbe et al., 1990;
Sieghart, 1995).

Nenhum dos estudos encontrados até o momento atentou-se para esta questao, o
gue vem a ser uma significativa limitacédo, pois quando determinado artigo menciona que
um peptideo bioativo especifico ndo apresentou afinidade direta ao receptor GABA A, ndo
se sabe ao certo se os pesquisadores administraram as composi¢cdes consideradas
funcionais. Ademais, conforme postulado cientificamente, benzodiazepinicos apresentam
altas afinidades por variantes 1,2,3 e 5 de subunidades Alpha, ja barbitlricos apresentam
maiores afinidades por variantes 4 e 6 de subunidades Alpha, tornando a combinacao de
ambos os farmacos desaconselhavel em decorréncia da potencializacdo de efeitos
colaterais. Assim sendo, quando determinado estudo relata em seus resultados que um
peptideo bioativo especifico apresentou afinidade direta ao receptor gabaérgico do tipo
“A™, necessitamos conhecer a descricdo da composicado deste receptor para melhor
predizermos efeitos conjuntos entre diferentes ativos (Skibiski and Abdijadid, 2022).

Vale ressaltar também que os sitios de ligacdo do acido Gama-aminobutirico nos
receptores GABA A situam-se nos dominios extracelulares N terminal entre as
subunidades Alpha e Beta, ja os sitios de ligagdo dos benzodiazepinicos situam-se entre
as subunidades Alpha e Gama (Amin e Weiss, 1993; Smith e Olsen, 1995; Lorenz-
Guertin, 2018). Nenhum dos ensaios de afinidade direta do peptideo bioativo ao receptor
GABA A com o qual nos deparamos contemplou a identificacdo dos sitios de ligacdo do
peptideo bioativo especifico presentes nos receptores GABA A.
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Com o passar dos anos, estudos relacionados as propriedades farmacolégicas da
diversidade dos receptores GABA A, demonstraram que a composicao de receptores
Alpha2 GABA A é a maior mediadora de ansiolise, a composicao Alpha3 GABA A também
tem exibido modulacé&o positiva da ansiedade, porém com ligantes sob alta ocupacao dos
receptores, enquanto benzodiazepinicos classicos demonstraram exercer ansitlise a
baixas ocupacdes dos receptores Alpha2 GABA A.

Vale ressaltar que esta composicado Alpha 2 de receptor GABA A que conforme
mencionado, destaca-se por sua propriedade ansiolitica, localiza-se preponderantemente
no seguimento inicial axénico das principais células do cértex cerebral e hipocampo
podendo controlar as saidas de sinais destas células. Além disso, dentre as composicdes
Alpha 1, Alpha 2 e Alpha 3 de receptores GABA A, justamente a composicdo mais
ansiolitica, Alpha 2, € proeminente na amigdala, area mais relacionada com controle de
emocdes, incluindo, obviamente, medo e ansiedade, jA a composi¢cdo Alpha 1 é
completamente inexistente nesta regido cerebral. Enfatiza-se que devido ao
posicionamento estratégico de composicdes ansioliticas de receptores Alpha2 GABA A,
elas se tornaram substratos-chave para farmacos cuja finalidade é modular os
Transtornos de Ansiedade.

A composicdo Alpha2Beta3Gama2 (mais ansiolitica) é o segundo subtipo mais
abundante no cérebro (15-20%), o primeiro subtipo mais abundante é a Alphal Beta2
Gamaz2 (60%), esta medeia efeito sedativo, amnéstico, e anti-convulsivante de agonistas
benzodiazepinicos. Apresentam alta afinidade por benzodiazepinicos, Zolpidem e
antagonista flumazenil. O segundo subtipo mais abundante apresenta alta afinidade por
agonistas benzodiazepinicos e antagonista flumazenil, e afinidade intermediaria por
Zolpidem. Este subtipo de especial interesse a modulacéo dos Transtornos de Ansiedade
encontra-se sobretudo distribuido no cortex cerebral, na formag¢do hipocampal (células
principais principalmente no segmento inicial do axoénio); bulbo olfatorio (células
granulares), estriado (células estelares espinhais), neurdnios olivares inferiores
(principalmente nos dendritos), hipotdlamo, amigdala (células principais); coligulo
superior e moto-neurbnios. Subcelularmente localizam-se sobretudo em regides
sinapticas, enriguecendo o0s seguimentos iniciais dos axdnios de ceélulas piramidais
hipocampais e corticais (MOHLER, 2006).
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Fig. 8: (d-i) Laminas do cértex com subunidades especificas de receptores GABA
A coradas. No cértex visual (area 17) dos humanos e primatas, estudos imuno-
histoquimicos descobriram que as subunidades Alpha 1, Beta 2, Gama 2 eram
preponderantes nas camadas lI-lll, e formou uma faixa densa de marcacdo em IVA e
IVC] no cortex visual priméario (Fig. 1a, b para subunidades Beta 2, 3, Gama 2). Em
estudos com roedores, essas subunidades também sdo as mais expressas nas regides
corticais equivalentes. Nos cértices frontal e entorrinal, as subunidades Alpha 2 e Alpha
3 estéo localizadas principalmente nas camadas I, Ill, V e VI, embora diferencas na
intensidade da lamina ocorra entre as duas regides; além disso, nota-se que estas duas
subunidades sdo proeminentes no segmento inicial do axénio dos neurdnios piramidais.
Essas observacbes sdo consonantes com aquelas derivadas do coértex de rato. As
subunidades Alpha 4, Alpha 5, Gama 3 e Delta também foram detectados no cortex de
roedores. A marcacao imuno-histoquimica das subunidades Alpha 1, Beta 2, 3, Gama 2
foram consistentemente as subunidades mais encontradas em todas as diferentes
regides do cortex cerebral humano investigadas. Os receptores sdo concentrados em
redes densas de rétulos de neurdpilos dentro dos quais células piramidais e também os
interneurdnios podem ser distinguidos; As subunidades Alpha 2 estavam localizadas
principalmente no neurdpilo de cada camada. A subunidade Alpha 3 delineou
principalmente neurbnios piramidais cujos corpos celulares estavam localizados nas
camadas lll e V com seus dendritos apicais estendendo-se até as camadas superiores do
cortex (Waldvogel et al., 2010).
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Fig.9: (a—c) Série de sec¢des da medula oblonga média marcada para subunidades,
(a) Alpha 1, (b) Alpha 2 e (c) Beta 2, 3 exibindo variacédo de distribuicdo. (d—f) Série de
sessfes coronais da medula espinhal marcada para as subunidades (d) Alpha 1, (e)
Alpha 2 and (f) Beta 2,3. (g—i) Imagens de neurénios motores em corno ventral da medula
espinhal marcado com subunidades (g) Alpha 1, (h) Alpha 2 e (i) Beta 2,3 (Waldvogel et
al., 2010).
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2- Objetivos

2.1- Objetivo geral

Identificar na literatura cientifica peptideos bioativos gabaérgicos com potencial
ansiolitico (PBGSs) e realizar o Docking molecular dos mesmos.

2.2- Objetivos especificos

Listar PBs ansioliticos com acdo em receptores do &cido gama-aminobutirico
(GABA), descrever seus principais mecanismos de a¢do a luz da producao cientifica

vigente, e comparar entre eles as afinidades de ligacéo aos receptores GABA A.

3- Metodologia

A estratégia de busca inicial incluiu banco de dados que concentram artigos
cientificos originais, teses, dissertacdes, abstracts, entre outros, incluindo cinco bases
relacionadas diretamente com a area da saude, contribuindo para o melhor controle e
minimizacdo de vieses de selecdo: PubMed, Scopus, Web of Science, Cochrane
Controlled Trials Register (CCTR) — Cochrane Central e Lilacs, teses USP e CAPES.

Segundo os critérios de elegibilidade foram contemplados na analise apenas
artigos publicados a partir de 2000, visto que os peptideos bioativos oriundos de fontes
vegetais e animais para aplicacéo psicofarmacolégica passaram a ser mais assiduamente
investigados a partir deste periodo, até 2022. Foram incluidos também artigos em
portugués, inglés, espanhol e francés, artigos sobre PBs relacionados com mecanismos
envolvidos com Transtornos de Ansiedade, artigos sobre mecanismos relacionados com
transtornos de ansiedade, e artigos relacionados com os termos de busca: transtornos de
ansiedade, peptideos bioativos ansioliticos, Peptideos Bioativos Gabaérgicos, Peptideos
Bioativos Benzodiazepinicos; anxiety disorders, anxiolytic bioactive peptides, Gabaergic
Bioactive Peptides, Benzodiazepine Bioactive Peptides; trastornos de ansiedad, péptidos
bioactivos ansioliticos, péptidos bioactivos gabaérgicos, péptidos bioactivos de
benzodiazepinas; troubles anxieux, peptides bioactifs anxiolytiques, peptides bioactifs
gabaergiques, peptides bioactifs benzodiazépines.

Foram excluidos artigos sobre peptideos que nao apresentam relacdo direta com
mecanismos envolvidos com os Transtornos de Ansiedade, estudos abertos e relatos de

caso.
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4- Docking molecular

O método de docking foi realizado utilizando o software Gold onde a proteina foi
sendo extraido do banco de dados de proteinas (PDB), cédigo= 4COF, sem conter
moléculas de 4gua ele foi separado de seu ligante nativo usando Chimera. A proteina e
o ligante nativo foram preparados pela ferramenta de preparacdo de doca do Chimera.
Esta etapa inclui a adicdo de atomos de hidrogénio e cargas padrdo. Além disso, foi
aplicada margem extra de 5 A em todas as seis direcdes para apoiar a caixa ao redor do
sitio ativo. Na ultima etapa, todos os peptideos, Alpha Casozepina (YLGYLEQLLR),
Rubimetida (MRW), Ovolin (VYLRP), Selank (TKPRPGP), Weylin 1 (MH), Weylin 2
(MKG), YL, YLG foram desenhados em chemdraw e a energia foi minimizada através de
chemdraw 3D usando MM2. Em seguida, esses ligantes foram encaixados nas
configuracbes padrdo usando Gold com uma caixa de grade de 13 A centrada em x =
3,355,y =-1,120, z = 139,497.

O programa Gold baseia-se na afinidade de ligacdo, em kcal/mol, fornecendo
informacgdes mais realistas em relacdo a poténcia. Jones et al., 1995a, criaram o GOLD
((Genetic Optimization for Ligand Docking), que automatiza o docking na area do sitio
ativo da proteina com flexibilidade completa do ligante aciclico, flexibilidade parcial do
ligante ciclico e flexibilidade parcial da proteina. Ele codifica explicitamente motivos de
ligacbes de hidrogénio no GA para procurar efetivamente por modos de ligacdo. Os
modos de ligacdo resultantes, que incluiam termos para ligagcdes de hidrogénio,
potenciais de disperséo aos pares e termos da mecanica molecular para a energia interna
do ligante, foram classificados usando um sistema de pontuacdo. Este método leva em
conta a essencial necessidade de deslocamento de agua antes da criacdo de vinculos
(Jones et al., 1995).



5- Resultados

Em uma reviséo de 10 artigos que investigaram o potencial ansiolitico de
Peptideos Bioativos Gabaérgicos, identificou-se um total de 8 peptideos
gabaérgicos. Estes sdo: Selank (TKPRPGP), Alpha-casozepina
(YLGYLEQLLR), YL, YLG, Ovolina (VYLPR), Weylin 1 (MH), Weylin 2 (MKG) e
Rubimetida (MRW). Esta pesquisa foi relatada em diversos estudos, incluindo
Vyunova et al. (2018), Benoit et al. (2017), Misushige et al. (2013), Oda et al.
(2012), Yamada et al. (2014) e Zhao et al. (2016).

Todos os estudos analisados chegaram a concluséo de que os Peptideos
Bioativos investigados demonstram atividade ansiolitica. Essa atividade esta
associada a modulacdo do sistema gabaérgico. No entanto, um dos estudos
destacou que, ao comparar o efeito ansiolitico de um peptideo bioativo especifico
com o do farmaco Diazepam, o benzodiazepinico exibiu um potencial ansiolitico
superior. A maioria dos estudos utilizou testes comportamentais em ratos como
meétodo de avaliacdo. Apenas um se concentrou exclusivamente em marcadores
biolégicos. Notavelmente, o estudo de Oda et al. (2012) se destacou ao replicar
experimentos em duas cepas diferentes de ratos, visando minimizar limitacdes
relacionadas a variacdes interespécies. Neste cenario, é importante destacar a
extensa pesquisa cientifica que questiona a eficacia de testes comportamentais
em animais ndo humanos para avaliar o potencial ansiolitico de substancias
destinadas ao uso humano, um tépico que sera abordado mais detalhadamente
no proximo subtdpico.

Na maioria dos estudos analisados, 0s autores concluiram que ocorre uma
modulagéo indireta dos receptores GABA A. Essa conclusdo baseia-se no fato
de que a bicuculina, um antagonista dos receptores GABA A, foi capaz de inibir
o efeito ansiolitico dos peptideos bioativos em testes comportamentais com
animais. Entretanto, em uma revisdo de 10 estudos focados em peptideos
bioativos ansioliticos gabaérgicos, identificou-se modulacdes diretas nos
receptores em dois desses estudos, especificamente nos trabalhos de Vyunova
et al. (2018) e Benoit et al. (2016).

No estudo de Vyunova et al. (2018), foi demonstrado através de um ensaio
radio-ligante que o peptideo bioativo Selank, j& comercializado na Russia como
farmaco ansiolitico, possui a capacidade de modular alostericamente 0s
receptores GABA A. Esse ensaio, que marcou o efeito ansiolitico do peptideo
pela sua influéncia na ligacéo do radio-ligante ao receptor GABA A, revelou que

0 aumento das concentracdes do peptideo bioativo incrementava a capacidade
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de ligacdo do tritio-GABA ao receptor. Contudo, a partir de uma certa
concentragdo, observou-se uma diminuicdo dessa capacidade, sugerindo que
um dos sitios de ligacdo do Selank no receptor GABA A coincide com o do radio-
ligante. Esta modulacdo direta e alostérica foi investigada em membranas
plasmaticas de células corticais de ratos, mas a composicdo especifica dos
receptores GABA A néo foi detalhada, o que dificulta comparacdes e previsdes
de interacbes farmacolégicas com outras substancias, como o0s
benzodiazepinicos.

Selank é um peptideo regulatério que corresponde aos residuos de
aminoacidos de numeros 289-292, trata-se de um sintético analogo da tuftsina
(curto fragmento de Thr-Lys-Pro-Arg da cadeia pesada da imunoglobulina G
humana, alongado com uma parte C-terminal contendo 1 peptideo com 3
aminoécidos (Pro-Gly-Pro) que aumentam a estabilidade metabdlica e elevam a
duracao da acao biolégica do peptideo. Conforme dados encontrados, o Selank
apresenta efeito ansiolitico significativo, mas também apresenta efeito
nootropico sendo um ativo efetivo no tratamento da ansiedade e e transtornos
asténicos da ansiedade, culminando a otimizacdo de func¢des mnésticas e
cognitivas (Kolomin et al., 2023; Ashmarin et al., 2005; Ashmarin IP, 2007;
Zozulia et al., 2008; Kozlovskii Il, Danchev ND, 2002).

A anadlise de acoplamento molecular do Selank com o receptor GABA A,
realizado nas coordenadas x=3.355, y=-1.120 e z=139.497 (em uma caixa de
grade de tamanho 13), foi efetuada utilizando o programa GOLD (Genetic
Optimisation for Ligand Docking). Os resultados dessa analise sdo apresentados

na Figura 1.

Figura 10. Acoplamento molecular do peptideo Selank com o receptor
GABA A nas coordenadas x=3.355, y=-1.120 e z=139.497 (caixa de grade
tamanho 13) utilizando o programa GOLD.

e Selank peptide:
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Possiveis interagdes foram encontradas: (l) ligacdo de hidrogénio (2
angstroms) entre o oxigénio do aminoacido ASP 56 da cadeia A e o grupo NH do
peptideo e (1) ligacdo de hidrogénio (2,9 A) entre o oxigénio do aminoacido THR
133 da cadeia D e o grupo OH do peptideo.

Fonte: Prof. Dr. Gustavo Henrique Goulart Trossini.

Outro peptideo bioativo que demonstrou ter uma modulacdo direta,
embora fraca, dos receptores GABA A, € a Alpha-casozepina. Este peptideo é o
fragmento aminoacidico 91-100 da proteina lactea AlphaS1-Caseina, obtido por
digestao triptica, conforme descrito por Benoit et al. (2016).

No estudo de Benoit et al. (2016), a afinidade da Alpha-casozepina pelos
sitios benzodiazepinicos dos receptores GABA A foi testada in vitro. Esta analise
foi realizada em competicdo com o metil-tritio-flunitrazepam e comparada com a
proteina-matriz alphaS1-caseina bovina. Observou-se que a competicdo entre o
peptideo bioativo (PB) e o benzodiazepinico resultou em respectivos valores de
IC50 de 88mM e apenas 8,2nM. Adicionalmente, a afinidade da Alpha-
casozepina pelo sitio benzodiazepinico do receptor GABA A foi quatro vezes
menor do que a afinidade expressa pela alphaS1-caseina bovina.

Além disso, a atividade ansiolitica da Alpha-casozepina foi testada in vivo
através do teste comportamental de Enterramento Defensivo. Os efeitos
ansioliticos decorrentes do Diazepam e do PB mostraram-se comparaveis,
embora a quantidade administrada de benzodiazepinico tenha sido 2,5 vezes
maior.

O estudo também incluiu uma andlise de acoplamento molecular da
Alpha-casozepina com o receptor GABA A, realizada nas coordenadas x=3.355,
y=-1.120 e z=139.497 (em uma caixa de grade de tamanho 13) usando o
programa GOLD (Genetic Optimisation for Ligand Docking). Os resultados dessa

analise podem ser encontrados na Figura 2.

Figura 11. Acoplamento molecular do peptideo Alpha-casozepina com o
receptor GABA A nas coordenadas x=3.355, y=-1.120 e z=139.497 (caixa de
grade tamanho 13) utilizando o programa GOLD.
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Possiveis interagbes foram encontradas: () ligacdo de hidrogénio (2 A)
entre o oxigénio do aminoacido THR 133 da cadeia A e o grupo NH do peptideo;
(I1) ligagédo de hidrogénio (1,9 A) entre o oxigénio do aminoacido ASP 48 da cadeia
B e o grupo OH do peptideo e (1) dias ligacdes de hidrogénio (2,1 A/2,5 A) entre
0 oxigénio do aminoacido ASP 56 da cadeia E e o grupo NH do peptideo.

Fonte: Prof. Dr. Gustavo Henrique Goulart Trossini

Mizushige et al. (2013) conduziram uma pesquisa para investigar se o
peptideo YL, ou algum de seus analogos, seria liberado da proteina lactea
alphaS1-caseina por meio da digestdo com pepsina e pancreatina. Descobriu-
se que o peptideo YLG era mais facilmente liberado da proteina-matriz do que a
sequéncia YL isolada, e que a combinac¢éo de Y com L ndo exibia efeito biol6gico
significativo

Os mesmos autores exploraram a relacdo do tripeptideo YLG com os
sistemas serotoninérgico, dopaminérgico e gabaérgico. Para isso, administraram
antagonistas especificos para receptores de cada um destes sistemas:
WAY100135 para o sistema serotoninérgico, SCH23390 para o dopaminérgico
e bicuculina para o gabaérgico. A atividade ansiolitica do YLG foi inibida por
esses antagonistas, sugerindo que seu mecanismo de acdo € mediado pela
ativacdo dos receptores mencionados. Interessantemente, em uma
concentragdo de 100 mM, o YLG ndo demonstrou afinidade direta pelos
receptores supracitados, indicando que sua atividade ansiolitica poderia derivar
de uma modulacao indireta que resulta no aumento enddgeno de serotonina,
dopamina e GABA. Os autores propuseram gue, em doses mais elevadas, a

atividade ansiolitica do peptideo poderia ser devida a uma modulacéo direta,
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com afinidade pelos receptores GABA A. No entanto, o estudo ndo forneceu
dados que confirmassem essa hipotese.

A atividade biol6gica ansiolitica do peptideo YL foi investigada por Oda et al.
(2012), que utilizaram um inibidor de cicloxigenase (COX) durante seus estudos.
No entanto, esse inibidor ndo conseguiu bloquear o efeito ansiolitico do YL,
indicando que os mecanismos de acdo do peptideo ndo estdo relacionados a
esse caminho.

Outros pesquisadores que examinaram a atividade ansiolitica do YL incluem
Kanegawa et al. (2009). Eles realizaram testes comportamentais, como 0
Labirinto em Cruz Elevado e o Campo Aberto, usando métodos como injecdes
intraperitoneais, gavagem e injecfes intracerebroventriculares. Descobriu-se
uma potente atividade ansiolitica do YL que era dose-dependente, variando de
0,1g a 1g por Kg de peso corporal dos roedores. Utilizando agonistas e
antagonistas dos receptores 5HT1A, D1, e sitios benzodiazepinicos e
gabaérgicos nos receptores GABA A, 0s autores sugeriram um mecanismo de
acdo envolvendo uma sequéncia de ativacdo dos sistemas serotoninérgico,
dopaminérgico e gabaérgico. A hipétese é que o peptideo YL aumenta a
producdo de serotonina, ativando os receptores 5HT1A, 0 que por sua vez
estimula o sistema dopaminérgico a aumentar a producdo de dopamina e ativar
os receptores D1. Em seguida, o sistema gabaérgico, estando acoplado aos
outros dois sistemas, responderia ao aumento da atividade deles, elevando a
sintese de acido Gama-aminobutirico, que ativaria os sitios gabaérgicos nos
receptores GABA A.

O estudo também incluiu uma analise de acoplamento molecular dos
peptideos YL e YLG com o receptor GABA A, realizada nas coordenadas
x=3.355, y=-1.120 e z=139.497 (em uma caixa de grade de tamanho 13) usando
o programa GOLD (Genetic Optimisation for Ligand Docking). Os resultados
dessas analises podem ser encontrados na Figura 3 para o YL e na Figura 4

para o YLG.

Figura 12. Acoplamento molecular do peptideo YL com o receptor GABA
A nas coordenadas x=3.355, y=-1.120 e z=139.497 (caixa de grade tamanho 13)

utilizando o programa GOLD.
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Possiveis interag6es foram encontradas: (1) duas ligagfes de hidrogénio (2
A/2,1 A) entre o oxigénio do aminoacido THR 133 da cadeia B e o grupo NH do
peptideo; (I) ligacdo de hidrogénio (2,8 A) entre o oxigénio do aminoacido THR
58 da cadeia B e o grupo OH do peptideo e (lll) ligacdo de hidrogénio (3 A) entre
0 oxigénio do aminoacido LYS 102 da cadeia C e o grupo OH do peptideo.

Fonte: Prof. Dr. Gustavo Henrique Goulart Trossini

Figura 13. Acoplamento molecular do peptideo YLG com o receptor GABA
A nas coordenadas x=3.355, y=-1.120 e z=139.497 (caixa de grade tamanho 13)

utilizando o programa GOLD.

e YLG:

Possiveis interagdes foram encontradas: (I) ligacédo de hidrogénio (1,8 A)
entre 0 oxigénio do aminoacido ASP 56 da cadeia C e o grupo NH do peptideo;
() ligagédo de hidrogénio (3,5 A) entre o nitrogénio do aminoacido LYS 103 da
cadeia C e o grupo OH do peptideo.

Fonte: Prof. Dr. Gustavo Henrique Goulart Trossini

Ovolina € um pentapeptideo derivado da digestao triptica da ovoalbumina,

abrangendo a sequéncia aminoacidica 280-284. Oda et al. (2012) estudaram seu



efeito ansiolitico e descobriram que este era inibido pela indometacina, um
inibidor de cicloxigenase (COX), que esta associada a producdo de
prostaglandinas. Além disso, o efeito ansiolitico da Ovolina também foi suprimido
pelo BWA868C, um antagonista do receptor DP1 para prostaglandina PGD2, e
por antagonistas de receptores de adenosina A2A e GABA A. No entanto, a
Ovolina ndo mostrou afinidade direta por esses receptores, sugerindo que sua
atividade ansiolitica € mediada indiretamente pelos sistemas de prostaglandinas
PGD2, adenosina e GABA.

A hip6tese proposta pelos autores é de um funcionamento acoplado desses
sistemas: a Ovolina estimularia a COX, elevando a produgéao de PGD2, que por
sua vez ativaria os receptores de prostaglandinas DP1. O sistema de adenosina,
acoplado ao de prostaglandinas, reagiria ao aumento da atividade deste ultimo,
aumentando a producéo de adenosina e ativando os receptores A2A. Por fim, o
sistema gabaérgico, acoplado aos sistemas de adenosina e prostaglandinas,
responderia ao aumento da atividade destes com um incremento na producao
de GABA, ativando assim os receptores GABA A e promovendo a atividade
ansiolitica.

Além disso, foi realizada uma analise de acoplamento molecular do
peptideo Ovolina com o receptor GABA A, utilizando as coordenadas x=3.355,
y=-1.120 e z=139.497 (em uma caixa de grade de tamanho 13), através do
programa GOLD (Genetic Optimisation for Ligand Docking). Os resultados dessa

andlise podem ser encontrados na Figura 5.

Figura 14. Acoplamento molecular do peptideo Ovalina com o receptor
GABA A nas coordenadas x=3.355, y=-1.120 e z=139.497 (caixa de grade
tamanho 13) utilizando o programa GOLD.
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e Ovolin Peptide

Possiveis interagbes foram encontradas: (1) ligacao de hidrogénio (1,8 A)
entre o0 oxigénio do aminoacido SER 104 da cadeia A e o grupo OH do peptideo;
(I ligacdo de hidrogénio (2,5 A) entre o oxigénio do aminoacido LYS 102 da
cadeia B e o grupo NH do peptideo.

Fonte: Prof. Dr. Gustavo Henrique Goulart Trossini

Dois outros peptideos estudados por sua capacidade de modular os
sintomas de ansiedade sdo o Wheylin 1 e o Wheylin 2. Esses peptideos séo
derivados da proteina lactea beta-lactoglobulina, correspondendo as sequéncias
aminoacidicas 145-146 e 7-9, respectivamente. Eles foram obtidos por hidrélise
com termolisina e subtilina, conforme descrito por Yamada et al. (2014).

No estudo de Yamada et al. (2014), os peptideos bioativos foram
administrados a roedores por injecdes intraperitoneais, seguidas por testes
comportamentais no Labirinto em Cruz Elevado. Os resultados indicaram que o
Wheylin 1 exibe uma atividade ansiolitica significativamente mais potente que o
Wheylin 2. Enquanto o Wheylin 1 alcancou o efeito ansiolitico com a
administracao de apenas 0,3 a 1 mg de PB por Kg de peso corporal dos roedores,
o0 Wheylin 2 requereu 3 mg de PB por Kg para produzir um efeito similar.

Dada a atividade ansiolitica mais promissora do Wheylin 1 no tratamento
de Transtornos de Ansiedade, os autores investigaram sua relagcdo com o
sistema gabaérgico. A administracéo de bicuculina, um antagonista do receptor
GABA A, inibiu a atividade ansiolitica do Wheylin 1, evidenciando a influéncia do
sistema gabaérgico em seu mecanismo de a¢do. No entanto, ndo foi observada

afinidade direta do PB pelos sitios de ligacdo gabaérgicos e benzodiazepinicos
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nos receptores GABA A em ensaios especificos, sugerindo que o Wheylin 1 atua
por meio de uma modulacdo indireta do sistema gabaérgico. Baseando-se
nesses achados, os pesquisadores postularam que o Wheylin 1 promove o
aumento da sintese do neurotransmissor GABA, que por sua vez ativa 0s
receptores GABA A.

Além disso, foi realizada uma analise de acoplamento molecular dos
peptideos Wheylin 1 e Wheylin 2 com o receptor GABA A, usando as
coordenadas x=3.355, y=-1.120 e z=139.497 (em uma caixa de grade de
tamanho 13), por meio do programa GOLD (Genetic Optimisation for Ligand
Docking). Os resultados desta analise podem ser encontrados na Figura 6 para

o Wheylin 1 e na Figura 7 para o Wheylin 2.

Figura 15. Acoplamento molecular do peptideo Wheylin 1 com o receptor
GABA A nas coordenadas x=3.355, y=-1.120 e z=139.497 (caixa de grade

tamanho 13) utilizando o programa GOLD.
e Weylin 1 (MH)
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Possiveis interagdes foram encontradas: (I) ligagdo de hidrogénio (3 A)
entre o oxigénio do aminoacido THR 58 da cadeia B e o grupo OH do peptideo;
(I) ligacdo de hidrogénio (1,8 A) entre o oxigénio do aminoacido THR 133 da
cadeia B e o grupo NH do peptideo e (1) ligacdo de hidrogénio (2,8 A) entre o
oxigénio do aminoacido THR 133 da cadeia B e o grupo OH do peptideo.

Fonte: Prof. Dr. Gustavo Henrique Goulart Trossini

Figura 16. Acoplamento molecular do peptideo Wheylin 2 com o receptor
GABA A nas coordenadas x=3.355, y=-1.120 e z=139.497 (caixa de grade
tamanho 13) utilizando o programa GOLD.
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e Weylin 2 (MKG):
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Possiveis interagbes foram encontradas: (1) ligagdo de hidrogénio (1,6 A)
entre o oxigénio do aminoacido ASP 56 da cadeia C e o grupo NH do peptideo;
(I ligacdo de hidrogénio (2 A) entre o oxigénio do aminoacido THR 133 da

cadeia C e o grupo NH do peptideo.
Fonte: Prof. Dr. Gustavo Henrique Goulart Trossini

Zhao et al. (2016) investigaram o efeito bioldégico de um peptideo bioativo
derivado do rubisco de espinafre, conhecido como Rubimetida. Utilizando o teste
de Labirinto em Cruz Elevado, os autores observaram que o tratamento com
Rubimetida resultou em um aumento de 40% no tempo de permanéncia dos
roedores nos bracos abertos do labirinto, uma area que representa maior risco
de predacdo para os animais. Este resultado indicou um efeito ansiolitico
significativo do peptideo.

Para explorar mais a fundo o mecanismo de agdo da Rubimetida, os
pesquisadores administraram antagonistas dos receptores GABA A, assim como
antagonistas dos receptores de prostaglandinas PG2 (receptores DP1) e de
receptores de adenosina (receptores A2A). A reaplicacdo do teste
comportamental ap0s a administracdo desses antagonistas mostrou uma
diminuicdo da atividade ansiolitica, 0 que era observado anteriormente sem a
presenca dos antagonistas. Com base nesses resultados, os autores sugeriram
gue o efeito ansiolitico da Rubimetida ocorre através de uma ativacao indireta

dos receptores DP1, A2A e GABA A. Eles também postularam que os sistemas
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de prostaglandinas, adenosina e GABA operam de maneira acoplada
no mecanismo de acéo do peptideo.

Além dos estudos comportamentais, a pesquisa de Zhao et al.
(2016) incluiu também uma analise de acoplamento molecular do
peptideo Rubimetida com o receptor GABA A. Esta andlise foi realizada
utilizando o programa GOLD (Genetic Optimisation for Ligand Docking),
com o peptideo sendo posicionado nas coordenadas x=3.355, y=-1.120
e z=139.497, dentro de uma caixa de grade de tamanho 13. Os
resultados deste acoplamento molecular estdo detalhadamente
apresentados na Figura 8.

Esta analise molecular fornece insights adicionais sobre a
interacdo entre o peptideo Rubimetida e o receptor GABA A,
complementando os estudos comportamentais que indicaram um efeito

ansiolitico mediado indiretamente por este receptor.

Figura 17. Acoplamento molecular do peptideo Rubimetida com
o receptor GABA A nas coordenadas x=3.355, y=-1.120 e z=139.497

(caixa de grade tamanho 13) utilizando o programa GOLD.
e Rubimetide (MRW)

No good visualization. No interactions.

Para a predicéo de interacao entre a regiao estudada do receptor
GABA A e o peptideo Rubimetida ndo foram encontradas possiveis

interacdes. Fonte: Prof. Dr. Gustavo Henrique Goulart Trossini
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Andalise comparativa do docking

Segundo a literatura cientifica, € sabido que a afinidade de ligacédo
indicada pelo docking molecular considera através de um score de pontuacao
dado as configuracBes que se estabelecem entre componentes ligados e nao
ligadados da molécula distintos termos de forca, que podem ser: forca
elestrostética, hidrofobicidade, forca de Van der waals, ligacdes de hidrogénio,
etc. Os termos utilizados dependerédo do software utilizado. De acordo com 0s

termos considerados pelo Gold dispde-se o score de pontuacdo a seguir:

Score Peptide

59.07 Alpha Casozepine (YLGYLEQLLR)
55.57 Rubimetide (MRW)

58.26 Ovolin (VYLRP)

52.47 Selank (TKPRPGP)

48.12 weylin 1 (MH)

4425 weylin 2 (MKG)

51.46 YL

52.89 YLG

E interessante notar que o peptideo Rubimetida n&o apresentou
nenhuma ligacdo de hidrogénio, todavia recebeu uma alta pontuacdo, o que
indica significativa afinidade pelos receptores GABA, isto porque outras variaveis
foram consideradas pela andlise Gold.Isto vai ao encontro dos dados referentes
ao efeito ansiolitico que a rubimetida apresentou em ensaios in vivo, em que foi
indicado que ela modula o sistema gabaérgico de modo indireto, elevando no
sistema a quantidade de neurotransmissor acido gama amino-butirico que
ativaria seus respectivos receptores GABA A. A auséncia de ligacdes de
hidrogénio pode ser um indicativo de baixa afinidade direta, todavia a alta
pontuacdo obtida pela consideracdo de diferentes variaveis,endossa alguma
afinidade pelos receptores GABA A, que pode vir a ser indireta.

Outro dado que merece ser destacado € o fato do peptideo Wheilin 1 ter
apresentado uma pontuacdo maior do que o Wheilin 2, pois nos ensaios invivo,
o Wheilin 1 também apresentou maior potencial ansiolitico.

J4 a Alpha-casozepina que apresentou baixa afinidade direta pelos
receptores GABA A em ensaios in vitro, porém apresentou-se 2,5 vezes mais

ansiolitica do que os farmacos convencionais Diazepam e Olanzapina, recebeu
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a maior pontuacao do score, o queindica alta afinidade pelos receptores GABA
A.

6- Discussao

N&o podemos deixar de enfatizar a necessidade de problematizarmos, a
luz de produgbes cientificas recentes, conclusbes pautadas em testes
comportamentais com animais, pois segundo alguns estudos, estes ensaios
apresentam significativas limitacées (Miclo, et al., 2001).

Embora a ansiedade em ratos seja definida como alto nivel de esquiva a
ambientes novos e pouco familiares, bem como reagéo de medo aumentada, a
utilizacado de animais como ratos e camundongos para pesquisas relacionadas
as causas e tratamentos de transtornos neuropsiquiatricos € tarefa desafiadora,
pois sintomas atrelados a estas condi¢bes com frequéncia refletem motivacoes,
emocdes e processamentos cognitivos alheios ao repertério neurofisiolégico
destas espécies (Toth, 2003; Lezak et al., 2022).

Segundo, Rodgers e Dalvi (1997), Testes de respostas condicionadas ao
estresse, como o0 Teste de labirinto em cruz elevado™”, "o Teste de campo
aberto™ e o teste de enterramento defensivo™ sdo paradigmas reducionistas
sobre os Transtornos de Ansiedade, pois esta categoria de transtornos
neuropsiquiatricos é constituida por distintas e variadas respostas. Tais
limitacdes acabam sendo consequéncia de estratégias de desenvolvimento de
testes que, ao enfatizarem a validacdo farmacoldgica, produziram modelos
preditivos de um tipo especifico de atividade ansiolitica.

Conforme j& exposto, evolutivamente a ansiedade caracteriza-se por um
repertorio de reacles de defesa adaptadas para enfrentar diferentes formas de
ameacas, todavia adapc¢des consideradas inadequadas ou exageradas gera
padrées de respostas disfuncionais. Os ~"modelos animais de ansiedade™
consideram determinadas respostas disfuncionais, logo, reflexos dos
Transtornos de Ansiedade, quando podemos questionar se estas respostas
consideradas inadequadas, sd0 meramente adaptativas para a espécie
especifica, até porque, padrbes comportamentais parecem variar entre e intra-

espécie.
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E sabido também que alguns parametros que influenciam o teste de
enterramento de marmore, podem influenciar o teste de enterramento
condicionado defensivo devido a semelhanca entre estes testes, tais como:
lluminacdo. Luz de alta intensidade desencadeia estresse. Assim, a caixa clara
e escura devem ser iluminadas com 60-150 lux. O manuseio e o modo de
administragcdo do medicamento podem variar o resultado. A temperatura deve
ser de 23 a 25 °C, ou seja, a temperatura ambiente, pois a variacdo da
temperatura também pode alterar o resultado. Os aparelhos devem ser limpos
com etanol 10-70% e completamente secos. Alguns destes parametros nao
foram especificados pelos estudos que aplicaram testes comportamentais
(Sarkar, et al., 2020).

Mediante a problematizacdo acima exposta, destaca-se como atributo dos
artigos sobre peptideos bioativos ansioliticos gabaérgicos que incluimos nesta
revisdo a cautela relacionada a utilizacdo de termos mais apropriados para
indicar ansidlise quando houve. Porém, destaca-se também como limitacdo o
fato de apenas 1 dos estudos encontrado ter conduzido tanto ensaio in vitro,
guanto in vivo.

Apesar das limitagbes apresentadas pelos modelos comportamentais
animais, eles complementam com novas respostas as investigacées in vitro, pois
sao capazes de conferir a pergunta de pesquisa um cendrio mais complexo, mais
préximo dos contextos patoldgicos reais. Ndo podemos esquecer que um evento
biolégico para ser melhor compreendido necessita ser contextualizado o mais
proximo possivel do modo como de fato ele ocorre. Ademais, determinados
marcadores biolégicos quando considerados isoladamente ndo sao capazes de
predizer determinado efeito biolégico, porém dentro de um contexto fisioldgico
geram o efeito esperado. Isto foi verificado com o peptideo bioativo gabaérgico
chamado Alpha-Casozepina. Nos ensaios in vitro ela ndo apresentou alta
afinidade pelos receptores GABA A, porém nos ensaios comportamentais
conduzidos, ele apresentou-se 2,5 vezes mais eficiente do que o
benzodiazepinico convencional (Benoit, et al., 2016).

Devido ao fato de distintos ensaios terem cerceado o0s estudos
encontrados, ndo é possivel delinearmos um comparativo do potencial ansiolitico

entre os 8 peptideos localizados.
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