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Glutamatergic neurotransmission as
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O glutamato (GL U) éo principal neurotransmissor excitatorio do cérebro de mamiferos. Osreceptoresdo GLU sdo
classificados em ionotrépicos ou metabotrépicos. A interferéncia do GLU no desenvolvimento neural, na
pl asti cidade sinaptica, no aprendizado e namemaria, naepilepsia, naisquemianeural, natoleranciae nadepen-
dénciaadrogas, nador neuropética, naansiedade e nadepressao tem limitado o uso de compostos que agem nos
receptores de GLU, quando existe a necessidade de agdes mais sel etivas dessas drogas. Dados pré-clinicos em
roedores e humanos tém mostrado que compostos que reduzem a ativagdo do GLU, pelo bloqueio dos seus
receptores ou através dareducdo dasualiberacdo dosterminais, produzem um perfil ansiolitico em modelosde
ansiedade. A aplicacdo desses compostos em areas especificas do cérebro, envolvidas namediacdo do compor-
tamento defensivo, tal como a substancia cinzenta periaquedutal dorsal, também reproduzem o mesmo perfil

ansiolitico de ago. O conhecimento crescente acerca da neurotransmissdo pelo GLU e o desenvolvimento de
compostos mais seletivos atuantes nesta neurotransmissdo, renovaram a atencdo para esse sistema
neurotransmissor como alvo molecular possivel para uma nova classe de drogas no tratamento de condicles
neuropsiquiétricas. Embora incompleta, esta revisdo tenta atrair a atencdo para a importancia de estudos
colaborativos entre clinicos e pesquisadores de ciéncias bésicas na geracdo de idéias para alvos potenciais no
desenvolvimento de novos compostos ansioliticos. e desta maneira contribuir para a compreensdo das bases
biol égicas da ansiedade.

Glutamato. Ansiedade. Labirinto em Cruz Elevado. Substancia Cinzenta Periaquedutal Dorsal. Drogas Ansidliticas.

Glutamate (GLU) isthe main excitatory neurotransmitter in the mammalian brain. GLU receptorsare classified
asionotropic (iGLUR) or metabotropic (MGLUR). The GLU interference with neural development, synaptic
plasticity, learning and memory, epilepsy, neural ischemia, drug addiction, tolerance, neuropathic pain,
anxiety and depression, has limited the use of compounds acting on GLU synapses, when there is a need for a
selective effect for these drugs. Pre-clinical data in rodents and humans subjects has shown that compounds
that reduce GLU activation either by blocking its receptorsor by reducing itsrelease fromterminals elicit an
anxiolytic profile of action in model s of anxiety. When applied to specific brain areasinvolved in the mediation
of defensive behavior, such as the periaqueductal gray matter, these compounds also replicate the same
anxiolytic-like profile. Theincreasing knowledge about GLU neurotransmission and the devel opment of more
selective GLU-acting compounds have renewed attention towar ds this neur otransmismiting systemasa possible
target for new classes of drugs for the treatment of neuropsychiatric conditions. Although not complete this
review tried to draw attention to collaborative studies between clinicians and basic researchers that have
provided insight for potential targets in the devel opment of new anxiolytic compounds thus contributing for
the understanding of the biological basis of anxiety.

Glutamate. Anxiety. Elevated Plus-Maze model. Periaqueductal Gray Matter. Anxiolytic Drugs.
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Introducéo
Farmacologiado Glutamato

Asaciesexcitatoriasdo glutamato (GL U) so conhecidasdesde
osanos 502 Experimentosrealizados ao longo dos Ultimos anos
tém comprovado 0 seu envolvimento com o desenvolvimento
neural, aplasticidade sinaptica, o gprendizado, amemaria, 0 dano
neuronal pés-isquemiaou hipoglicemia, aepilepsiaeoutrasdo-
encas neurodegenerativas, a dependéncia e toleranciaadrogas,
ador neuropética, a ansiedade e a depressdo.*

Apesar daestimativade que aproximadamente 50 bilhdes de
neurdnios teriam capacidade para produzir o GLU,® somente
nos anos 70%8 ficou comprovado seu papel como transmissor
quimico. Os niveis neurais de GLU sdo altos (10 mM) e cons-
tantes. Estéo envolvidos em varios processos biogquimicos, tais
como o metabolismo energético, a sintese de acidos graxos, a
regulacdo dos niveis de ambnia, a composicao de proteinas e
peptideos.® Além disso, o GLU pode ser encontrado em
vesiculas sindpticas para ser liberado de maneira dependente
de Ca™ ou como precursor do acido gama aminobutirico
(GABA) em sinapsesinibitérias. O GLU é o aminoacido mais
abundante na dieta. Contudo, n&o existem evidéncias de dano
neural produzido pelo GLU ingerido por humanos.

OGLU éoprincipa transmissor excitatério do sistemanervo-
so central de mamiferos.'® Conformeilustrado naFigura l, os
seus receptores podem ser classificados genericamente como
ionotrépicos (iGLU; ligadosaum canal i6nico) e metabotropicos
(mGLU; ligados amecanismosintracel ulares de transducéo de
sinal, viaproteinaG).

OsiGLU foram subseqgiientemente classificados de acordo com
0 agonistamais saletivo e subdivididosem: NMDA (n-metil-d-
aspartato), AMPA (a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol pro-
prionato) e cainato. OsiGL U sdo compostos por quatro ou cinco
subunidades que, agrupadas, formam um poro central com
condutancia seletiva para Ca™ e Na'". O iGLU subtipo NMDA
possui varias subunidades denominadas NR1 (onde se liga a
glicing), NR2A-D (ondeseligao GLU) eNR3A-B. A combinacéo
de duas subunidades NR1 com duas subunidades NR2 compori-
am osreceptores presentesem maior ndimero no SNC.* Osrecep-

Receptores do Glutamato
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Figura 1 - Receptoress ionotropicos (iGLUR) e metabotrépicos (MGLUR)
do glutamato (GLU) e as composig¢des das subunidades (adaptado de 14).

Glutamato e ansiedade
Carobrez AP

tores AMPA sdo formados por subunidades GLUR1-4.12 J4 os
receptores cainato sdo formados por subunidades GLUR5-7 ou
GLU,, 57 KA1-20uGLU, ,1-2.3

OsmGLU formam uma classe de oito receptores (mGLU1-8)
classificadosemtrésgrupos(l, Il elll) cujasacdes sdo exercidas
aravésdaproteinaG. Osreceptoresdogrupo | (MGLU1emGLUS)
s80 acoplados a proteina Gq que ativa cascatas de segundos
mensageiros (fosfolipase C, etc.) promovendo aliberacdo de Ca™*
de estoquesintracel ulares. Osreceptoresdo grupo |1 (mMGLU2 e
mMGLU3) edogrupol1l (mGLU4, mGLU6, mGLU7 emGLU8) o
acopladosaproteinaGi, inibindo aformacao de AMPc.*

Uma caracteristica dindmica do funcionamento de uma
sinapse glutamatérgica pode ser melhor apreciada na Figura
2. A liberacdo dependente de Ca'* de GLU enddgeno podera
ativar todosiGLU emGLU, dependendo da afinidade, daloca
lizag8o e das caracteristicasintrinsecas de cadareceptor. As-
sim, acredita-se que o GL U liberado ativainicialmente osre-
ceptores AMPA e cainato que, apesar dabaixaafinidaderela-
tivapelo GLU, promoveriam arapidadespolarizacédo dacélula
através da entrada de ions Na* e Ca™. A despolarizacéo par-
cial damembrana plasméticaremoveria o bloqueio exercido
pelo ion Mg™ do interior do canal do receptor NMDA. Por-
tanto, o GLU, ligando-se com alta afinidade na subunidade
NR2 em associagdo com aglicing, ligadanasubunidade NR1,
promoveriam a entrada de Ca™ e Na', contribuindo para a
excitabilidadedacéula. A ativagdo dosmGLU, por envolver a
ativag8o de mensageirosintracel ulares, se dariaem velocida
demuito maislenta. Contudo, seus efeitos poderiam se dar em
dois niveis, inibindo a excitacdo através de receptores dos
grupos Il e Il ou aumentando a excitabilidade, através dos
receptoresdo grupo |. A ativagdo dosmGLU (gruposll elll)
com localizacdo extra-sinaptica promoveriaareducdo nalibe-
racdo deste neurotransmissor. A ativagdo do mGLU1 emGLUS
contribuiria para a ativagdo da membrana pds-sinaptica, en-
guanto aestimulagdo do mGLU2 emGL U3 inibiriaaexcitabili-
dade desta membrana. Um sistema de transporte seletivo de
GLU paracélulasgliais e para os neurdnios reduziria as con-
centracOes sindpticas do aminoacido.’>® A conversdo do GLU
em glutamina e sua subseqiiente captacdo neuronial poderi-
am, por suavez, dar inicio a nova sintese de GLU e anova
liberagdo sindptica(Figura2).

Abordagem experimental daansiedade

Uma discussdo sobre model os animais de ansi edade ndo sera
abordada neste artigo. Porém, umaleituramais detalhada pode-
ra ser encontrada nas revisOes feitas por Rodgers & Cole'” e
por Graeff & Zangrossi Jr.*® Os comportamentos defensivos
(CD) sfo as reacfes do organismo a perigos presentes ou po-
tenciais. Os CD sdo modelados pela selegdo natural e podem
ser modificados para que atuem somente quando forem (teis.*®
Conex0es neuroniais s selecionadas quando ha deteccdo de
pistas perigosas facilitando o aprendizado e aretengdo perma-
nente da informag&o. Os CD sdo ainda especificos para cada
situacdo de perigo com amplitudes que podem variar de uma
resposta de panico em animaisfrente ao ataque de um predador
até respostas mais sutis, como esquiva frente a perigos poten-
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Figura 2 - llustragdo da transmisséo sinaptica do glutamato (GLU) e das
suas acOes nos receptores ionotrépicos AMPA, cainato e NMDA ou
metabotrépicos mGLU.

ciais.”® Nestalinhade raciocinio, tem sido sugerido que trans-
tornos de ansiedade sdo causados por uma deteccdo falha e
conseqiientemente pela expressdo inadeguada dos CD.*%% Os
model os animai s de medo/ansiedade favoreceriam aexpresséo
do CD frente a situagBes artificiais ou naturais de perigo. Os
parametrosfisiol 6gicos e comportamentais comporiam acom-
preensado das bases biol 6gicas subjacentes. Trés medidas dire-
tas sdo freqUentemente utilizadas para o estudo do CD: 1) As
respostas motoras, representadas por atos e posturas em dire-
¢80 a0 meio externo; 2) As respostas neurovegetativas repre-
sentadas por varios mecanismos de adaptacdo ou de preparo
domeiointerno paradar suporte asrespostas comportamentais;
e 3) Asrelagdes morfo-funcionais de areas encefdlicas através
detécnicas de neuro-imagem.

A participag8o da substéncia cinzenta periaquedutal dorsal
(SCPd) no medo/ansiedade pode ser comprovada por varios
experimentos mostrando que aadministracéo sistémicadedro-
gasansialiticascomo o clordiazepdxido, diazepam ou lorazepam
reduzem o comportamento aprendido de atenuacdo ou de
finalizagdo da estimulagdo elétrica da SCPd.#% Qs efeitos
motivacionais aversivos dessa estimul agdo estéo indicados nos
seguintesfatos: 1) A SCPd seriaum dos sitios de acdo do ef eito
ansiolitico dos compostos benzodiazepinicos;? 2) Animais sdo
treinados adedligar (“switch off”) o estimulo elétrico aplicado
na SCPd* e 3) Relatos de disforia e panico, associados ao au-
mento na freqliéncia respiratéria em humanos submetidos a
neurocirurgia® Deakin & Graeff? propuseram que a SCPd seria
responsavel pela defesa contra predadores comandando res-
postas de fuga ou luta executadas em condices de medo extre-
mo. Em resumo, esses estudosindicam que partes da SCP con-
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tém elementos neurais responsaveis pela expressao coordena-
dadareacdo de defesa esponténea ou induzida artificialmente
através da estimulagdo €l étricaou quimica.=?

Em 1985, comegamosainvestigar os efeitos dos aminoacidos
excitatorios (AAE) nos CD. Os resultados iniciais mostraram
gqueo GLU aplicado naSCPd eracapaz de evocar o CD emratos,
um efeito que poderia ser seletivamente bloqueado por antago-
nista de AAE.*3! Antagonistas de AAE aplicados na SCPd
foram também eficazes em bloguear o CD evocado a partir da
estimulagdo el étricadestaregido, sugerindo um papel fisiol 6gi-
Co para esta transmissdo quimica na mediacdo das respostas
defensivas. Em uma abordagem experimental etoldgica, utili-
zando o paradigma gato-rato, mostramos que antagonistas de
AAE injetados por via sistémica eram capazes de atenuar a
expressao do CD apos aretiradado gato, sem contudo interferir
no CD durante a exposi¢do ao predador.*

Olabirinto em cruz elevado (L CE; Figura3) éomodelo animal
de ansiedade mais utilizado no mundo. Um levantamento feito
através do sitio da internet, web of science (a partir do portal
CAPES: www.periodicos.capes.gov.br), mostrou que, de 1984
até o ano de 2002, foram produzidos aproximadamente 2.200
trabal hos cientificos indexados utilizando ou citando o L CE,
dos quais 250 feitos no Brasil. Ao longo desses anos, os resul-
tados obtidos em experimentos que utilizaram este model o tém
contribuido para o desenvolvimento de novos compostos
ansioliticos, para o conhecimento das bases neurobiol 6gicas
da ansiedade e, mais recentemente, na avaliacdo da
emoacionalidade de animais submetidos a técnicas de delecéo
génica.®** O modelo do LCE assenta-se no comportamento
exploratdrio espontaneo de roedores em um ambiente com dois
niveis de maior (bragos abertos) ou menor (bragos fechados
com paredes) caracteristicaaversiva. Essefato gerainiciamen-
te um conflito aproximacdo-esquiva aos bragos abertos, resul-
tado datendéncia exploratériado roedor e do medo/novidade.
Handley & Mithani®* mostraram que este tipo de labirinto era
sensivel adrogas ansioliticas (maior atividade nos bracos aber-
tos) e ansiogénicas (menor atividade nos bragos abertos), o

Labirinto em Cruz Elevada
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Figura 3 - Diagrama ilustrativo do modelo do labirinto em cruz elevado
(LCE) para ratos, com as principais caracteristicas fisicas e principais
parametros de medidas em uma sessdo de 5 min de duragéo.
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Tabela 1 - Efeito de drogas glutamatérgicas sobre o comportamento de ratos no modelo do labirinto em cruz elevado.

Glutamato e ansiedade
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Droga Mecanismo de acédo Administragéo/Via Efeito Referéncia
Glutamato Agonista Intra-SCPd ansiogénico 29
NMDA Agonista NMDA/Glicina-B Sistémica ansiogénico 45
Intra-SCPd ansiogénico 29
Glicina Agonista NMDA/Glicina-B Intra-SCPd ansiogénico 36,37
D-serina Agonista NMDA/Glicina-B Intra-SCPd ansiogénico 36
AP-5 Antagonista NMDA/Glicina-B Sistémica ansiolitico 45
AP-7 Antagonista NMDA/Glicina-B Intra-SCPd ansiolitico 46
Intra-SCP ventral ansiolitico 47
MK-801 Antagonista NMDA/Glicina-B Sistémica ansiolitico 47
Memantina Antagonista NMDA/Glicina-B Sistémica ansiolitico 40
HA-966 Antagonista NMDA/Glicina-B Intra-SCPd ansiolitico 37
ACPC Antagonista NMDA/Glicina-B Sistémica ansiolitico 49
diCl-quinurénico Antagonista NMDA/Glicina-B Sistémica ansiolitico 50
L701324 Antagonista NMDA/Glicina-B Sistémica ansiolitico 51
7-Cl-quinurénico Antagonista NMDA/Glicina-B Intra-SCPd ansiolitico 52
Ac. quinurénico Antagonista NMDA/Glicina-B Intra-SCPd ansiolitico 53
LY326325 Antagonista AMPA Sistémica ansiolitico 51
NBQX Antagonista AMPA/cainato Intra- acimbens ansiolitico 54
CNQX Antagonista AMPA/cainato Intra-SCPd ansiolitico 55
LY354740 Agonista mGLU2/3 Sistémica ansiolitico 42
MPEP Antagonista mGLU5 Sistémica ansiolitico 56

SCP = substancia cinzenta periaquedutal; SCPd = substancia cinzenta periaquedutal dorsal.

que foi confirmado por varios pesquisadores.’” Alguns fatos
notéveis mostram que neste model 0 os animai s apresentam: 1)
Aumento na corticosterona plasmética; 2) Analgesiablogquea-
dapor drogas ansialiticas; 3) Aprendizado de umarespostade
esquiva; e 4) Aumento na atividade de neurbnios em areas
envolvidas com as respostas de medo/ansiedade, tais como
amigdala, hipotadlamo e SCPd, entre outras.®

A partir de 1990, iniciamos nossos estudos utilizando o LCE
como modelo experimental. O conjunto de resultados obtidos
mostrou gque antagonistas do receptor subtipo NMDA (AP7,
HA966, &cido 7Cl-quinurénico, &cido quinurénico) produziam
aumentos nas atividades dos bragos abertos do L CE, sugesti-
vo de efeito ansiolitico, confirmando resultados obtidos com
outros antagonistas NMDA administrados por via sistémica
(Tabela 1). Por outro lado, agonistas ligantes da subunidade
NR2 (GLU, NMDA) ou NR1 (glicina, D-serina) do receptor
NMDA produziram efeitos ans ogénicos, quando microinjetados
na SCPd.**363" Evidéncias do envolvimento da SCPd no efeito
de compostos ansi 0-seletivos foram obtidas em um estudo onde
microinjecBes do antagonista competitivo do sitio receptor de
glicina na SCPd aboliram os efeitos ansiogénicos do
pentilenotetrazol, aplicado pela via intraperiatoneal. Ja as
microinjecdes de glicina na SCPd reduziram os efeitos
ansioliticos do diazepam injetado pelaviasistémica, mostrando
gue aatividade excitatOria do receptor glutamatérgico naSCPd
pode influenciar no efeito ansiolitico de compostos do tipo
benzodiazepinicos.* Dados de outros laboratdrios tém confir-
mado e ampliado esses resultados, mostrando o perfil geral no
gual compostos antagonistasdosiGLU e dosmGL U, do grupo

| eagonistasdosmGLU, grupo |1, possuiriam efeitosansioliticos
no modelo do LCE (ver Tabelal).

A Transmissdo glutamatér gica como alvo terapéutico

Com base nos dados obtidos através da experimentacéo ani-
mal e em humanos sobre a importancia da transmisso pelo
GLU presente de maneiraubiquano SNC e seu papel mediador
na SCPd, umaregi&o encefdlicaenvolvidanaexpressao de CD
em animais e na expressao do panico em humanos,? varios
autores tém sugerido a transmissao glutamatérgica como um
alvo estratégico para o tratamento de varias condicfes
neuropsiquidtricas (Tabela2).?

O interesse por novos compostos ansioliticosjustifica-se pelo
fato de que os ansialiticos atual mente em uso naclinica apre-
sentam efeitos colaterais que limitam sua utilizacgo. No caso
dos compostos benzodizepinicos, os efeitos colaterais, tais
como a sedacdo e a dependéncia ou mesmo a incapacitacdo
para o trabalho ou os estudos, sdo determinantes para a ndo
adesfo ao tratamento. Para os antidepressivos e abuspirona, a
laténcia para o efeito clinico de 3-4 semanas, pode limitar seu
USO em casos que exijam intervencdo maisaguda. Assim, neste
cendrio, varios autores tém relatado que alguns compostos
glutamatérgicos poderiam ter utilidade em intervencbesimedia
tas sendo possivelmente desprovidos de efeitos sedativos ou
de induc¢do de dependéncia.

Contudo, os efeitos psicotomiméticos da quetamina e da
fenciclidina, dois bloqueadores do canal iénico do receptor
NMDA, desestimularam por muito tempo o desenvolvimento
de medicamentos especificos para transtornos de ansiedade

Tabela 2 - Farmacos com ac¢fes nas sinapses glutamatérgicas e possiveis indicag8es terapéuticas nos transtornos de ansiedade e depresséo.

Farmaco Mecanismo de Agéo Utilizag&o clinica Referéncias
Lamotrigina Inibidor de liberagao de glutamato Depressao bipolar/ Transtorno de estresse pés-traumatico 58,59
Riluzole Inibidor de liberagao de glutamato Ansiedade 61,62
Topiramato Antagonista AMPA e cainato Transtorno de estresse pds-traumatico 60
LY354740 Agonista mGLU2/3 Ansiedade/ Panico 44,57
Memantina e Amantadina Bloqueador do canal i6nico- NMDA Ansiedade/Depressao 39,40,63
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com agdes sobre a transmissdo glutamatérgica. Ao longo des-
ses anos, 0s varios compostos desenvolvidos pela indUstria
farmacéutica com mecanismo de acdo semelhante ao da
quetamina(ex. Dizocilpina, Ceredtat, Licogtinel, Selfotel, D-CPP-
ene) ndo eram desprovidos dos efeitos psicotomiméticos. So-
mente a memantina, patenteada em 1972 pela Merz, e a
amantadina parecem ter dlgumautilidade clinica, poisosefeitos
psi cotomiméti cos podem ser evitados com aumentos gradativos
dadoseinicial por 3-4 semanas.® Estudos pré-clinicosrealiza-
dos em nosso laboratério mostraram um efeito ansiolitico se-
letivo damemantina na dose de 8 mg/kg, seminterferénciano
aprendizado.® Em pacientes com deméncia, amemantinae a
amantadina mostraram uma melhora namotivagao, nos distir-
bios emocionais e no comportamento social.#

A abordagem maisrecente envolvendo o GLU tem sido desen-
volvidaatravésdadutilizacgo de farmacos com ag&o nos recepto-
res metabotrépicos. Particularmente, o composto da Eli Lilly,
LY 354740, que éum agonistado mGL UR2/3, tem mostrado em
ensai os pré-clinicos em ratos e humanos ef eitos ansi ol iti cos. #4344
Um trabal ho realizado em 2002 mostrou em estudo duplo-cego
gue, de um grupo de 30 pacientes com transtorno de panico
submetidosaum ambiente com 35% CO2/65% O2, 67% dagueles
gue receberam o composto ndo responderam a um segundo de-
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safio com o gés, contra 10% do grupo placebo.% Para este com-
posto nao foram relatados até o momento os efeitos
psi cotomiméti cos, comuns aos compostos antagonistasdo GLU.

Conclusbes

Dentre as novas abordagens para o tratamento farmacol 6gico
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