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RESUMO

O receptor de peptideo liberador de gastrina (GRPR ou Receptor BB2) é um membro da subfamilia de
receptores de peptideos semelhantes a bombesina (BB) e é capaz de mediar as a¢gdes do peptideo BB e
do peptideo liberador de gastrina (GRP), cujos efeitos neurais incluem mudancas no comportamento e
o aumento do aprendizado e da retencdo de memdria, entre outros papéis fisioldgicos. Os GRPRs
distribuem-se no cérebro em dendritos e corpos celulares de neurdnios em regides que incluem o
hipocampo dorsal. GRPR tem emergido como um sistema de importante papel na regulacdo da
formagdo da memoria e a observagdo dos efeitos de agonistas desse receptor sobre o desempenho de
roedores em tarefa de memoria, mostra que a administragdo sist€émica de BB/GRP pode aumentar a
formacdo de memdria. Ja o bloqueio do receptor por alguns antagonistas avaliando diferentes tipos de
memoria em ratos tratados com infusdes intracerebrais ou sist€émicas, indica um papel seletivo e
importante dos receptores de BB/GRP hipocampais (e de outras dreas) na memoéria emocional. A
maioria das evidéncias farmacoldgicas indica que a ativagdo de GRPR por agonistas aumenta,
enquanto antagonistas bloqueiam a memdria e plasticidade sindptica, no entanto, hd dados de um efeito
facilitatério de um antagonista de GRPR sobre potenciacdo de longa duragdo (LTP), e de
camundongos deficientes em GRPR que apresentaram memoria hipocampal normal, sugerindo que
GRPR € um sistema que contribui na modula¢do da memdria exercendo papel inibitdrio. Além disso,
apresenta interacdo funcional com outros sistemas de neurotransmissores e receptores (receptores
GABA, dopamina e glicocorticéides). Este trabalho avaliou os efeitos de diferentes doses de um
antagonista de GRPR [D-Tpi(’, Leu" psi (CH,NH)-Leu'!] bombesin (6-14) (RC-3095) sobre a
consolidagdo da memdria, onde se observou que a infusdo pds-treino de uma alta dose na area CA1
hipocampal induziu um aumento na retengdo da memdria aversiva, que foi bloqueado pela infusao pré-
treino de uma dose inefetiva de um agonista de receptor GABA,, muscimol. Esses dados suportam a
visdo de que o efeito facilitatério da memdria através do bloqueio de GRPR poderia envolver uma

interac@o funcional entre esses receptores e neuronios GABAérgicos.
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ABSTRACT

The gastrin-releasing peptide-preferring receptor (GRPR, BB2 receptor) is a member of the bombesin
(BB)-like peptide receptor subfamily activated by the peptide BB and gastrin-releasing peptide (GRP).
The neural effects include changes in animal behavior and improvement of learning and memory, and
several other physiological activities. The GRPR is detected within the brain in dendrites and cell
bodies of neurons in regions including the dorsal hippocampus. The GRPR has also emerged as a
system importantly involved in regulating memory formation and the observation of the agonist effects
in rodents in memory tasks showed that systemic administration of BB/GRP can improve memory
retention. In contrast, intracerebral or systemic infusions of the GRPR agonists, in different types of
memory, showed a selective and important role of the GRPR hippocampal (and other areas) on
emotionally-motivated memory. Pharmacological evidence indicates GRPR activation by agonists
induce memory enhancement where as GRPR antagonists cause memory and synaptic plasticity
impairment. However, studies about long-term potentiation (LTP) showing memory-enhancing effect
by GRPR antagonist and genetic experiments showing that GRPR-deficient mice have normal
hippocampal memory suggest GRPR as a system with inhibitory role on memory modulation.
Moreover, it presents functional interaction with other neurotransmitter and receptor systems (GABA-
receptors, dopamine, glucocorticoids). The present study examined the effects of infusions of different
doses of the GRPR antagonist [D-Tpi®, Leu'® psi (CH,NH)-Leu'*] bombesin (6-14) (RC-3095) on
memory consolidation. The posttraining intrahippocampal infusion of a high dose induced memory
enhancement, but it was blocked by pretraining infusion with a low dose of the GABA, receptor
agonist, muscimol. The data support the view that the memory-enhancement effect of GRPR blockade

may involve a functional interaction between the GRPR and GABAergic neurons.



INTRODUCAO

Estudos farmacoldgicos e genéticos em roedores t€ém demonstrado que receptores
de peptideo liberador de gastrina (GRPR) em édreas como a regido dorsal do hipocampo, sao
importantes na regulagdo da plasticidade sindptica e em aspectos do comportamento que
podem estar alterados em desordens como ansiedade, depressdo, deméncia e outras. Vdrias
modificagdes comportamentais tém sido descritas em roedores sob a influéncia de GRPRs,
como ingesta alimentar, estereotipia, retencdo de memoria e aprendizado motivado por
€moc¢ao.

Existem vérias linhas de evidéncias indicativas de que peptideos andlogos a
bombesina (BNPs) através da ativacdo de seus receptores possam estar envolvidos em
alteracdes neuroquimicas associadas a doencgas psiquidtricas e neuroldgicas, por exemplo pela
interagdo com outros sistemas de neurotransmissores. Considera-se que GRPRs estejam
localizados em uma classe de interneur6énios GABAérgicos no hipocampo. Através do
estimulo desse receptor ao longo do hipocampo, GRP aumenta os niveis extracelulares de
GABA pela despolarizacdo dos interneurbnios e, em conseqiiéncia, aumenta a
neurotransmissdo mediada por GABA nesta area.

Este grupo de pesquisa tem proposto que o fato de GRPRs em dreas limbicas
exercerem um papel regulatério na cognicdo e no processamento da informagao relacionada a
emocdo ¢ consistente com a visdo que uma disfung@o no sistema GRP possa estar envolvido
em doencas psiquidtricas.

Considerando essas observagdes, tem-se esses peptideos e a via mediada por

GRPR como um potencial alvo terapéutico em doencas do sistema nervoso central. Para que
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sejam desenvolvidas novas drogas tendo GRPR como facilitador do potencial cognitivo, faz-
se necessario elucidar o papel regulatério de GRPR sobre memoria.

Com este objetivo o presente trabalho foi elaborado, a partir do interesse em
identificar o papel dos receptores de bombesina/peptideo liberador de gastrina (BB/GRP) na

formagdo da memoria hipocampal.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Peptideo Liberador de Gastrina (GRP)

2.1.1 Historico

Em 1971, foi isolado da pele da rd Bombina bombina, o peptideo de 14-
aminoacidos bombesina (BB) (3). Em 1979, usando um anti-soro desenvolvido contra BB,
pesquisadores identificaram seu andlogo em mamiferos, um peptideo de 27 aminoacidos
denominado peptideo liberador de gastrina (GRP), uma vez que sua primeira atividade
conhecida foi a inducdo da secre¢do de gastrina nas células G no estdmago. GRP apresenta
além da mesma seqiiéncia carboxi-terminal (Tabela 1), fungdes bioldgicas semelhantes as da
BB (46).

Outros peptideos com estruturas semelhantes foram isolados de anfibios e dois
peptideos andlogos a bombesina também foram encontrados nos tecidos de mamiferos, o
peptideo neuromedina B e o peptideo neuromedina C, que possuem atividades bioldgicas

semelhantes a BB e GRP (5, 27, 52-54).

Tabela 1. Estrutura da Bombesina (BB) e Peptideo Liberador de Gastrina (GRP) (73).

Bombesina:
Pyr-Gln-Arg-Leu-Gly-Asn-Gln-Trp-Ala-Val-Gly-His-Leu-Met-NH,

Peptideo liberador de gastrina:
Ala-Pro-Val-Ser-Val-Gly-Gly-Gly-Thr-Val-Leu-Ala-Lys-Met-Tyr-Pro-Arg-Gly- Asn-His-Trp-Ala-Val-
Gly-His-Leu-Met-NH,

13



Assim como muitos neuropeptideos, GRP surgiu de uma série de etapas de
processamento bem definidas de um precursor com 148 aminodcidos de ampla tradugdo
(PreproGRP) (90, 91). O cDNA codificando GRP humano foi primeiramente clonado de uma
metastase hepatica de um tumor carcindide pulmonar rico em imunoreatividade a GRP (91).
Sua descoberta e a disponibilidade de um anti-soro contra esse peptideo, conduziram a
demonstragdo de imunorreatividade em extratos de tecidos e a localizagdo imunohistoquimica

de GRP em diferentes tecidos e tipos celulares (64).

2.1.2 Distribuicao pelo Corpo Humano

Em mamiferos, a presenca de BB/GRP distribuido por todo o sistema nervoso
central e fibras nervosas ao longo do trato gastrintestinal estd bem documentada, apresentando
alta densidade no pancreas (9, 30) e no plexo mioentérico do estomago (10, 16, 38). A
ocorréncia de imunoreatividade a GRP também tem sido bem documentada em tecidos de
pulmio humano: adulto e fetal (96, 113).

Os peptideos também estdo presentes no fluido cerebroespinhal, fluido bronquial e
ainda é secretado no leite materno (1, 42). O ttero gravidico de uma série de espécies
incluindo a humana é um dos maiores sitios de producdo de GRP, embora a maioria pareca
incompletamente processado (22, 103). Outras pesquisas ainda incluem sua presen¢a no timo,
préstata e uretra (64).

A distribuicdo regional de GRP através do cérebro e sistema nervoso central tem
sido bem descrita por alguns grupos de pesquisadores (55, 63). Estudos de hibridizagao in situ
avaliaram a distribui¢cdo de GRP no cérebro de ratos, encontrando altos niveis de GRP mRNA

na area amidalohipocampal, giro dentado, hipotdlamo e isocortex (101) e baixa densidade de
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peptideos andlogos a bombesina no cortex (55). A maior parte das areas contendo GRP

mRNA também apresenta imunoreatividade para GRP (12, 54, 101, 116).

2.1.3 Funcoes Fisiolégicas

Os peptideos GRP exercem diversos papéis fisiolégicos, incluindo a regulacio de
funcdes metabolicas, influéncia na secrecdo e/ou inibigdo de hormonios gastrintestinais como
gastrina e somatostatina e atuacgio sobre a secrecio exdcrina pancredtica, incluindo a secrecdo
de insulina e glucagon (9, 37, 38, 67, 86). Em adicdo ao estimulo da secrecdo gastrica, tem-se
a contratilidade da musculatura lisa, termorregulacdo, saciedade e outras atividades
relacionadas (23, 27, 45, 89, 108). Os efeitos neurais de GRP quando administrado em
algumas espécies de mamiferos, incluem mudancas no comportamento do animal, o aumento
do aprendizado e da retencdo de memdria por ativagdo vagal periférica (14) e o aumento na
atividade espontinea quando administrados via exdgena (5, 31, 109-112).

Hé alguns estudos que sugerem a existéncia de um balanco no processo de
proliferacdo celular e morte celular programada, provocado pela administracdo de BB. Foi
demonstrado que células do pulmio fetal de ratos sofrem apoptose, inibida pela BB, através
da interagdo com os seus respectivos receptores (36). Além disso, a administragdo cronica de
GRP pode aumentar o conteddo do DNA (35) e induzir hiperplasia das células da mucosa
(93).

In vivo, esse peptideo apresenta um importante papel na diferenciacio e
crescimento do pulméo fetal, estando envolvido como fator de crescimento autdcrino. Essa
hipdtese autdcrina para crescimento do cancer, postula que uma célula produz ambos fator de
crescimento e seu receptor, e que dessa interacdo resulta a proliferacdo. O reconhecimento de

GRP como um protétipo de fator de crescimento autdcrino foi originalmente baseado na
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deteccdo de GRP e seu receptor, e sobre o efeito anti-proliferativo de anticorpos GRP, em
carcinomas de pulmao de células pequenas (SCLC) (64).

Estudos tém demonstrado sua proliferacio em outros tipos celulares, o que pode
estar relacionado com o desenvolvimento e a progressdo de outras neoplasias, como cancer
gdstrico, pancredtico, célon, mama e prostata, considerando que também atua como fator de
crescimento em diversos 6rgdos e sistemas envolvidos com a sinalizacio mediada por seu

receptor (5, 8, 93).

2.2 Receptores GRP e Analogos

2.2.1 Caracteristicas Estruturais do Receptor

O receptor para o peptideo liberador de gastrina (GRPR ou Receptor BB2) com

384 amino4cidos (Tabela 2, Figura 1) ¢ um membro da subfamilia de receptores de peptideos

semelhantes a bombesina (BB) e é capaz de mediar as a¢des do peptideo BB e do peptideo

liberador de gastrina (GRP).

Tabela 2. Estrutura Molecular do Receptor do Peptideo Liberador de Gastrina (GRPR) (54, 73).

(1=60) MALNDCFLLY LEVDEFMECY [3SHSADLFYV NDDWSHPGIL YVIRAVYGVT ILIGLIGHIT
(61-120) LIKIFCTVES MRNVPNLFIS SLALGDLLLL ITCAPVDASR. YLADRWLFGR IGCKLIPFIQ
(121=-1200 LTSVGVSVET LTALSADRYE AIVRFMDIQA SHALMEICLE AAFIWIISML LAIPEAVESD
(181-240) LEPFFHEESTN QTFISCAPYP HSNELHPEIH SMASFIVFYV IPLSISVYY YFIAKNLIQS
(241=300) AYNLPVEGN] HVEEQIESRK RLAETVINVEY GLFAFCWLEN HVIYLYRSYH YSEVDTSMLE
(301-360) EVISICARLL AFTNSCVNFPF ALYLISESFR EQFNTQLLOC QPGLIRSHS TGRSTTCMTS
(301=384) LRSINPSVAL FSLINGNICH ERTV

16



mGRP receptor

Figura 1. Sequéncia de aminoacidos de mGRPR e disposicdo transmembrana. Benya et al, 2000 (74)

Outros trés diferentes subtipos de receptores para essa familia t€m sido descritos:
receptor NMB (ou receptor Bombesina 1 — BB1), BRS-3 e BB4-R (39, 54, 60, 73, 85).

Todos os subtipos sdo caracterizados como membros da superfamilia de receptores
acoplados a proteina G, com sete dominios transmembrana e capazes de estimular a
fosfolipase C a aumentar as concentragdes intracelulares de fosfato de inositol, diacilglicerol e
calcio (80).

Outros mediadores intracelulares ativados por GRPR incluem a proteina quinase

ativada por mitégenos (MAPK), cinase de adesdo focal (FAK), fosfatidilinositol-3-quinase e

em algumas situagdes proteina de resposta ao AMPc (65, 69, 80).

2.2.2 Localizacao dos Receptores

Em um estudo investigando a presenca de sitios de ligacio a BB no SNC,
observou-se que BB liga com alta afinidade as membranas cerebrais de ratos. A 4rea cerebral

com a mais alta densidade de sitios de ligacdo especifica € o hipocampo, que estd envolvido
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na plasticidade sindptica, memoria e doengas neuropsiquidtricas como esquizofrenia e Doenca
de Alzheimer. Foi também demonstrada a ocorréncia de peptideos endégenos andlogos a BB
no cérebro de ratos usando técnicas de radioimunoensaio (55-57).

Para um maior detalhamento sobre a distribuicio do GRPR no cérebro foi
realizado estudo com hibridizacdo in situ em ratos (99), onde uma expressdo proeminente de
GRPR foi detectada na regido hipotalamica, além da presenca de GRPR mRNA no giro
dentado, isocértex, trato olfatdrio, ganglio basal e hipotdlamo (5, 54). Estudos usando técnicas
autoradiograficas indicaram que as dreas cerebrais que contém altas densidades de GRPRs
incluem ainda bulbo olfatério, amigdala central, formacdo hipocampal dorsal (area CA3 e giro
dentado) e niicleo talamico (54, 105, 106, 114).

Um estudo mais recente de imunohistoquimica (Figura 2) determinando a
distribuicio de GRPR no cérebro de ratos confirma que os receptores se encontram em
dendritos e corpos celulares de neurdnios em regides cerebrais que incluem hipocampo dorsal

e amigdala (5, 32, 105, 114).

Figura 2. Localizacdo de GRPR no cérebro de rato selvagem. A coluna da esquerda mostra
imagens de microscopio e regides selecionadas e aumentadas na coluna da direita. Apds
imunosinais para GRPR-anticorpos (verde) terem sido observados, se¢des foram coradas com
iodeto de propidium (vermelho) para delimitar o nicleo da célula. Abreviagdes: CAl = regido CAl
do hipocampo; CA2 = regido CA2 do hipocampo; CA3 = regido CA3 do hipocampo; DG = giro
dentado. Adaptado de (32).
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Através da utilizacdo de técnicas de ligacdo a receptores e ligantes seletivos a
receptores para BB, foi comprovado ainda que BB e GRP ligam com alta afinidade a GRPR
(receptor BB2) (6, 54, 90, 100), enquanto NMB apresenta baixa afinidade por esse receptor

(100).

2.2.3 Vias de Sinalizacao Celular

Respostas intracelulares para a ativagdo de GRPR em células de cancer e linhas
celulares neuroenddcrinas t€ém mostrado um envolvimento de cascatas de sinalizagdo,
particularmente da via da proteina quinase C (PKC) e via das proteinas quinases ativadas por
mitégenos (MAPK/ERK). A secre¢do de cromogranin-A mediada por GRPR em linhas
celulares neuroenddcrinas é bloqueada por inibidores de fosfolipase C (PLC), PKC e MAPK
(24). Confirmando esses estudos, nosso grupo apresenta resultados que indicam claramente
que a modula¢do da memoria por GRPRs hipocampais requerem ambas PKC e MAPK (74).

Em céncer gastrico, a inducdo génica pela ativacio de GRPR também foi
bloqueada por inibidores de PKC, enquanto um inibidor de proteina quinase A (PKA)
apresentou efeitos minimos (33). Com relacdo a via da PKA, nossos resultados indicaram que
a modula¢do da memoria por BB foi bloqueada por uma dose inefetiva de um inibidor de
PKA e potencializada por ativadores da via PKA. Isso talvez ocorra por mecanismos
envolvidos em crosstalk entre as vias PKC, MAPK e PKA, ja que GRPR estd acoplado a

proteina G que ativa diretamente a via PKC (74) (Figura 3).
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MAPK == pKC

[

memaory consolidation

Figura 3. Diagrama esquemdtico para o mecanismo de sinalizacdo que medeia as acdes de GRPR sobre
consolidacdo da memdria no hipocampo. GRP liberado na fenda sindptica se liga a GRPR acoplado a proteina G
no sitio pds-sindptico. A ativagdo de GRPR induz um aumento no Ca 2+ intracelular e, em seqiiéncia, leva a
ativagdo da via da fosfolipase C (PLC)/proteina quinase C (PKC), que por sua vez, ativa MAPK (74).

Um outro estudo tem descrito que a ativacdo de GRPR regula a via MAPK/ERK
em fibroblastos através de um complexo mecanismo dependente dos niveis de expressdo de
GRPR e concentragdo do agonista (11). Embora os efeitos da ativacio de GRPR mediando
mecanismos de sinaliza¢gdo em neurdnios precisem ser mais bem caracterizados, os estudos
usando tipos celulares indicam que as vias PKC e MAPK estdo envolvidas na resposta
intracelular a ativacio de GRPR na membrana neuronal, visto que a despolariza¢do induzida
por GRP no hipocampo de ratos é bloqueada por um inibidor de PLC (40).

Quando ativado pelos peptideos BB/GRP, GRPR regula uma variedade de funcdes
celulares e neuroenddcrinas como ja citado, incluindo proliferacdo e diferenciacdo celular,
crescimento tumoral, alimentacdo e respostas ao estresse (54, 60, 73, 85). Recentes estudos
tém relacionado GRPR também com a patogénese da doenca inflamatéria (13) e doencgas do
sistema nervoso central (73), mas o envolvimento na regulacdo da formacio da memdria é que

tem despertado um maior interesse (43, 72-76, 79, 81, 82, 87, 97, 104).
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2.3 Envolvimento de GRPR na Formacao e Consolidacao da Meméria

De acordo com a classificagdo mais aceita atualmente, as memorias podem ser
divididas em memdrias ditas declarativas e memorias chamadas procedurais ou “hédbitos”.
Muitas memdrias humanas comegam como declarativas (o individuo pode “declarar” que
existem e afirmar do que se trata) e, com a reiteragcdo, tornam-se hédbitos. Todos aprendem a
bater num teclado para produzir palavras ou miisicas de maneira declarativa; mas, ao longo
dos dias ou dos anos, realizamos a mesma tarefa por habito, sem olhar, de forma quase
automatica. O mesmo se aplica a dirigir um veiculo, ou a realizar ou inibir qualquer atividade
motora (48, 49, 84, 88).

Quando a memoria € formada, a nova informagdo adquirida pelo sistema nervoso é
inicialmente 1dbil e s6 ird tornar-se estdvel com a ocorréncia de modificagdes sindpticas que
caracterizam o processo de consolidacdo (74).

Desde a década de 60, laboratérios dedicados a farmacologia da memoria
empenham-se na andlise da modulagdo da memdria, através do uso de drogas, hormodnios,
neurotransmissores € neuromoduladores na consolidagdo da memdria, compreendendo que
substancias moduladoras podiam influenciar os mecanismos basicos do processamento da
memoria. Apds o sucesso desses estudos visando o aumento da consolidacdo da memdria, as
drogas passaram a ser administradas imediatamente apds o treino, para evitar confusdo de
efeitos na aquisicdo, performance ou evocagdo (28, 29, 48).

O modelo de esquiva inibitdria (ou passiva) tornou-se a atividade de aprendizado
mais utilizada nesse tipo de estudo, pois € rapidamente aprendida e permite a determinagdo
precisa do momento apds o aprendizado, no qual os tratamentos afetam a consolidagdo da

memdria, algo dificil de discernir em tarefas que requerem muitos procedimentos (28, 29, 48).
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A base bioquimica da formacdo dessa memoria envolve a ativagcdo de trés tipos
diferentes de receptores glutamatérgicos em uma sub-regido da drea cerebral conhecida como
hipocampo dorsal, mais especificamente regido CAl. Essa ativacdo € seguida de vdrios
eventos moleculares, como a ativacio seqiiencial de vdrias enzimas. Paralelamente, e em dois
picos, um imediatamente apds o treino e outro, trés horas mais tarde, estimula-se no
hipocampo a expressdao dos genes e, em seguida, a sintese de proteinas. A intensidade e a
seqiiéncia desses eventos independem da intensidade do aprendizado e da memoria
correspondente: eles sdo observados quando o animal € treinado com um choque fraco, mas
também com um choque forte. Embora em diferente seqiiéncia, essas e outras alteracdes
ocorrem ainda em outras regides cerebrais, notadamente na amigdala basolateral e no cortex
entorrinal (28, 29, 48, 49).

GRPR tem emergido como um sistema de importante papel na regulagdo da
formacdo da memoria. Os efeitos comportamentais da administracdo sist€émica ou
intracerebral de agonistas ou antagonistas de GRPR tém sido relatado em vdrios estudos
farmacoldgicos investigando o papel de peptideos andlogos a BB e GRP. A observacdo dos
efeitos de agonistas de GRPR sobre o desempenho de roedores em tarefa de memoria, permite
avaliar a participacao desses receptores no aprendizado.

Estudos mostram que a administragdo sist€émica de BB ou GRP pode aumentar a
formagdo de memodria em camundongos (14) e ratos (72). Além disso, foi mostrado que a
administracdo sistémica de GRP atenua déficit de memoria em modelo de amnésia induzido
por escopolamina e hipéxia em camundongos (82). O ‘nucleus tractus solitarius’ (NTS) é
proposto como uma drea importante que medeia os efeitos de agonistas de GRPR sobre a
memoria, uma vez que infusdes de BB no NTS aumentam a formag¢io de memoria em ratos
(104), enquanto a inativacdo farmacoldgica de NTS atenua os efeitos da BB sobre a memoria

quando administrada via sistémica (72).
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[D-Tpi®, Leu" psi(CH,NH)-Leu'*] bombesin (6-14) (RC-3095) é um dos
antagonistas de GRPR, sintetizado por Shally e colaboradores como droga antitumoral, que
tem sido utilizado como ferramenta para elucidar a participacdo do bloqueio de GRPR na
formacdo da memodria (73). Para investigar as conseqiiéncias desse bloqueio, ji foram
examinados diferentes tipos de memoria em ratos tratados com infusdes intracerebrais ou
sist€émicas dessa droga.

Em um estudo do grupo, observou-se que ratos que receberam uma injecdo
sisttmica de RC-3095 apresentaram diminui¢do na retencdo de curta e longa duragdo para
condicionamento de esquiva inibitdria, tipo de tarefa de memdria motivada aversivamente,
mas sem afetar o reconhecimento de objeto, tipo de memoria ndo emocional, indicando um
papel seletivo e importante dos receptores de GRP na formagdo da memoria emocional (75).
Consistente com esse resultado, Santo-Yamada et al. (81) também mostrou um efeito
prejudicial da administragdo sist€émica de antagonistas de GRPR sobre memoria de esquiva
inibitéria em camundongos.

Com a administracdo de micro-infusdes bilaterais de RC-3095 na drea CA1l do
hipocampo dorsal também se pode observar prejuizo na consolida¢do da memoria em tarefa
de esquiva inibitéria em ratos, o que indica a participacio de GRPRs hipocampais na
consolidacdo da memoria motivada emocionalmente (79).

Considerando-se que a infusdo de RC-3095 no hipocampo dorsal néo afetou nem a
performance no treino de uma tarefa de multiplas vias nem o procedimento em tarefa de plus
maze elevado, tem-se que GRPRs hipocampais ndo estdo envolvidos na aquisi¢do da memdoria
ou medo ndo aprendido (78). Consistente com o papel de GRPRs na regulacdo da plasticidade
hipocampal, um estudo eletrofisioldgico mostrou que GRP induz despolarizacdo da membrana
em neurdnios hipocampais em ratos, efeito este que é bloqueado por um antagonista de GRPR

(40).
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E importante notar que os efeitos prejudiciais & meméria pela infusio de RC-3095
puderam ser revertidos pela administragdo sistémica de dexametasona, um agonista de
receptor glicocorticéide, indicando que GRPR exerce um papel regulatdrio na consolidacao da
memoria emocional, mas nfo é um sistema critico requerido para formag¢do da memoria (97).
Além disso, esses achados ap6iam a possibilidade de que ocorram interagdes funcionais entre
GRPR e receptores glicocorticéides no SNC (73).

Sabe-se que o complexo basolateral da amigdala (BLA, consistindo do nicleo
basal, nicleo lateral e nicleo basal acessorio) estd criticamente envolvido na regulagdo da
memoria e emogdo e medeia os efeitos modulatérios de drogas e hormonios na memoria
motivada emocionalmente (47, 49), portanto, anormalidades da amigdala sdo propostas como
exercendo papel em doencas psiquidtricas como esquizofrenia, ansiedade e autismo (2, 59,
115).

Nosso grupo de pesquisa tem examinado o papel de GRPRs da amigdala no
processamento da memoria emocional. RC-3095 mostrou diminuir a retencdo em esquiva
inibitéria em ratos apds injecdo bilateral na amigdala basolateral (BLA) sugerindo que os
receptores de GRP presentes nessa regido também estdo envolvidos na consolidacdo da
memoria (76). Além disso, a inativacdo farmacoldgica de BLA com muscimol, um agonista
de receptores 4cido <y-aminobutyric (GABA) tipo A, bloqueou o efeito prejudicial da
administracdo sistémica de RC-3095 na consolidacdo da memdria (76).

Estudos de outro grupo com microinfusio do agonista GABAérgico muscimol ou
de picrotoxina no septo medial, amigdala ou hipocampo demonstraram que mecanismos
GABAérgicos atuam como reguladores precoces da evolugdo da formacdo da memoria
nestas regides. Por exemplo, parece claro que memoria de esquiva inibitéria é feita no
hipocampo e nas suas conexdes com o neocortex (28).

A picrotoxina (bloqueador do canal de CI- do receptor y-aminobutirico do tipo A

- GABA,) era utilizada como estimulador central para aumento da consolida¢do da memoria
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(48). Apos o entendimento de que essa droga age através do sistema GABA,, tornou-se
claro que esses receptores s@o os responsiveis por um importante sistema de modulacio
inibitéria da fase inicial da consolidacio da memodria, que determina se o processo serd
completado (28, 29).

Juntas, as descobertas de experimentos examinando os efeitos de agonistas e
antagonistas de GRPRs sobre a memoria em roedores indica que a ativacdo de GRPR no
hipocampo e amigdala (e possivelmente outras dreas) estd importantemente envolvida na
modulagdo da memoéria e aprendizado motivado emocionalmente. Embora a maioria das
evidéncias farmacoldgicas indica que ativagdo de GRPR por agonistas aumenta, enquanto
antagonistas bloqueiam a memoria e plasticidade sinaptica, o papel dos receptores GRPR
hipocampais na formagao da memoria permanece controverso.

Estudo feito por Shumyatsky et al. (87) mostrou um efeito facilitatério de um
antagonista de GRPR sobre potenciacdo de longa duracido (LTP). Este efeito foi consistente
com os dados de experimentos de comportamento e eletrofisioldgicos usando camundongos
geneticamente modificados deficientes em GRPRs (98) usados para acessar o papel de
GRPRs na plasticidade sindptica e comportamento.

Camundongos deficientes em GRPR mostraram aumento da atividade
locomotora, comportamento social ndo-agressivo (98, 112) e preferéncia social alterada por
machos (110). Importantemente, camundongos deficientes em GRPR tém mostrado
destacada memoria de longa duragdo motivada aversivamente e aumento em LTP na
amigdala, suportando a vis@o de que GRPRs na amigdala s@o importantemente envolvidos
na regulagdo do medo aprendido; no entanto, esse estudo ndo foi capaz de detectar um papel
para GRPRs hipocampais na regulagdo da memoria, uma vez que a memoria hipocampal se
apresentou normal (87).

Baseado nesses estudos, Shumyatsky et al. (87) propuseram que GRPR é um

sistema exercendo um papel inibitério na memoria motivada aversivamente. Embora outros
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estudos sejam necessarios para esclarecer o exato papel de GRPR na regulagdo da memoria,
ha fortes evidéncias de que GRPR esteja entre os diversos sistemas de receptores neuronais
que participam da modulacdo da memdria (73).

Mecanismos de sinalizacdo celular mediando as agdes da ativagdo de GRPR na
plasticidade sindptica e comportamento ainda ndo foram determinadas. Dados
eletrofisioldgicos tém indicado que ativagdo de GRPR interfere com a neurotransmissao no
hipocampo ventral de ratos e com modulacdo de niveis extracelulares de GABA em
camundongos (4). Tem sido proposto que GRPR esteja localizado predominantemente em
interneuronios inibitorios liberadores de GABA, e a ativacdo de GRPR levaria ao aumento
na transmissdo GABA¢érgica, que por sua vez inibiria plasticidade sindptica e memoria (4,
40, 87).

Estudos usando células nao neuronais t€ém implicado as vias de sinalizagdo PKC
e MAPK/ERK nos eventos de transdugdo de sinal iniciado por ativagdo de GRPR (11, 24,
33, 69, 107). Uma vez que essas cascatas estdo envolvidas na consolidacdo da memoria
motivada emocionalmente no hipocampo e amigdala (28, 29, 48, 70, 83, 84), considera-se
possivel que elas medeiem os efeitos da ativacdo de GRPR sobre a memoria.

Uma outra possibilidade é que os efeitos sobre a memoria induzidos por GRP
envolvam o fator de crescimento epidermal (EGF) e seus receptores. Uma administracio
unica de RC-3095 tem mostrado induzir uma diminui¢do prolongada nos niveis e na
expressdao de mRNA de receptores EGF em cancer de mama em camundongos (94).

Uma vez que EGF exerce acdes neurotréficas em neurdnios do SNC e a
aplicagdo de EGF aumenta a potenciacdo de longa duracdo em fatias hipocampais de ratos
(95), € possivel que as agdes sobre a memoria de drogas relacionadas 2 GRPR sejam ao
menos parcialmente mediadas por uma interferéncia com niveis de EGF ou expressido e/ou

funcdo de receptor de EGF.
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Nosso grupo de pesquisa tem proposto que o fato de GRPRs em dreas limbicas
exercerem um papel regulatério na cognicdo e no processamento da informacéo relacionada
a emocgdo é consistente com a visdo de que uma disfuncdo no sistema GRP possa estar
envolvida em doencas psiquidtricas como esquizofrenia, autismo e doencas relacionadas a
ansiedade (77). Além disso, a elucidagdo de um papel regulatério de GRPR sobre memoria
parece conduzir ao desenvolvimento de novas drogas visando GRPR como facilitador do

potencial cognitivo.

2.4 Envolvimento de GRP e GRPR nos Distarbios do Sistema Nervoso Central

O GRP e seus receptores estdo presentes em todo o sistema nervoso central, em
particular em 4reas limbicas cerebrais como hipocampo e amigdala, as quais estdo envolvidas
de forma importante na regulacdo emocional, na fung@o cognitiva e em transtornos
neuropsiquidtricos e neurodegenerativos (54). Pacientes com doencas do SNC apresentaram
niveis alterados de numerosos peptideos (7, 17, 18, 58), no entanto, a significAncia dessas
alteracOes para a patofisiologia das doencas ainda ndo € bem clara.

Sistemas de sinalizag@o celular anormal parecem estar implicados na patofisiologia
da Doenca de Alzheimer (AD) (20). Pacientes que apresentam AD e modelos animais da
doenca exibem diversas alteracdes celulares e moleculares que podem estar relacionadas com
0 aumento nos estoques intracelulares de célcio induzidos por BB/GRP em fibroblastos (19-
21, 26, 41). Alteracdes nos niveis de GRP no SNC humano parecem estar envolvidas ainda
em casos de anorexia, bulimia nervosa e transtornos de humor (15, 51).

A concentragdo de peptideos andlogos a BB encontrada em pacientes com Doenca
de Parkinson foi significativamente reduzida no niicleo caudado e ‘globus pallidus’ (7), mas

inalterada no tecido da medula adrenal (92). Acredita-se que haja também um envolvimento
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de GRPR na patofisiologia do autismo, relacionado com a auséncia da expressdo do gene
GRPR ou mesmo uma transloca¢do X;8 que ocorre no gene que expressa os receptores para
GRP (25, 44, 100). Além disso, BB/GRP possivelmente estd envolvido com outros distirbios
neuropsiquidtricos como a esquizofrenia, em cujos pacientes os niveis desses peptideos sdao
reduzidos na urina e fluido cerebroespinhal (1, 17, 58, 62, 92).

Estudos revelam que BB/GRP possui a capacidade de despolarizar interneurdnios
GABA¢érgicos no hipocampo e esta funcdo pode levar ao aumento dos niveis extracelulares de
GABA (4, 40). Shumyatsky et al, descobriram que a ativagdo de GRPR pode aumentar
significativamente os niveis de GABA inibitério no nucleo lateral da amigdala. Baseados
nesse resultado, pesquisadores propuseram um modelo para a acdo do GRP na amigdala, que
ao se ligar no GRPR dos interneurénios GABAérgicos, levaria a liberacio de GABA,
promovendo o controle inibitério de processos ocorridos em outras células (87).

Outros estudos demonstraram que camundongos mutantes deficientes de GRPR
apresentaram pouca preferéncia social quando comparados com o tipo selvagem, entretanto,
quando anestesiados, os mutantes possuem maior interesse investigatorio no teste de atividade
social. Esses resultados sugerem que possivelmente a fungcdo GABAérgica esteja em parte

alterada nos camundongos mutantes (110).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Este trabalho tem como objetivo geral avaliar o papel de receptores de peptideo

liberador de gastrina (GRPR), localizados na regido do hipocampo, na formac¢do da memoria.

3.2 Objetivos Especificos

Visando atender o objetivo geral desse trabalho, tém-se como objetivos

especificos:

a) Examinar os efeitos sobre a consolidacio da memoria de microinfusdes de

diferentes doses de um antagonista de GRPR (RC-3095) na regido CAl do

hipocampo dorsal;

b) Investigar a interacdo entre GRPRs e receptores GABA tipo A na modulagdo da

consolida¢do da memoria no hipocampo.
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4 CAPITULO I

Opposite effects of low and high doses of the gastrin-releasing peptide receptor antagonist
RC-3095 on memory consolidation in the hippocampus: possible involvement of the
GABAergic system

Peptides 27 (2006) 2307-2312
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Although the gastrin-releasing peptide receptor (GRPR) has recently emerged as a system
importantly involved in regulating memory formation, the role of hippocampal GRFRs in
memory remains controversial. The present study examined the effects of GRPR antagon-
ism on memory consolidation in area CA1l of the hippocampus. Male Wistar rats received
bilateral infusions of the GRPR antagonist [D-Tpi®, Leu" psi(CH,NH)-Leu'*] bombesin (§-14)
(RC-3095; 1, 3, or 10 pgfside) into the dorsal hippocampus immediately after inhibitory
avoidance (IA) training. RC-3095 at 1 pgimpaired, whereas the dose of 10 pg enhanced, 24-h
1A retention. A second experiment showed that the RC-3095-induced enhancement of
memory consolidation was prevented by pretraining infusion of an otherwise ineffective
dose of the gamma-aminobutyric acid type A (GABA.) receptor agonist muscimol, The
results indicate that high doses of GRFR antagonists can induce enhancement of memaory

Hippocampus consolidation in the hippocampus. In addition, the memory-enhancing effect of GRPR
Memory consolidation antagonists might be mediated by inhibition of GABAergic transmission.
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1, Introduction receptor subfamily of G-protein coupled receptors that is

activated by the amphibian peptide BB or its mammalian
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including cell proliferation and differentiation, cancer
growth, feeding behavior, and stress responses (for recent
reviews, see [9,10,14,20]). Recent evidence has implicated the
GRPR also in the pathogenesis of inflammatory disease [2]
and central nervous systems (CNS) disorders (for a review,
see [14]).

The GRPR has also emerged as a system importantly
involved in regulating memory formation [§13,15-
19,21,23,24]. Within the brain, the GRPR occurs on dendrites
and cell bodies of neurons in regions including the dersal
hippocampus [5]. Early pharmacological studies have indi-
cated that systemic administration of GRPR agenists can
improve memory retention in redents [3]. Conversely, sys-
temnic injections of GRPR antagenists impair memory retention
[15,18]. We have previously shown that brain areas mediating
memory moedulation by the GRPR include the dorsal hippo-
campus and amygdala. Thus, infusions of the GRPR antagonist
[D-Tpif, Leu™® psi(CH,NH)-Leu™| bombesin (6-14) (RC-3095)
into either the CAl area of the dorsal hippocampus or the
basolateral amygdala impair consolidaticn of memory for
inhibitory awvoidance (lA), a single-trial type of aversive
conditioning, in rats [16,17,23].

Together, the findings reviewed above indicate that GRPR
activation in brain areas including the dorsal hippecampus
enhances, whereas GRPR antagonism impairs, memory for-
mation. However, the role of hippocampal GRPRs in memory
formation remains controversial. It has been proposed that
the GRPR is located predeminantly on inhibitory interneurons
releasing gamma-aminobutyric acid (GABA), and GRPR activa-
tion would lead to an increase in GABAergic transmission,
which would in turn inhibit synaptic plasticity and memory
[1,7,21]. In addition, a genetic study failed to find a rele for
GHPRs in the hippocampus in regulating memory. Thus, GRPR-

deficient mice show enhanced fear-motivated conditioning
and synaptic plasticity in the amygdala, but normal hippo-
campal memory [21]. In order to further evaluate the role of
hippocampal GRPRs in memory formation, the present study
examined the effects of infusions of different doses of the
GRPR antagenist RC-3095 into the dorsal hippocampus on
memory consolidation. A second experiment investigated the
interaction between GRPRs and GABA type A (GABA,)
receptors in modulating memory consolidation in the hippo-
campus.

2, Materials and methods
2.1. Animals

Adult male Wistar rats (235-300 g at time of surgery) from the
State Health Research Foundation (FEPPS-RS) were housed five
to a cage in a temperature-controlled colony room with food
and water available ad libitum, and maintained on a 12-hlight/
dark cycle (lights on at 7:00 a.m.). Behavioral procedures were
conducted during the light phase of the cycle between 9:00 and
17:00. All experimental procedures were performed in accor-
dance with the NIH Guide for Care and Use of Laboratory
Animals (NIH publication No. 80-23 revised 1996). All efforts
were made to minimize the number of animals and their
suffering.

2.2, Surgery

Animals were implanted under thionembutal anesthesia
(30 mg/kg, ip) with bilateral 9.0 mm, 23-gauge guide cannulae
aimed 1.0 mm above the CA1 area of the dorsal hippocampus
as described in previous studies [17,23]. Coordinates
(anteroposterior, -4.3mm from bregma, mediolateral,
+3.0mm from bregma, ventral, —~1.4 mm from dura) were
obtained from the atlas of Paxinos and Watson [11]. Animals
were allowed to recover at least 7 days after surgery.

2.3 Behavioral training

We used IA as an established model of aversively motivated,
hippocampus-dependent memory (for a review, see [4]). In A
training, animals learn to associate a location in the training
apparatus with an aversive stimulus (footshock). The 1A
behavioral training and retention test procedures were
described in previous reports [15-17,23]. The IA apparatus
was a 50cm x 25 cm x 25 cm acrylic box (Albarsch, Porto
Alegre, Brazil) whose floor consisted of parallel caliber
stainless steel bars (1mm diameter) spaced 1cm apart
A 7-cm wide, 2.5-cm high platform was placed on the floor
of the box against the left wall. On the training trial, rats were
placed on the platform and their latency to step down on the
grid with all four paws was measured with an automatic
device. Immediately after stepping down on the grid, rats
received a 0.3 mA, 2.0 s footshock and were removed from the
apparatus immediately after the footshock. A retention test
trial was carried out 24 h after training. The retention test trial
was procedurally identical to training, except that no
footshock was presented. Step-down latencies on the reten-
tion test trial (maximum 180s) were used as a measure of IA

retention.
2.4 Drugs and infusion procedures

Intrahippocampal infusion procedures have been described in
previous reports [17,23]. At the time of infusion, a 30-gauge
infusion needle was fitted into the guide cannula. The tip of
the infusion needle protruded 1.0 mm beyond the guide
cannula and was aimed at the CAl area of the dorsal
hippocampus. Drugs were infused during a 30-s period. After
the infusion of drug or vehicle, the infusion needle was left in
place for an additional minute to allow diffusion of the drug
away from the needle tip. For the first experiment, rats were
given a bilateral 0.8 pl infusion of vehicle (VEH, 2% dimethyl-
sulfoxide (DMS0) insaline (SAL, 0.9% NaCl)) or RC-3095 (1, 3, or
10 pglside; Zentaris GmbH, Frankfurt, Germany) immediately
after 1A training. RC-3095 is a selective GRPR antagonist
developed by Schally and colleagues as an experimental
anticancer drug [12,22].

For the second experiment, animals were given a bilateral
0.8 pl infusion of SAL or the GABA , receptor agonist muscimol
(MUS, 0.01 pg; Sigma, St Louis, MO, USA) 10min before
training and a bilateral 0.8 ul infusion of VEH or RC-3095
(10 pg/side) immediately after training. Pilot experiments
indicated that pretraining infusion of that dose of MUS did
not affect IA retention. Drug solutions were prepared freshly
before each experiment.
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Fig. 1 - Drawing of the plane A —4.3 mm of the atlas of
Paxinos and Watson [11] showing the area (hatched)
where the infusion sites considered to be correct were
placed.

2.5.  Histology

Twenty-four to 72 h afterbehavioral testing, the animals were
killed by decapitation and theirbrains were removed, stored in
5% formalin for at least 72h and verified for infusion site
placements in the dorsal hippocampus as described in
previous reports [17,23]. Only data from animals with correct
cannula placements (77 animals) were included in the final
analysis (Fig. 1).

2.6, Statistics

Data are mean + S.EM. retention test latencies to step-down
(s). Comparisons of training and retention test step-down
latencies among groups were performed using Kruskal-Wallis
analysis of variance followed by Mann-Whitney U-tests, two-
tailed, when necessary [15-17,23]. In all comparisons, P < 0.05
was considered te indicate statistical significance.

3. Results

3.1. Opposite effects of low and high doses of RC-3095 on
memory consolidation in CA1 area of the dorsal hippocampus

The first experiment examined the effects of posttraining
intrahippocampal infusions of different doses of RC-3095 on
24-h retention of IA. Results are shown in Fig. 2. Consistent
with previcus studies [17,23], infusion of RC-3095 at lpg
impaired retention (P < 001 compared to the VEH-treated
group). In contrast, the dose of 10pg RC-3095 induced
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Fig. 2 - Opposite effects of low and high doses of RC-3095
on memory consolidation in the hippocampus. Data are
mean + S.E.M. 24-h retention step-down latencies (s) of
rats given bilateral 0.8 pl infusions of vehicle (VEH) or RC-
3095 (1, 3, or 10 pg) into the CA1 area of the dorsal
hippocampus immediately after inhibitory avoidance (LA)
training; N = 812 animals per group. P <0.05 and "F < 0.01
compared to the VEH-treated group.

retention enhancement (P < 0.05 compared to the VEH-treated
group). The intermediate dose of RC-3095 (3 ug) did not affect
IA retention (P =0.38 compared to the VEH-treated group).
There was no significant difference among groups in training
trial latencies (P =0.59, overall mean +S.EM. training trial
step-down latency (s) was 10.1 + 0.9). The results indicate that
RC-3095 at a lower dose impaired, whereas a higher dose
enhanced, consolidation of aversive memory in the CAl
hippocampal area.

3.2 A GABA 4 receptor agonist prevents RC-3095-induced
enhancement of memory consolidation in the hippocampus

Previous studies have suggested that the GRPR interacts with
GABAergic transmission in affecting hippocampal function
[1,7] and memory formation [21] The second experiment
examined whether stimulation of GABA, receptors could
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Fig. 3 - RC-3095-induced enhancement of memory
consolidation in the hippocampus is prevented by the
GABA, receptor agonist muscimol. Data are mean * S.E.M.
24-h retention step-down latencies (s) of rats given
bilateral 0.8 pl infusions of saline (SAL) or muscimol
(0.01 pg) 10 min before inhibitory avoidance (IA) training,
and vehicle (VEH) or RC-3095 (10 pg) immediately after
training; N = 8-11 animals per group. P =0.05 compared to
the group treated with SAL and VEH.
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affect the enhancement of consolidation induced by a high
dose of RC-3085 observed in the first experiment. Results are
shown in Fig. 3. Animals given pretraining SAL and posttrain-
ing RC-3095 at 10 ug showed significant retention enhance-
ment compared to the control group given SAL and VEH
(P < 0.05). Pretraining infusion of a low dose of the GABA,
receptor agonist MUS did not affect IA retention (P=0.11
compared to the control group treated with SAL and VEH) but
prevented the RC-3095-induced retention enhancement.
There was no significant difference in retention between
the group given MUS and RC-3095 and the control group given
SAL and VEH (F = 0.71). There was no significant difference
among groups in training trial latencies (P=0.90, overall
mean +S.EM. training trial step-down latency (s) was
8.0 +1.2). The results indicate that GABA, receptor activation
prevented RC-3095-induced enhancement of A memory
consolidation in the hippocampus.

4. Discussion

The main findings of the present study can be summarized as
follows: posttraining infusion of a high dose of the GRPR
antagonist RC-3095 into the CAl hippocampal area induced
an enhancement of aversive memory retention, whereas,
consistent with previous studies [17,23], a lower dose of RC-
3095 produced memory impairment. In addition, the RC-
3095-induced memeory enhancement was blocked by pre-
training infusion of an otherwise ineffective dose of the
GABA, receptor agonist muscimol. These data provide the
first evidence of a memory-enhancing effect of a GRPR

antagonist.
We have previously shown that posttraining intrahippo-

campal or intraamygdala infusions of lower doses of RC-3085
produced IA memory impairment [15-17,23]. Conversely,
systemic or intracerebral administration of GRFR agonists
has been reported to induce memory enhancement in both
rats and mice [3,13,19,24]. However, the present results show
that, at higher doses, a GRPR antagonist can induce memory
enhancement. One simple explanation for this inding would
be that at higher doses RC-3095 displays agonist activity.
Partial agonist activities of high doses of other BB receptor
antagonists have been described [6]. However, the view that
RC-3085 produced memory enhancement through GRPR
blockade would be consistent with several lines of evidence,
including: (1) genetic experiments showing that GRFR-defi-
clent mice show decreased GABA function associated with
enhanced amygdalar synaptic plasticity and aversive memory
[21]; (2) electrophysiological experiments indicating that GRP,
possibly released from excitatory hippocampal neurons,
activates GRPR which in turn stimulates GABA release and
thus promotes neuronal inhibition in the hippocampus [1,7];
and (3) our recent observation that intrahippocampal infu-
sions of high doses of BB impair IA memory (Roesler et al.,
unpublished observation). It is thus possible that the memory-
enhancing effect of the higher dose of RC-3095 used in the
present study is not attributable to drug-induced GRFR
activation. One possibility to explain the differential effects
of low and high doses of RC-3095 is that the GRPR is expressed
on both inhibitory GABAergic interneurons and excitatory

glutamatergic neurons, as well as on neurons releasing other
neurotransmitters. The recent inding by Kamichi et al. [5] that
in the lateral amygdala only a subpopulation of cells
expressing GRPRs are GABAergic neurons is consistent with
the possibility that GRPRs are expressed on non-GABAergic
neurons releasing glutamate or other neurotransmitters.
Thus, different doses of GRFR antagonist could induce
differential effects on excitatory and inhibitory neurons,
either stimulating or inhibiting synaptic plasticity and
memory. A higher dose of RC-3095 might act predominantly
on GABAergic neurons, thus, reducing inhibitory function and
allowing for facilitation of synaptic plasticity and memory
formation. Such a model would reconcile the findings from
pharmacological studies showing that GRPR agonists
enhance, and antagonists impair, memory [3,8,15-19,23,24|
with genetic and electrophysiological evidence suggesting
that the GRPR acts as an inhibitory system that impairs
synaptic plasticity and memory by stimulating GABAergic
transmission [1,7,21].

In order to investigate this possibility, in the second
experiment we have examined whether a low dose of a
GABA, rteceptor agonist, which did not affect memory
retention per se, could alter the memory enhancement
induced by RC-3095. Consistent with the possibility that the
memory-enhancing effect of RC-3095 involves a reduction of
GABAergic transmission, stimulation of GABA, receptors with
muscimol prevented the effect of RC-3095. GABA, receptor
stimulation by muscimol might have compensated for the
decrease in GABAergic activity induced by RC-3095. Fig. 4
shows a schematic for a working model of the possible
mechanism mediating RC-3095-induced memory enhance-

ment in the hippocampus, based on the present results
together with previous studies [7,21].

GRPR antagonists have potential therapeutic uses for the
treatment of different conditions. RC-3095 was developed as
an experimental anticancer drug that effectively reduces
tumor growth in a number of models [12,22]. In addition, we
have recently demonstrated that RC-3085 might also be
useful in the treatment of sepsis and inflammatory diseases
[2]. Regarding CNS disorders, current evidence indicates that
the GRPR might play a role in neurodegenerative and
neuropsychiatric disorders including autism, schizophrenia,
anxiety, and cognitive dysfunction associated with Alzhei-
mer’s disease (for a review, see [14]). The present finding
suggesting that atleast under some experimental conditions
GRPR antagonists can display cognitive-enhancing proper-
ties supports the view that the GRPR is a therapeutic target
for the treatment of cognitive dysfunction associated with
CNS disorders.

In summary, the present study is the first report of a
memory-enhancing effect of a GRPR antagonist, namely, RC-
3095. In addition, the data support the view that the memory-
enhancing effect of GRPR blockade might involve a functional
interaction between the GRPR and GAB Aergic neurons. Future
studies should further investigate the cellular mechanisms
mediating the differential effects of low and high doses of RC-
3095 and possibly other GRPR antagonists on memory. One
possibility worth examining is that the memory impairment
induced by GRPR antagonists mightbe prevented by glutamate
receptor agonists.
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Fig. 4 - Schematic diagram for a model of possible mechanisms mediating RC-3095-induced enhancement of memory
consolidation in the hippocampus. Gastrin-releasing peptide (GRF) released from hippocampal excitatory neurons [7] binds
to GRP receptors (GRPRs) on inhibitory interneurons and stimulates gamma-aminobutyric acid (GABA) release [1,7,21].
RC-3095 blocks GRPRs, which might lead to reduced GABA-mediated inhibition of excitatory neurons, thus, facilitating

synaptic plasticity and memory consolidation.
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5 DISCUSSAO

Os estudos farmacoldgicos e genéticos que avaliam o papel de GRPRs no
comportamento e plasticidade sindptica em roedores indicam que GRPRs em 4reas limbicas
do cérebro, tais como a amigdala e o hipocampo, estdo importantemente envolvidos nos
comportamentos relacionados & resposta emocional, aprendizagem do medo, interacdo
estereotipada e social.

Como estd bem estabelecido que os comportamentos estereotipados, disfungdo de
processamento emocional, cogni¢do e comportamento social, bem como alteragdes no
hipocampo e na amigdala, sdo caracteristicas de doengas psiquidtricas e neurodegenerativas
como esquizofrenia, ansiedade, autismo e Doenca de Alzheimer, os modelos roedores
suportam a visdo de que GRPR pode estar envolvido na patogénese de desordens psiquidtricas
e neuroldgicas.

Apesar de ndo diretamente envolvido nessas patologias, as evidéncias sugerem que
GRPR poderia ser considerado um alvo molecular para o desenvolvimento de drogas e
modelos terapéuticos para doencas do SNC.

Estudos indicaram que peptideos como BB e GRP sdo distribuidos através do SNC
e exercem um importante papel neuromodulatério em dreas cerebrais envolvidas na
patogénese de diversas doengas. Além disso, peptideos como BB e ativacdo de GRPR regulam
aspectos do comportamento (grooming, movimentos estereotipados, aprendizagem emocional
e comportamento social) que podem estar alterados em patologias como ansiedade, depressao,
esquizofrenia, autismo e deméncia. Como referido anteriormente, o sistema GRPR tem

apresentado uma interacdo funcional com outros sistemas de neurotransmissores e receptores
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(receptores GABA, dopamina e glicocorticdides) implicados na patogénese da Doenca de
Parkinson, esquizofrenia e mediando respostas de ansiedade e estresse.

Antagonistas de GRPR tém potencial uso terapé€utico para o tratamento de
diferentes processos patoldgicos. [D—Tpiﬁ, Leu" psi(CHzNH)—LeuM] bombesin (6-14) (RC-
3095) foi desenvolvido como uma droga experimental anti-cAncer que efetivamente reduz o
crescimento tumoral em uma variedade de modelos e que tem sido utilizado como ferramenta
para elucidar a participacdo do bloqueio de GRPR na consolidagdo da memoria. Para
investigar as conseqiiéncias desse bloqueio, j4 foram examinados diferentes tipos de memoria
em ratos tratados com infusdes intracerebrais ou sistémicas de RC-3095, como citado.

Visando avaliar o papel de receptores de peptideo liberador de gastrina (GRPR),
localizados na regido do hipocampo, na formagdo da memdria, foi realizado o presente estudo,
publicado como artigo cientifico na revista Peptides. Os principais resultados encontrados sao
que a infusdo pods-treino de uma alta dose de um antagonista de GRPR na drea CAl
hipocampal induziu um aumento na reten¢do da memoria aversiva, enquanto, consistente com
estudos prévios (79, 97), uma baixa dose de RC-3095 produziu bloqueio da memoria.

Em adi¢do, o aumento de memodria induzido por RC-3095 foi bloqueado pela
infusdo pré-treino de uma dose inefetiva de um agonista de receptor GAB A, muscimol. Esses
dados suportam as primeiras evidéncias de um efeito facilitatério da memoéria por um

antagonista de GRPR, envolvendo talvez o sistema GABAérgico.

5.1 Efeito Facilitatério da Memdria por Antagonismo de GRPR

Nosso grupo tem mostrado que infusdes pds-treino intra-hipocampais ou intra-
amidalares de baixas doses de RC-3095 produz bloqueio da meméria por esquiva inibitoria

(75, 76, 79, 97). Inversamente, administragdo sist€émica ou intra-cerebral de agonistas de
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GRPR tém sido reportados por induzir aumento da meméria em ambos ratos e camundongos
(14, 72, 82, 104). Entretanto, os presentes resultados mostram que, em altas doses, um
antagonista de GRPR pode induzir um aumento de memdria.

Uma explicagdo para esse resultado poderia ser que em altas doses RC-3095
exerce atividade agonista. Atividades agonistas parciais de altas doses de outro antagonista de
receptor BB tém sido descritas (34). Entretanto, a visdo que RC-3095 produziu aumento de
memoria através do bloqueio de GRPR poderia ser consistente com diversas linhas de
evidéncias.

A primeira € a de que, em experimentos genéticos, camundongos deficientes em
GRPR apresentaram diminuicdo da funcio GABA associada com aumento da plasticidade
sindptica amigdalar e memoria aversiva (87). Também cooperam para essa visdo,
experimentos eletrofisioldgicos indicando que GRP, possivelmente liberado de neurdnios
excitatérios hipocampais, ativa GRPR, o qual estimula liberacdo de GABA e entdo promove a
inibi¢do neuronal no hipocampo (4,40). Um resultado da mesma forma importante é o de
observacdes do grupo de que infusdes intrahipocampais de altas doses de BB impedem
formagdo da memoria por esquiva inibitdria (74).

E entio possivel que o efeito facilitatério da meméria da alta dose de RC-3095
usada no presente estudo ndo esteja relacionada a ativacdo de GRPR induzida pela droga.
Uma possibilidade para explicar os diferentes efeitos de baixa e alta dose de RC-3095 € que
GRPR estd expresso em ambos interneurdnios inibitérios GABAérgicos e neurdnios
excitatorios glutamatérgicos, bem como em neurdnios que liberam outros neurotransmissores.

Os recentes achados de Kamishi et al (32) indicando que na amigdala lateral
somente uma sub-populacdo de células expressando GRPRs sdo neurénios GABAérgicos é
consistente com a possibilidade que GRPRs estio expressos em neurdnios ndo-GABAérgicos

liberadores de glutamato ou outro neurotransmissor. Entdo, diferentes doses de agonistas de

33



GRPR poderiam induzir diferentes efeitos sobre neurdnios excitatdrios e inibitérios, uma hora
estimulando, outra inibindo plasticidade sindptica e memoria.

Uma alta dose de RC-3095 poderia atuar predominantemente em neurdnios
GABA¢érgicos, entdo reduzindo a fung¢do inibitéria e permitindo a facilitagdo da plasticidade
sindptica e formacdo da memdria. Tal modelo poderia conciliar os achados de estudos
farmacoldgicos mostrando que agonistas de GRPR aumentam e antagonistas bloqueiam a
memoria (14, 43, 75, 76, 79, 81, 82, 97, 104) com evidéncias genéticas e eletrofisioldgicas
sugerindo que GRPR atua como um sistema inibitério que impede plasticidade sindptica e
memoria por estimulag@o da transmissdo GABAérgica (4, 40, 87).

A importancia desses resultados estd relacionada ao fato de que esse € o primeiro

relato de um efeito facilitatério da memoria causado por um antagonista de GRPR, RC-3095.

5.2 Envolvimento de GRPR e Sistema GABAérgico

Para investigar a possibilidade de interacdo entre GRPR e sistema GABAérgico,
no segundo experimento ndés examinamos se uma baixa dose de um agonista de receptor
GABA,, que ndo afeta a retencdo da memoria per se, poderia alterar o aumento da memdoria
induzido por RC-3095. Consistente com a possibilidade que o efeito facilitatério da memoria
de RC-3095 envolve uma redugdo da transmissdo GABAérgica, a estimulacio de receptores
GABA, com muscimol preveniu o efeito de RC-3095. Estimulagdo do receptor GABA, por
muscimol poderia ter compensado a diminui¢do na atividade GABAérgica induzida por RC-
3095.

Esses dados suportam a visdo de que o efeito facilitatério da memoria através do
bloqueio de GRPR poderia envolver uma interagdo funcional entre esses receptores e

neurdnios GABAérgicos.
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6 PERSPECTIVAS

Futuros estudos poderiam investigar os mecanismos celulares mediando os
diferentes efeitos de alta e baixa dose de RC-3095 e possivelmente outros antagonistas de
GRPR sobre a meméria. Uma possibilidade seria examinar se o bloqueio na consolidagdo da
memoria induzido por antagonistas de GRPR poderia ser prevenido por agonistas de receptor
glutamatérgico.

Outras importantes avaliagdes sdo referentes a caracterizagdo do papel
neuromodulatério de GRPRs e se drogas que atuam nesses receptores poderiam apresentar
propriedades neuroprotetoras, antipsicéticas ou de facilitacdo do aprendizado.

Considerando que estudos prévios, investigando os efeitos da administracdo de
GRP sobre a saciedade e fome, t€m indicado que GRP ndo induz efeitos adversos quando

administrado via intravenosa em humanos, uma possibilidade seria investigar o potencial

efeito terapéutico do préprio GRP como facilitador do aprendizado em humanos.
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