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generalizada e com o panico. 2017. 103 f. Dissertagdo (Mestrado em Biociéncias)
— Faculdade de Ciéncias e Letras, Universidade Estadual Paulista, Assis, 2017.

RESUMO

Farmacos antidepressivos como os inibidores seletivos de recaptacé@o de serotonina
(ISRSs; exemplos: fluoxetina e escitalopram) sédo drogas de primeira escolha no
tratamento dos Transtornos de Ansiedade Generalizada (TAG) e do Transtorno do
Panico (TP). No entanto, apesar de eficazes na terapéutica, esses farmacos
apresentam limitacdes no seu uso, tais como: os efeitos desejados ocorrem somente
apds administragdo crénica, em torno de 3 a 4 semanas apoés o inicio do tratamento;
a proporgao relativamente alta de pacientes que ndo respondem a medicacdo e o
frequente aumento nos niveis de ansiedade desse pacientes no inicio do tratamento,
levando a descontinuidade do uso destas drogas. Nesse sentido, ha grande
interesse na busca de novas estratégias de tratamento, identificando outros
sistemas de neurotransmissdo que possam estar relacionados a etiologia e,
consequentemente, ao tratamento desses transtornos de ansiedade. Estudos
prévios apontaram o0 envolvimento de opioides enddgenos na modulacdo da
ansiedade. Mais especificamente em relacdo ao TP, j& se constatou que
mecanismos opioides favorecem a atividade inibitoria da serotonina em neurdnios da
Substéncia Cinzenta Periaquedutal Dorsal (SCPD) que modulam a fuga/péanico,
possivelmente por meio da formacao de heterodimeros entre receptores 5-HT1a € p-
opioide. Com base em tais aspectos, o presente estudo teve por objetivo investigar o
efeito da Buprenorfina, um agonista parcial de receptores p-opioide e antagonista de
receptores k-opioide, sobre a manifestacdo de comportamentos defensivos
relacionados com o TAG e com o TP. O uso de agonistas parciais justifica-se pela
possibilidade de atenuar efeitos adversos sobrevindos do uso continuo de agonistas
plenos para o0s receptores p-opioide, tais como a euforia, a tolerancia e a
dependéncia. Para isto, foram conduzidos dois experimentos utilizando ratos Wistar,
seguindo-se em cada um deles dois tipos de avaliagéo: Teste de analgesia, como
parametro da eficacia do farmaco e testes comportamentais Labirinto em T Elevado
(LTE), Campo Aberto e Transicdo Claro-Escuro. No primeiro experimento foi
implantado cirurgicamente um adesivo de Buprenorfina (5mg) entre a pele e o tecido
subcutaneo, cujas avaliagbes foram conduzidas 27 horas apés o implante. No
segundo experimento utilizou-se um extrato liofilizado da Buprenorfina a partir dos
adesivos, em 3 doses diferentes: 1,5 mg/kg; 3,0 mg/kg; 6,0 mg/kg. Todas as
avaliagbes ocorreram 10 minutos apds as injegdes intraperitoneais. Os resultados
mostraram que a Buprenorfina nas doses e vias estudadas desinibiu o
comportamento de esquivas inibitérias no LTE e o comportamento motor dos ratos
no Teste do Campo Aberto, mas ndo afetou as fugas no LTE e nem outras
manifestacbes comportamentais no Teste de Transigdo Claro-Escuro, exceto no
implante do adesivo, quando se observou ansiolise nesse teste. Na administracdo
por via IP, esses resultados ocorreram em todos os testes, mas somente na
reexposi¢cdo, 24 horas apos a primeira avaliagdo comportamental. Em concluséo, a
Buprenorfina nas doses e vias estudadas apresentou efeito analgésico e desinibiu o
comportamento de esquivas e o comportamento motor dos ratos, mas néo afetou as
fugas, o que indica seu envolvimento na modulagcdo de comportamentos defensivos
apenas relacionados com a manifestacdo da ansiedade generalizada. Nesta



dissertagéo, para maior aprofundamento do tema, foi inicialmente apresentada uma
fundamentacé@o tedrica geral sobre as variaveis sob foco de investigacdo. Na
sequéncia, foi exposto um artigo contendo uma fundamentacdo tedrica mais
especifica, a descricdo metodoldgica, bem como a analise e discussdo dos
resultados dos experimentos realizados.

Palavras-chave: Buprenorfina. Labirinto em T Elevado. Receptores opioides.
Transtorno da Ansiedade Generalizada. Transtorno do Panico.
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ABSTRACT

Antidepressant drugs such as the selective serotonin reuptake inhibitors (SSRI;
examples: fluoxetine and escitalopram) are first choice drugs for treating Generalized
Anxiety Disorders (GAD) and Panic Disorder (PD). However, in spite of being
therapeutically effective, such drugs present use limitations, such as: the desired
effects occur only after chronic administration, within 3 to 4 weeks after the beginning
of treatment; a relatively high proportion of patients who do not respond to the drug
and the frequent increase of anxiety levels of such patients at the beginning of the
treatment, leading to discontinuity in the use of such drugs. Along these lines, there
iS a great interest in the search of new treatment strategies, identifying other
neurotransmission systems which may be related to the etiology and, consequently,
to the treatment of such anxiety disorders. Previous studies pointed to the
involvement of endogenous opioids in anxiety modulation. More specifically in
relation to PD, one has found out that opioid mechanisms favor the inhibitory activity
of serotonin in periaqueductal grey matter (dPAG) neurons which modulate
escape/panic, probably by means of the formation of heterodimers between 5-HT1a
and p-opioide receptors. Based on such features, this study was carried out aiming at
investigating buprenorfine effects, a partial p-opioide receptor agonist and k-
opioidereceptor antagonist, on the manifestation of defensive behaviors related to
GAD and PD. The use of partial agonists is justified by the possibility of attenuating
adverse effects occurred after the continuous use of full agonists for p-
opioidereceptors, such as euphoria, tolerance and dependence. Therefore, two
experiments werecarread out using Wistar rat, each one followed by two assessment
types: analgesia test, as efficiency parameter of the drug and behavioral tests the
elevated T-maze (ETM), Open Field and Light-Dark Transition. In the first experiment
was surgically implanted a buprenorfine patch (5 mg) between the skin and the
subcutaneous tissue, whose assessments were carried out 27 hours after the
implantation. In the second experiment was used a buprenorfine extract based on the
patches, with three different doses: 1.5 mg/kg; 3.0 mg/kg; 6.0 mg/kg. All the
assessments were carried out 10 minutes after the intra-peritoneal injections. The
results showed that buprenorfine administered in the studied doses and means
uninhibited the inhibiting escape behavior in LTE and the motor behavior of rat in the
Open Field Test, but did not affect escapes in LTE nor in other behavioral
manifestations in the Light-Dark Transition Test, with the exception of the patch
implant, when we were observed anxiolysis in this test. In the IP administration, such
results occurredin all the tests, but only in the re-exposure, 24 hours after the first
behavioral assessment. In conclusion, buprenorfine administered in doses and
methods produced analgesic effect and impaired of the avoidance, but did not
affected the escapes, which shows the involvement of this drug in the modulation of
defensive behaviors only related whit manifestation of generalized anxiety. In this
dissertation, presented a general theoretical foundation on the variables focused on
the investigation and afterwards, a paper with a more specific theoretical foundation,
the methodological description, as well as the analysis and discussion of the results
yielded in the conducted experiments.



Keywords: Buprenorphine. Elevated T-Maze. Generalized Anxiety Disorder. Opioids
receptors. Panic Disorder.



INTRODUCAO
Figural- Labirintoem T Elevado ...
Figura2 - Teste de TransiGa0 Claro-ESCUIO e,
Figura3 - Teste do Campo ADErO .. ...
Figura4 - Vias serotonérgicas prosencefalicas do Nucleo Dorsal
da Rafe relacionadas com comportamentos de fuga e
ESAUIVA INIDI O A
Figura5 - Envolvimento dos receptores opioides nos mecanismos
de recompensa e nas manifestacdes de ansiedade e
AEPIESSEO__......ooooeeeoeeeeeeeeee e eeess e eess s enss e
Figura 6 - Acd&o da Buprenorfina sobre receptoreske U .
ARTIGO
Figural- Numero e duragdo dos comportamentos no teste de
COMOIGAO oo eeeeeeeeeeee e ee e ee e
Figura2 - Laténcia das esquivas 27 horas apos implante do adesivo,
24 horas ap0s o primeiro teste e 7 dias ap0s implante
Figura3 - Laténcia das fugas 27 horas ap6s implante do adesivo,
24 horas ap6s o primeiro teste e 7 dias ap0s implante______.___...
Figura4 - Numero de quadrados percorridos no Campo aberto 27 horas
apés implante do adesivo, 24 horas ap6s o primeiro teste e
7 dias apOs IMplante . __...........———————————
Figura5 - Laténcia de saida do lado claro e tempo de permanéncia no
claro, numero de espreitas, transicbes e quadrados
percorridos 27 horas ap0s implante
Figura6 - Frequéncia e duragcdo de contor¢des, levantamentos,
autolimpeza e quadrados percorridos apos Buprenorfina IP e
SeUS CONMIOIES e
Figura7 - Laténcias das esquivas ap6s Buprenorfina IP nas doses de
1,5 mg, 3,0 mg e 6,0 mg e seus controles e reexposi¢éo
24 horas apOs Oteste s
Figura 8 - Laténcia das fugas apds Buprenorfina IP nas doses de 1,5

LISTA DE FIGURAS

mg, 3,0 mg e 6,0 mg e seus controles e reexposicdo 24 apos
o teste

23

24

25

29

34
39

68

70

72

73

74

76

78

79



Figura9 - Numero de quadrados percorridos no Campo Aberto apds
Buprenorfina IP nas doses de 1,5 mg, 3,0 mg e 6,0 mg e seus
controles e reexposi¢do 24 horas apds o teste

Figura 10 - Laténcia de saida do lado claro e tempo de permanéncia no
lado claro apés Buprenorfina IP nas doses de 1,5 mg, 3,0 mg
e 6,0 mg e seus controles e reexposicdo 24 horas apds o
teste

Figura 11 - Numero de espreitas, transicbes e quadrados percorridosapos
Buprenorfina IP nas doses de 1,5 mg, 3,0 mg e 6,0 mg e seus
controles e reexposi¢do 24 horas apds o teste



5-HT
8-OH-DPAT
ADTs
ANOVA
ANVISA
APA

BZDs
CEUA
CTOP

CYP3A4
DAMGO

DSM
El
E2
EPM

F1

F2

F3
FDA
GABA
IMAO

ISRSs
LB
LCE
LTE
LTS
MPS
NDR

LISTA DE SIGLAS

5-hidroxitriptofano; Serotonina
8-hidroxi-2-(di-n-propilamino)-tetralina
Antidepressivos Triciclicos

Anélise de Variancia

Agencia Nacional de Vigilancia Sanitéria
American Psychiatric Association
Benzodiazepinicos

Comité de Etica para Uso de Animais
Antagonista seletivo de receptores p-opioide(D-Phe-Cys-
Tyr-D-Trp-Orn-Thr-Pen-Thr-NH2)
Citocromo P450 3A4

Agonista seletivo do receptor p-opioide (D-Ala, N-MePhe e
Gly-encefalina)

Manual Diagnoéstico e Estatistico de Transtornos Mentais
Esquiva 1

Esquiva 2

Erro Padréo da Média

Frequéncia

Fuga 1

Fuga 2

Fuga 3

Food and Drug Administration

Acido Gama Amino Butirico

Inibidores de monoaminoxidase
Intraperitoneal

Inibidores da Recaptagéo de Serotonina
Linha de Base

Labirinto em Cruz Elevado

Labirinto em T Elevado

Lohmann Therapie Systeme

Ministério da Previdéncia Social

Nucleo Dorsal da Rafe



NIMH
NMR
Nor-BNI
PCPA
POMC
PVPI
SCA
SCP
SCPD
SCPV
SDC

SIC
SLC18A2
SLC6A4
SNC
TAG

TH

TP

VP
WAY-100635

WHO

National Institute Mental of Health

Nucleo Mediano da Rafe

Nor-binaltorfimina

Paraclorofenilalanina
Pré-proopiomelanocortina
Polivinilpirrolidona-iodo

Sistema Comportamental de Aproximagéao
Substéncia Cinzenta Periaquedutal
Substéncia Cinzenta Periaquedutal Dorsal
Substéancia Cinzenta Periaquedutal Ventral
Sistema de Defesa Comportamental
Sistema de InibicAo Comportamental
Transportador de Soluto Family 18 Member A2
Transportador de Soluto Family 6 Member 4
Sistema Nervoso Central

Transtorno da Ansiedade Generalizada
Triptofanohidroxilase

Transtorno do Panico

Vasopressina
N-[2-[4-(2-metoxifenil)-1-piperazinil]etil]- N-2-piridinil-
ciclohexanecarboxamida

World Health Organization



LISTA DE TABELAS

Tabela1l- Niveis de ameaca, reacdo defensiva, emocéo,

transtorno associado e substrato neural



SUMARIO

RESUMO

04

06

Modelos para avaliagdo da ansiedade em animais
Neurobiologia da ansiedade

Sistema opioidérgico e seus receptores

Tratamentos farmacoldgicos dos transtornos de ansiedade

Buprenorfina: possivel alternativa no tratamento dos

transtornos de ansiedade
REFERENCIAS

15
19
26
32
35

38
42

ARTIGO - Efeito sistémico da Buprenorfina na modulagédo de
comportamentos defensivos relacionados com a ansiedade
generalizada e com o0 panico

Resumo

49
51

Introducéo

Métodos

53
58

Teste de analgesia
Testes comportamentais
Teste do Labirinto em T Elevado (LTE)
Teste do Campo Aberto
Teste de Transigao Claro-Escuro
Delineamento experimental
Experimento 1 - Avaliagdo da Buprenorfina apds
Implante dos adesivos
Cirurgia para implante dos adesivos

Teste de analgesia
Testes comportamentais
Experimento 2 - Efeito agudo da Buprenorfina sistémica
Testes de analgesia

Testes comportamentais

58
59
60
60
61
62
62
63



Andlise dos dados

Resultados

Experimento 1 - Avaliagcdo da Buprenorfina apds

Implante dos adesivos

Teste de contorgéo

Labirinto em T Elevado

Campo Aberto

Teste de Transigao Claro-Escuro

Experimento 2 - Efeito agudo da Buprenorfina sistémica

Teste de contorgéo

Labirinto em T Elevado

Campo Aberto

Teste de Transigao Claro-Escuro

Discussao

ANEXO 1 - Normas da Revista Journal of Psychopharmacology
ANEXO 2 - Certificado de aprovacao da CEUA

66
67

67
67
68
73
73
75
75
76
80
80
83
90

97
99



15

INTRODUCAO

Diante do marcado avanco tecnoldgico e das mudangas sdcioecondmicas
inerentes a sociedade moderna as pessoas passaram a sofrer com as pressfes do
cotidiano e em decorréncia disso, 0s transtornos mentais se tornaram proeminentes
na vida dos individuos. De acordo com dados da World Health Organization (WHO),
10% da populacéo mundial é afetada por transtornos mentais e entre 1990 e 2013, o
ndmero de pessoas afetadas por um desses transtornos aumentou de 416 para 615
milhdes. Levantamentos da mesma organizacdo apontam que 30% das doengas
nao fatais da populagdo sao transtornos mentais e ainda estima-se que 1 em cada 5
casos atendidos nas salas de emergéncia hospitalar seja de depresséo ou
ansiedade, e que tais transtornos custam a economia mundial US$1 trilhdo por ano
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2013).

Os transtornos mentais jA sdo a terceira causa de afastamento no Brasil,
dentre os quais a ansiedade e a depressdo sdo 0s mais prevalentes (BRASIL,
2016). Andrade e colaboradores (2012) apontaram a concentragdo dos transtornos
da ansiedade em grandes cidades, sugerindo a relacéo destes, e da depressao com
a desigualdade social e com o estresse da urbanizagdo. Em S&o Paulo, de acordo
com a mesma pesquisa, a prevaléncia desses transtornos € alta em comparacao
com outras grandes cidades. Assim, vé-se que a ansiedade vem aumentando
significativamente no Brasil. Diante de tal quadro, a ansiedade passou a ser
estudada a partir de diferentes abordagens, visando a melhor compreensao desse
transtorno, bem como buscando novas possibilidades terapéuticas. No entanto, essa
busca néo € recente, vem de longas datas. Estudiosos no passado ja procuravam
elucidar esse transtorno. Em 1869, Beard usou o termo “Neurastenia” para
descrever situacdes de ansiedade e depressfes leves, termo que incluia histeria,
obsessdes, hipocondria e ansiedade. A busca por um consenso quanto as
definicdbes de angustia, medo e ansiedade sempre estimulou pesquisadores, de
modo que no principio do século XX nasce a psicanalise e Freud cria uma nova
expressdo, a neurose da ansiedade, que diferenciava a neurastenia de Beard em
duas formas de ansiedade: a crbnica, que hoje é denominada Transtorno de
Ansiedade Generalizada, caracterizada por preocupacdo excessiva e medo, com
causas psicoldgicas possivelmente originadas em um pensamento ou desejo

reprimido, e passivel de cura pela intervencdo psicoterapéutica; e a outra, a
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ansiedade aguda, atualmente denominada Transtorno do Panico, caracterizada por
sensacgOes catastroficas e sensacgdes subjetivas de terror, que Freud considerava
serem resultados de impulsos sexuais perturbados, resistentes a psicoterapia
(BRANDAO; GRAEFF, 2014; GABBARD, 2009).

Outra abordagem da ansiedade foi baseada nos ensaios e relatos de Darwin,
por meio de uma visdo fundamentada na ideia da selegédo natural, em seu livio A
expressdo das emogdes no homem e nos animais (1872), que culminou na
perspectiva biolégica para explicacdo do medo e da ansiedade.

Ainda no século XX, a Lei de YerKes-Dodson (1908) apresentou uma
distincdo entre ansiedade normal e prejudicial, segundo a qual certos niveis de
vigilancia melhoravam a eficiéncia de tarefas: o prejuizo do desempenho seria
proporcional ao aumento da ansiedade. Eles comprovaram e demonstraram, através
de uma curva em forma de parabola, que o apice da curva representa um estado de
ansiedade saudavel, culminando em uma eficiéncia cognitiva maxima. Porém a
medida que o estimulo de ansiedade aumenta, a eficiéncia fica prejudicada
(BRANDAO; GRAEFF, 2014; GABBARD, 2009).

A partir do século XXI novas areas da ciéncia, tais como, a psicobiologia, a
psicofarmacologia, a biologia molecular e também a andlise experimental do
comportamento tém contribuido para o entendimento desses mecanismos de defesa
e autopreservacado propostos por Darwin em 1872. Os achados cientificos apontam
uma correspondéncia entre fatores biolégicos e genéticos nas manifestacbes da
ansiedade, que originam respostas neurofisiologicas especificas (BRANDAO;
GRAEFF, 2014; GABBARD, 2009; HARIRI et al., 2002).

Em 1952, a American Psychiatric Association (APA) publicou o primeiro
Manual Diagnéstico e Estatistico de Transtornos Mentais, DSM-I, com sucessivas
edigbes ao longo de 60 anos (HETEM; GRAEFF, 2004). Segundo a 52 e mais atual
edicdo, o DSM-V (AMERICAN PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 2014), os transtornos
de ansiedade sédo classificados em: Transtorno de Ansiedade de Separagéo,
Mutismo Seletivo, Fobia Especifica, Transtorno da Ansiedade Social, Transtorno de
Panico, Agorafobia, Transtorno de Ansiedade Generalizada, Transtorno de
Ansiedade induzido por substancia ou medicamento, Transtorno de Ansiedade
devido a outra condigdo médica e outro transtorno de ansiedade especificado.

Sabe-se que a ansiedade considerada como normal é inerente a

sobrevivéncia. Segundo o National Institute of Mental Health - NIMH (2006a), a
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ansiedade ocasional faz parte da vida em determinados periodos, como em
situacdes de trabalho, antes de uma prova ou na tomada de uma decisdo
importante. No entanto, os transtornos de ansiedade vao além de preocupacdes
temporarias. Nas pessoas acometidas por transtornos de ansiedade, esses
sentimentos persistem e podem piorar com o tempo, interferindo em seu cotidiano,
rendimento escolar e relacionamentos. Nesses casos, a ansiedade passa a ser
compreendida como patologica caracterizando-se como persistente, excessiva,
desproporcional ao evento que a desencadeou, causando sofrimento e prejudicando
os relacionamentos interpessoais, causando prejuizo nas atividades sociais e
funcionais do individuo. A ansiedade é gerada pela presenca de uma ameaca,
sendo o grau de percepcgdo desta ameaca individual, resultante de fatores genéticos
e de aprendizado, sobretudo experiéncias em fases criticas do desenvolvimento, as
quais geram sinais e sintomas organicos que a potencializam ainda mais. Essa
retroalimentacéo pode ser impedida por medicagdes que inibem as manifestagdes
autondmicas simpaticas ou por diferentes alternativas de psicoterapia (BRANDAO;
GRAEFF, 2014). Torna-se importante frisar neste ponto de andlise que medo e
ansiedade sé@o experiéncias emocionais distintas, evocados por situa¢des distintas.
Enquanto o medo se apresenta como uma resposta emocional a uma ameaga real e
proxima, a ansiedade é resposta & antecipacdo de uma ameaca futura. Embora
esses dois estados sejam parecidos, eles se diferenciam também nas
consequéncias comportamentais advindas de tais estimulos (AMERICAN
PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 2014).

Dentre os varios transtornos de ansiedade, dois fazem parte do foco de
interesse na presente abordagem: o Transtorno de Ansiedade Generalizada (TAG) e
o Transtorno de Péanico (TP). O TAG é descrito como uma perturbagéo crdnica, com
preocupagdo excessiva (expectativa apreensiva), ocorrendo na maioria dos dias, por
pelo menos 6 meses, sem que o individuo consiga controlar o quadro. O estado
desse subtipo de ansiedade vem acompanhado de trés ou mais dos seguintes
sintomas: inquietagdo ou sensacdo de estar com os “nervos a flor da pele”,
fatigabilidade, dificuldade de concentragdo ou sensagdo de “branco” na mente,
irritabilidade, tensdo muscular, distirbios do sono. E incapacitante, levando a
dificuldades sociais e laborativas, interferindo no funcionamento psicossocial.

A preocupacdo excessiva acerca de eventos e atividades que sdo circunstancias



18

diarias da rotina de vida, tornam-se desproporcionais em relagdo a probabilidade
real de impacto do evento antecipado (DSM-V).

Este transtorno é mais prevalente em mulheres na proporcao de dois para um
e os descendentes de europeus tém maior probabilidade de apresentar o transtorno,
assim como os individuos dos paises desenvolvidos em comparagdo com os de
paises subdesenvolvidos. A prevaléncia é maior na meia-idade e apresenta declinio
na idade avancada. Nos adultos mais jovens a gravidade dos sintomas € maior do
que nos adultos mais velhos. Quanto mais cedo os individuos apresentarem
sintomas de TAG, mais tendem a ter comorbidades. Embora adversidades na
infancia e superprotecédo parental tenham sido relacionadas ao TAG, ndo ha fatores
ambientais especificos suficientes para fazer o diagndstico. J& o fator genético se
apresenta como risco para o transtorno (AMERICAN PSYCHIATRIC ASSOCIATION,
2014; BRANDAO, 2012).

O TAG esta associado a incapacidade, o que na populacdo norte-americana
gerou por ano 110 milhdes de dias de afastamento por incapacidade. No Brasil,
segundo dados da Previdéncia Social, foram pagos 1.283 beneficios por
afastamento do trabalho nos meses de janeiro a junho de 2016, sendo que o TAG foi
responsavel por 230.940 dias destes afastamentos. Isto reflete apenas o que foi
contabilizado pela Previdéncia Social, sem registrar outros afastamentos da
previdéncia privada ou 0s que ndo contaram com auxilio previdenciario. A
comorbidade desses transtornos com depressdo é bastante comum (AMERICAN
PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 2014; BRANDAO, 2012; BRASIL, 2016).

O TP caracteriza-se por ataques intensos e recorrentes. E um surto abrupto
de sensacéo de medo, inesperado, com grande desconforto que alcanga o pico em
minutos, a partir de um estado calmo ou ansioso, com pelo menos 4 dos 13
sintomas descritos a seguir pelo DSM-V: palpitacao, taquicardia, sudorese, tremores
ou abalos, sensacdo de falta de ar ou sufocamento, dor ou desconforto toracico,
nausea ou desconforto abdominal, sensagcédo de tontura, instabilidade, vertigem ou
desmaio, calafrios ou ondas de calor, parestesias, sensacédo de perda do controle, e
sentimento de morte iminente. Estes ataques s&o seguidos de uma ou mais das
caracteristicas a seguir: apreensdo e preocupac¢do de um novo ataque, alteracdes
no comportamento (AMERICAN PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 2014).

De acordo com o DSM-V, enquanto a prevaléncia em criangas abaixo de 14

anos é baixa, em adultos e adolescentes é de 2 a 3%, sendo maior nas mulheres
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que nos homens na proporgdo de dois para um. H4 um declinio da prevaléncia em
idosos acima de 64 anos. O transtorno se ndo tratado torna-se crénico, e a remissao
completa acontece em uma minoria dos casos. O curso da doenca pode ser
complicado por outros transtornos de ansiedade, depresséo e uso de substancias.
No entanto n&o se constitui como consequéncia ao abuso de drogas e ou de outras
condigdes clinicas. Fatores temperamentais como afetividade negativa, fatores
ambientais como abusos e tabagismo e fatores genéticos parecem se constituir
fatores de risco para o desenvolvimento do TP (AMERICAN PSYCHIATRIC
ASSOCIATION, 2014; BRANDAO, 2012). No Brasil a prevaléncia de TP numa
populagéo de 5037 individuos de S&o Paulo foi de 1% (ANDRADE et al., 2012).

Assim como no TAG, os ataques de TP estdo associados a incapacidade das
atividades funcionais e sociais, levando ao afastamento do trabalho, evasao escolar
e maior frequéncia em servicos médicos, provocando prejuizos econdémicos. E um
transtorno que pode apresentar comorbidade com outros transtornos de ansiedade e
também com a depressdo maior, transtorno bipolar e alcoolismo (AMERICAN
PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 2014; BRANDAO, 2012).

Modelos para avaliagdo da ansiedade em animais

Na tentativa de se compreender os transtornos supracitados, modelos
animais de comportamento para o estudo experimental tém sido usados, tanto para
avaliagdo pré-clinica de novas drogas e seus mecanismos de acdo, como também
visando elucidar a neurobiologia e fisiopatologia desses transtornos (CRUZ,
LANDEIRA-FERNANDEZ, 2012).

Para ser considerado adequado, € preciso que um modelo animal de

comportamento humano atenda a trés critérios: 1. Validade de face, que diz o

quanto um modelo animal pode reproduzir um comportamento ou condi¢&o clinica,
ou seja, refere-se a semelhanca entre o0 modelo animal e a condicdo humana de

interesse; 2. Validade preditiva, que diz respeito a resposta do modelo animal a

agentes medicamentosos terapéuticos (por exemplo, sob este critério, a ansiedade é
demonstrada como o contrario do que o animal apresenta ao ser tratado com o

ansiolitico); 3. Validade de construto, que envolve todos e quaisquer elementos que

definem ou caracterizam o transtorno estudado levando em consideracdo o0s

pressupostos tedricos e a relagdo de semelhanca entre o modelo e o
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comportamento humano. Os modelos animais, mesmo com as limitacbes que
possam apresentar, tém sido valorosos na compreensdo dos mecanismos
subjacentes & manifestacdo da ansiedade, visando a intervengéo e a prevencao da
manifestacdo deste transtorno no homem (BLANCHARD; SUMMERS;
BLANCHARD, 2013; NUNES; HALLAK, 2014; OLIVEIRA, 2007).

Os primeiros modelos experimentais desenvolvidos se fundamentaram no
behaviorismo: no condicionamento Pavloviano e no modelo instrumental ou operante
proposto por Skinner, que envolve conflito de aproximagéo ou esquiva dependendo
do estimulo. No entanto, os testes de conflito mostraram-se pouco eficazes para
avaliar drogas que atuam no sistema serotonérgico. Ainda mais, de acordo com a
etologia, o animal s6 reproduz seu comportamento no ambiente natural, e os testes
de conflitos s&o carregados de artificialidades por criarem estados motivacionais
como dor, fome, sede e treinamento que podem interferir no comportamento animal
e confundir as analises de ansiedade (BLANCHARD; BLANCHARD, 1987; HETEM,;
GRAEFF, 2004).

A partir destas constatagdes pesquisadores passaram a buscar modelos de
ansiedade com fundamentos etolégicos. A averiguacdo, que vem ocorrendo diante
de diversas pesquisas, que cada transtorno de ansiedade € mediado por sistemas
neurobiolégicos distintos, tem fundamentado a separacdo dos transtornos em
categorias diagnosticas também distintas pelo DSM. Desse modo, os modelos
experimentais, envolvendo animais de laboratério foram sendo elaborados na
tentativa de replicar caracteristicas e sintomas de ansiedade experimentados pela
espécie humana.

Nessa direcdo, com base nas proposicdes de Darwin ja mencionadas
anteriormente nesse texto, as raizes da ansiedade e do medo estédo nas reacdes de
defesa dos animais diante de estimulos de perigo e ameaca tais como, a presenca
ou odor do predador, estimulos ambientais, como altura, iluminacdo, exposicdo a
lugares novos, estimulos nociceptivos como choque, calor ou injecdo de
substancias, dentre outros. Diante de tais estimulos os animais apresentam
comportamentos de defesa que s&o basicamente fuga, esquivas, avaliagéo de risco,
imobilizagéo, ataque defensivo e submissdo (HETEM; GRAEFF, 2004; PINHEIRO et
al., 2007).

Blanchard, Griebeli e Blanchard (2001) classificaram o tipo de defesa utilizada

de acordo com o nivel de ameaca: para ameagas potenciais 0s animais apresentam
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exploragdo cautelosa em dire¢do a fonte de perigo, avaliando o risco, com varias
tentativas de exploragdo e esquiva. Na ameaca distal, apresentam fuga ou
imobilidade. Os animais tentam se safar escapando da situacdo de perigo caso haja
uma rota de saida, porém se ndo houver como escapar, ficardo imoveis,
comportamento denominado congelamento. Na ameaga proximal, o animal
apresenta tentativas descontroladas de fuga e agressao defensiva que se expressa
por posturas de ameacga ou mordidas ao predador. As respostas de defesa tém sido
associadas aos transtornos de ansiedade da seguinte maneira: a avaliacdo de risco
e inibicAo comportamental, como resposta ao perigo potencial sdo associadas ao
TAG, e a fuga resposta a um estimulo proximal tem sido associada ao TP, como

mostra a Tabela 1 (HETEM; GRAEFF, 2004; PINHEIRO et al., 2007).

Tabela 1 - Niveis de ameaca, reacao defensiva, emocao, transtorno associado e
substrato neural.

Nivel de Padrédo de Emocéao Transtorno Substrato

ameaca reacao Neural
defensiva

_ Avaliacio de _ Trans_torno de Amigdala,
Potencial . ; Ansiedade Ansiedade Septo-
risco Esquiva G . .
eneralizada Hipocampo
Distal ImoFblfl?;ade Medo Fobia especifica Arglcg:gg%la,
Fuga Amigdala,

Proximal Ataques Panico Transtorno do Panico Hipotalamo

defensivos Medial, SCPD

Fonte: Adaptado de Hetem e Graeff (2004).

Os transtornos de ansiedade como TAG e TP desencadeiam reacdes
diferentes e, portanto, os modelos animais para avaliacdo dos mesmos devem
avaliar esses transtornos diferencialmente (HETEM; GRAEFF, 2004).

Nesta dire¢do o modelo animal mais utilizado nas ultimas décadas para
avaliacdo da manifestagdo da ansiedade tem sido o Labirinto em Cruz Elevado
(LCE), proposto por Pelow, Chopin e Briley (1985), com avaliagdo de diferentes
comportamentos exploratorios e inibitérios, baseado em pressupostos etolégicos
(CRUZ; LANDEIRA-FERNANDEZ, 2012; GRAEFF, 2007; SILVA et al., 2012). Porém
este teste mostrou inconsisténcias em relagdo ao efeito de drogas que interferem na
neurotransmissdo serotonérgica (CRUZ; FREI; GRAEFF, 1994; ZANGROSSI;
GRAEFF, 2014).
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Considerando esses varios aspectos Graeff, Viana e Tomaz (1993)
propuseram um teste derivado do LCE, o Labirinto em T elevado (LTE) que visa
avaliar separadamente dois tipos de comportamento no mesmo animal € no mesmo
teste: o comportamento de esquiva inibitéria e o de fuga. Esses comportamentos
tém sido associados, respectivamente, & Ansiedade Generalizada que ocorre no
contexto de ameacga potencial e ao Panico, que por sua vez ocorre na ameaca
proximal (ANDRADE; ZANGROSSI; GRAEFF, 2013; BLANCHARD et al.,1993;
CAMPOS et al., 2013; PINHEIRO et al., 2007; ZANGROSSI; GRAEFF, 1997).

O LTE é constituido por trés bragos com a mesma dimenséo (50 x 70 cm),
todos elevados a 50 cm do chéo, um brago fechado com paredes altas de 40 cm,
perpendicular a dois bragos abertos (Figura 1). Para medir a esquiva inibitéria, o
animal é colocado na parte posterior do braco fechado por trés vezes, medindo-se a
laténcia para retirar-se com as quatro patas desse local, com intervalos de 30
segundos entre cada uma das exposi¢cdes. Se o animal ndo sair do brago fechado
em 300 segundos, ele é retirado pelo experimentador e 30 segundos apés retornado
ao aparato. A aprendizagem é percebida pelo aumento da laténcia ao longo das 3
esquivas. Para a medida das fugas, apés 30 segundos da avaliagdo da ultima
esquiva, o animal é colocado na extremidade do brago aberto no qual ele foi
confinado por 30 minutos, 24 h antes do teste. O tempo de laténcia até alcancar com
as quatro patas a area central do aparelho é tomado por 3 vezes com intervalos de
30 segundos entre cada fuga. Caso ocorra uma laténcia de 300 segundos, o animal
é retirado do brago aberto, aguardando-se 30 segundos para a nova exposicao a
esse mesmo local, até completarem as trés medidas (TEIXEIRA; ZANGROSSI;
GRAEFF, 2000). Assim como no LCE, esse modelo baseia-se na aversao que ratos
e camundongos criados em laboratério apresentam a lugares abertos, elevados e
iluminados. Assim, a preferéncia dos animais sera manter-se no ambiente fechado,
apds o primeiro contato com o aparelho, que ocorre na primeira exposi¢do ao braco
fechado, denominada Linha de Base (LB). Nas duas préximas exposicbes, a
tendéncia dos animais é demorar mais para sair desse local, ou seja, apés o
reconhecimento inicial hd uma clara definicdo de sua preferéncia em permanecer no
local fechado e pouco iluminado, comportamento este denominado como esquiva
inibitdria. Por outro lado, quando os animais sdo colocados na extremidade de um
dos bracos abertos, num local j& reconhecido na véspera como aversivo, 0S mesmos

saem rapidamente em dire¢cdo ao local fechado do aparelho, comportamento este
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denominado de fuga (GRAEFF, 2007; TEIXEIRA; ZANGROSSI; GRAEFF, 2000). Foi
demonstrado que drogas reconhecidamente ansioliticas na clinica diminuem a
preferéncia dos animais pelo braco fechado, sem alterar a fuga. O uso crbnico de
antidepressivos inibe a fuga nos bragos abertos, correspondendo ao que tem sido
identificado na clinica no tratamento do TP com esses farmacos (GRAEFF, 2003;
PINHEIRO et al.,, 2007; POLTRONIERI; ZANGROSSI; VIANA, 2003). Em
decorréncia disto, esses pesquisadores associaram as esquivas inibitérias ao TAG e
as fugas ao TP (HETEM; GRAEFF, 2004).

Figura 1 - Labirinto em T elevado. Fonte: Zangrossi e Graeff (2014).

Outro modelo animal de ansiedade que tem sido amplamente utilizado, o
Teste de Transi¢éo Claro-Escuro, foi proposto por Crawley e Goodwin (1980). Nesse
modelo, os animais séo colocados em uma caixa fechada com dois compartimentos,
um claro, fechado com vidro transparente permitindo a entrada de luz, e outro
escuro, totalmente fechado com madeira (Figura 2). Supde-se que a ansiedade seja
gerada pelo conflito entre comportamento exploratério espontaneo e a aversdo inata
a lugares novos e iluminados, jA que o aparato todo € totalmente fechado. Nesse

teste, as transicdes sdo tomadas como indice da atividade de exploracao e o tempo
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em cada compartimento reflete o comportamento de aversdo ou ndo ao local. Tal
paradigma tem sido utilizado para avaliar os efeitos de ansioliticos classicos, como
dos benzodiazepinicos, e também dos mais recentes, com vantagens de ser rapido
e facil sem necessitar de treino prévio dos animais. O indice de atividade ansiolitica
entdo é indicado pelo aumento no nimero de transicdes do claro para o escuro,
assim como no tempo de permanéncia no claro, na laténcia de saida do lado claro
para o escuro e diminui¢cdo nas tentativas de saida do lado escuro, comportamento
em que o animal fica com o corpo no lado escuro e a cabeca espreita o lado claro,
avaliando o risco (CRUZ; LANDEIRA-FERNANDEZ, 2012; HASCOET; BOURIN;
DHONNCHADHA, 2001; HETEM; GRAEFF, 2004; SILVA et al., 2012).

Figura 2 - Teste de Transicao Claro-Escuro. Fonte: O autor.

Também considerado modelo animal de ansiedade, proposto por Carl Hall na
década de 1930 (PRUT; BELZUNG, 2003), o Teste do Campo Aberto foi um dos
primeiros testes utilizados para avaliar a atividade locomotora e comportamento de
ansiedade em ratos. O teste € realizado em uma arena circular ou quadrada
iluminada, com paredes que n&o permitem a fuga do animal, e tem o assoalho
demarcado (Figura 3). Hall percebeu que quando os ratos passavam por privacdo de
comida, se deslocavam mais na arena, apresentavam um aumento na defecacdo, e,
nesse caso, passavam a se deslocar rente as paredes por apresentarem
tigmotaxia®. Hall considerou que a quantidade de quadrados percorridos, locomog&o
central ou periférica, e a quantidade de bolos fecais presentes na arena indicavam o

! Tigmotaxia - uma especializacdo do sistema nervoso somatossensorial que permite experimentar a
sensagdo da posi¢cdo das partes do corpo, induzindo nos roedores a tendéncia de permanecer
perto de superficies verticais, para que haja contato das vibrissas com a superficie, configurando
direcdo e seguranca (PRUT; BELZUNG, 2003).
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estado emocional do animal. As avaliagbes podem ser realizadas colocando os
animais no centro da arena e fazendo observacdo desses comportamentos por
periodos de 2 a 20 minutos. Usualmente se faz a observacéo por 5 minutos. Esse
teste tornou-se conveniente ndo apenas para medir ansiedade, mas especialmente
para avaliar a atividade locomotora e a sedacdo. Um nudmero maior de
deslocamentos centrais e de tempo de permanéncia no centro, sem modificagOes de
locomogédo total e da exploragdo vertical, assim como diminuicdo de
comportamentos de avaliacdo de risco dirigida para o centro da arena, pode ser
associado a ansitlise, enquanto uma inversao dessas variaveis pode ser associada
a ansiogénese. Um aumento de locomoc¢do pode ser associado a um efeito
estimulante enquanto diminuicdo de deslocamentos e exploragdo vertical é
associada a sedacao ou prostracdo pos-ictal. Trabalhos mostram que o Teste do
Campo Aberto é um modelo animal viavel para avaliar a acdo de benzodiazepinicos
classicos e de outros ansiolitcos (BRANDAO, 2012; CRUZ; LANDEIRA-
FERNANDEZ, 2012; OLIVEIRA et al., 2007; PRUT; BELZUNG, 2003; SILVA et al.,
2012).

Figura 3 - O Teste do Campo Aberto a esquerda arena quadrada e a
direita arena circular. Fonte: O autor.

Assim, através desses testes mencionados, em conjunto com testes
diagndsticos clinicos, tém sido demonstrado que a ansiedade e o panico apresentam
mecanismos neurobioldgicos distintos. Nessa direcao cada subtipo de ansiedade tem
uma base neural prépria e responde distintamente as diferentes alternativas
terapéuticas (BRANDAO; GRAEFF, 2014; GRAEFF, 2007; HETEM; GRAEFF, 2004).
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Neurobiologia da ansiedade

De maneira mais abrangente as bases neuroanatdomicas para o medo e
ansiedade, com base em resultados cientificos, foram descritas como sendo dois
sistemas de comando sobre os comportamentos defensivos, a saber, o Sistema de
Inibicdo Comportamental e o Sistema Cerebral de Defesa.

O Sistema de Inibicdo Comportamental (SIC), proposto por Gray
(MCNAUGHTON; GRAY, 2000), associa a ansiedade a ativacdo deste sistema de
comportamento, disparado por estimulos como punigdo ou frustracdo, estimulos
ameacadores inatos e de novidade, sendo que todos eles provocam a inibicdo de
qualquer comportamento em curso e aumentam o nivel de vigilancia e atencdo. Gray
propbe o sistema Septo-Hipocampal como o substrato neural do SIC. Seus
experimentos evidenciaram que as lesdes provocadas no Septo e Hipocampo
ocasionavam comportamentos similares aos que as drogas ansioliticas produziam
nos animais quando avaliados nos testes. Tanto as drogas ansioliticas como as
lesbes estariam prejudicando o sistema de inibicdo por atuarem provavelmente
sobre as vias serotonérgicas e noradrenérgicas. Levita e colaboradores (2014),
ainda sobre as proposicbes de Gray, desenvolveram um trabalho associando
morfologia do Hipocampo e Amigdala com ansiedade. Exames de ressonancia
magnética e questionarios foram aplicados em individuos saudaveis e relacionados
depois. Os achados indicaram que individuos com escalas de ansiedade aumentada
apresentavam um aumento de volume hipocampal sugerindo que a alteragéo
morfolégica do Hipocampo pode ser fator de risco para desenvolvimento de
ansiedade relacionada ao SIC. Gray prop0s que uma estrutura do Hipocampo
denominada Subiculo exerceria um papel de comparador ou conferidor das
informacdes do mundo exterior e os dados ja armazenados por experiéncias
anteriores, pela sua ligacdo com o Cértex Entorrinal e Circuito de Papez, e que apos
conferir as informagbes permitiria a inibicAo comportamental resultando em
ansiedade (BRANDAO et al., 2003; CARVALHO-NETTO, 2009; HETEM; GRAEFF,
2004; RIBAS, 2007).

Por outro lado, o Sistema Cerebral de Defesa (SCD) foi fundamentado nos
relatos das observac¢des Darwinianas, como também nas constatagfes de Walter R.
Hess (HETEM; GRAEFF, 2004). Apds aplicar estimulos elétricos no Hipotalamo

Medial de gatos por meio de eletrodos implantados por cirurgia extereotéxica, Hess
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percebeu reacdes de defesa bem evidentes de fuga ou luta como as evocadas por
estimulos de ameaca. As reacdes comportamentais vinham acompanhadas de
manifestacbes neurovegetativas, como piloerecdo, midriase, hiperventilacédo,
aumento de pressdo e frequéncia cardiaca, o que denominou como reacdo de
defesa afetiva. Evidenciou-se que as reagbes eram dirigidas ao experimentador,
com manifestagdes diferentes das de um ataque ofensivo. Foi notado ainda que de
acordo com o0 aumento da intensidade da corrente, as respostas se tornavam mais
contundentes. Esses resultados indicaram que h& um circuito cerebral envolvido
com as reagOes de defesa adaptativas relacionadas ao medo, o que corroborou com
a as observagbes de Darwin. Em seguida, o grupo de Hess explorou sitios
subcorticais onde a estimulacdo elétrica era capaz de eliciar reacdes de defesa, e
delimitou essas regiées, que compreendem um continuo formado pela Substancia
Cinzenta que margeia o Terceiro Ventriculo no Diencéfalo (Substancia Cinzenta
Periventricular no Hipotalamo Medial), prosseguindo em sentido caudal & area que
circunda o Agueduto do Mesencéfalo, a Substancia Cinzenta Periaquedutal (SCP).
Estimulou ainda a Amigdala, e suas vias de ligagdo com o Hipotalamo, obtendo, do
mesmo modo, respostas de defesa, porém de uma maneira retardada, sendo que
mesmo depois de desligada a eletroestimulagéo, as reagdes ainda se mantinham
presentes, sugerindo entdo uma influéncia moduladora da Amigdala sobre o
Hipotalamo e a SCP. Assim o0 SCD é constituido pela Amigdala, Hipotdlamo e SCP,
que sdo interconectados por vias nervosas, onde a Amigdala faz um papel de
avaliadora dos estimulos recebidos do meio externo, e transfere o resultado ao
Hipotalamo e SCP que, por sua vez, selecionam e organizam entdo as respostas
comportamentais e fisiologicas mais adequadas ao grau de ameaca (BRANDAO et
al., 2003; BRANDAO; GRAEFF, 2014; HETEM; GRAEFF, 2004).

Gray e McNaughton, em 2000, fizeram uma proposta tedrica com a
integracdo do SIC e SCD e um terceiro Sistema Comportamental de Aproximagéo
(SCA), este responséavel pela orientacdo do animal a demandas biolégicas de
alimento e sexo, cuja obtencéo gera prazer, o que é representado anatomicamente
pelo Nucleo Accumbens inervado pelo sistema dopaminérgico ascendente. Para
esses autores, qguando um mesmo objeto evoca duas tendéncias, a de aproximagéao
do SCA e a esquiva do SCD, esta criado o conflito e configurada a ansiedade. Na
proposicdo dos autores o detector do conflito € a regido Septo-Hipocampal, que

desencadearia as manifestagbes préprias do SIC, como aumento de vigilancia e
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atencao dirigida para fontes de perigo. A contribuicdo deste construto foi a distingéo
entre a ansiedade, gerada pelo conflito, e 0 medo, configurado pela aproximagéo do
perigo, elucidando ainda mais a distingdo qualitativa das emoc¢des de medo e
ansiedade. Também contribuiu para determinacdo da Amigdala na participacdo da
ansiedade, além do Septo e Hipocampo (BRANDAO; GRAEFF, 2014; HETEM,;
GRAEFF, 2004; RIBAS, 2007).

As evidéncias cientificas até entdo tém mostrado que quando a ameaga é
potencial, os comportamentos de esquiva ou de avaliagéo de risco estdo presentes,
e 0s substratos neurais sdo a Amigdala e o Septo-Hipocampo, e teriam uma
manifestacdo comportamental compativel com o TAG. No caso da ameaca distal,
quando o comportamento € o congelamento, os substratos neurais sdo a Amigdala e
a Substancia Cinzenta Periaquedutal Ventral (SCPV) e a emocdo associada € o
medo. Quando, enfim, a ameaca é proximal com risco iminente, os comportamentos
de fuga e ataque defensivo estdo presentes, ha ativacdo da Amigdala, Hipotalamo
Dorso Medial e SCPD, e a emocdo associada € o péanico correspondente ao TP
(Tabelal). No entanto, Carvalho-Netto (2009), sustentado por Canteras (2008),
sugeriu que ha uma integracdo das vias neurais presentes em todos o0s
comportamentos de defesa, seja a ameaca potencial ou proximal. Brandédo e
colaboradores (2003) afirmam que tanto o medo, como péanico e a ansiedade estéo
representados em todos os niveis cerebrais, embora que no medo, e no panico
pareca ser mais presente a participagdo de estruturas caudais, enquanto na
ansiedade estruturas rostrais (ANDRADE; ZANGROSSI; GRAEFF, 2013; BRANDAO
et al., 2003; BRANDAO; GRAEFF, 2014; CARVALHO-NETTO, 2009; HETEM;
GRAEFF, 2004).
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Figura 4 - Vias serotonérgicas prosencefalicas do Nucleo
Dorsal da Rafe relacionadas com comportamentos de fuga
e esquiva inibitéria. CPF: Cortex Pré-Frontal; Ami:
Amigdala; S-Hip: Sistema Septo-Hipocampal, HM:
Hipotalamo Medial; MCPd: Matéria Cinzenta Periaquedutal
Dorsal; LTE: Labirinto em T Elevado; 5-HT:
Serotonina.Fonte: adaptado de Brandao e Graeff, 2014.

Integrando todas essas informacdes, Deakin e Graeff (1991) propuseram que
os transtornos de ansiedade sdo regulados pela serotonina ou 5-hidroxitriptamina (5-
HT)? e ttm mais de um mecanismo de controle. Um dos apontados foi a via

serotonérgica prosencefalica do Niicleo Dorsal da Rafe (NDR)? que se projeta para o

2 A serotonina (5-HT), uma indolamina biossintetizada a partir do triptofano da dieta pela acdo da
enzima triptofanohidroxilase, esta presente nas células enterocromafins, onde se encontra 90% da
guantidade total de 5-HT do corpo, e nos neurbnios. A 5-HT também tem sido identificada nas
plaquetas, porém nesse local ndo ocorre biossintese. A 5-HT é degradada pela monoamina oxidase
(MAO), formando um aldeido 5-hidroxi-indolacético (5-HIAA) que é excretado pela urina. Nas
células enterocromafins, a 5-HT provoca aumento de motilidade do trato gastrointestinal. Nas
plaquetas atua na agregacao plaquetaria e estimula terminagcdes nervosas nociceptivas periféricas.
No sistema nervoso, € um importante neurotransmissor capaz de modular o humor e as reacdes de
fuga ou luta, sendo inibitoria para impulsos de dor, e exercendo papéis distintos em determinadas
situacBes em areas especificas, quando ha o envolvimento de emocfes como o medo e a
ansiedade. Foram identificados 7 receptores de serotonina, com seus subtipos totalizando 14
receptores reconhecidos ligados a proteina G, com excecao do 5-HTj, ligado diretamente a canais
de ions, distribuidos por todo o SNC, exceto o 5-HT,z que é encontrado apenas no fundo gastrico
(GRAEFF, 2003; GRAEFF; GUIMARAES, 2012; RANG; DALE, 2004; SADOCK; SADOCK, 2016).
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Cértex Pré-Frontal, Hipocampo, e Amigdala. Esta facilitaria a resposta, a um perigo
potencial, provocando comportamentos como a esquiva inibitéria. O outro
mecanismo indicou que a via periventricular do NDR® que se projeta para a
Substancia Cinzenta Periaquedutal Dorsal (SCPD) seria responséavel pela
génese/regulacdo de comportamentos defensivos expressos frente a ameagas
proximas ou imediatas, como por exemplo, o comportamento de fuga (Figura 4). O
mau funcionamento dessas duas vias serotonérgicas ocasionaria transtornos
especificos de ansiedade, sendo que distirbios na via NDR/Cortex Pré-
Frontal/Hipocampo/Amigdala/ seriam responsaveis pela manifestacdo do Transtorno
de Ansiedade Generalizada, e na via NDR/SCPD causariam o Transtorno de Panico.
Além disso, a teoria propde que projecbes do Nucleo Mediano da Rafe (NMR) a
receptores 5-HTia localizados no Hipocampo estariam relacionadas com a
manifestacéo de respostas comportamentais ao estresse. Esse mecanismo seria 0
responsavel pela resiliéncia aos mais variados estimulos. O mau funcionamento
dessa via poderia levar ao surgimento de sintomas depressivos. Em revisédo recente
Andrade, Zangrossi e Graeff (2013) apresentaram que esta mesma via, apontada
por McNaughton e Gray (2000) como fundamental na compreensédo dos processos
de inibicdo comportamental, estd relacionada com a manifestagdo da Ansiedade
Generalizada, especialmente pela ativagdo de receptores 5-HT1a. J& se conhece que
quando esses receptores estdo distribuidos nos corpos celulares e dendritos
neuronais sdo denominados receptores somatodendriticos ou autossdmicos e
exercem um papel de retroalimentacdo negativa sobre a atividade neuronal.

Em sintese, a teoria de Deakin e Graeff (1991), permite pressupor que a 5-HT
inibiria o panico, embora facilitaria a ansiedade. Pesquisas foram conduzidas,
utilizando o modelo animal LTE e drogas que acentuavam ou diminuiam as
concentragcdes de serotonina na Amigdala e SCPD. Os estudos indicaram que as
drogas agonistas da 5-HT na Amigdala aumentavam a esquiva, enquanto que
drogas que diminuiam a 5-HT na Amigdala diminuiam a esquiva (DEAKIN; GRAEFF,

1991). Em contrapartida, o aumento da 5-HT na SCPD inibia a fuga, e a diminuigdo

¥ No SNC, vias serotoninérgicas se projetam através de feixe de fibras com direcdes ascendentes
para o cortex, tronco encefdlico e cerebelo, e com projecBes descendentes para medula espinhal.
Essas vias tém origem nos Nucleos Dorsal e Mediano da Rafe, ambos situados no mesencéfalo. O
Nucleo Dorsal da Rafe (NDR), através de fibras finas, emite projec8es para Amigdala, Hipocampo
Ventral, SCP, Corpo Estriado e Cortex pré-frontal. O Nucleo Mediano da Rafe (NMR), através de
um denso conjunto de neurbnios e, portanto, fibras grossas, se projetam para varias estruturas do
prosencéfalo, especialmente para o hipocampo dorsal (ANDRADE; ZANGROSSI; GRAEFF, 2013;
GRAEFF, 2003; HETEM; GRAEFF, 2004).
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da 5-HT aumentava esse comportamento (GRAEFF, 2003), indicando um papel
distinto da 5-HT nas regides que modulam ansiedade, confirmando oS pressupostos
do papel ansiolitico da 5-HT na SCPD e ansiogénico na Amigdala.

Estudos recentes tém mostrado uma interacdo entre sistema serotonérgico e
sistema opioidérgico na modulagdo dos Transtornos da Ansiedade, TAG e TP.
Roncon e colaboradores (2013) testaram a agdo da morfina, agonista pleno de
receptor opioide, e 8-hidroxi-2-(di-n-propilamino)-tetralina (8-OH-DPAT) agonista de
receptor 5-HT1a, No LTE e constataram aumento da laténcia nas fugas, o que esta
relacionado, com efeito panicolitico destas drogas. Os antagonistas da morfina,
naloxona e de 5-HTia, N- [2- [4- (2-metoxifenil) -1-piperazinil] etil] -N- 2-piridinil-ciclo-
hexanocarboxamidaMaleato (WAY-100635) foram capazes de suprimir esses efeitos
panicoliticos. Neste mesmo estudo, a naloxona antagonizou o efeito panicolitico do
agonista serotonérgico. Diante disto os autores sugerem uma interagdo do sistema
serotonérgico e opioidergico, e que pesquisas do sinergismo destes sistemas
ajudariam a esclarecer a interagdo dos mesmos como possiveis moduladores das
emocdes.

De fato, Tao e Auerbach (2002), buscando evidéncias de interagdes entre essas
vias, administraram agonistas opioides |, k € & nos NMR, NDR e Nucleo accumbens, e
viram que a ativagdo de receptores p e & por agonistas aumenta a concentragéo de
serotonina extracelular no NDR, mas ndo no NMR, e que, ao contrario, receptores K,
guando ativados por agonista, diminuem essas concentragdes tanto no NMR quanto no
NDR e Nucleo accumbens, o que levou a concluirem que ha uma interacéo entre essas
vias e que essa interagdo pode causar interferéncias diferentes dos distintos receptores
opioides sobre os mecanismos de ansiedade regulados por vias serotonérgicas. Numa
outra abordagem, mas na mesma direcdo, lesbes provocadas nos Nucleos da Rafe
por paraclorofenilalanina (PCPA) eliciaram respostas exageradas de sistemas
sensoriais, demonstrando que a integridade das vias serotonérgicas esta
relacionada com a normalidade desses impulsos, inclusive na transmisséo das vias
da dor na medula e no cérebro, pois essas lesdes mostraram um efeito antagdnico
aos efeitos analgésicos da morfina, enquanto os inibidores da recaptacdo de
serotonina causaram um efeito contrario, sugerindo um sinergismo entre 5-HT e
opioides (RANG; DALE, 2004).



32

Sistema opioidérgico e seus receptores

Os opioides, uma classe de neurotransmissores peptidicos denominados
opioides endodgenos, sao as encefalinas, B-endorfina e dinorfina. Possuem
precursores distintos que s&o codificados por 3 genes diferentes, embora todos
tenham uma sequéncia amino terminal comum, chamada de unidade opioides, que
0s caracteriza. Assim os peptideos, pré-proopiomelanocortina (POMC) é precursor
da B-endorfina; pré-proencefalina é precursor da encefalina; e o pré-prodinorfina da
origem as dinorfinas (COLASANTI et al., 2011).

Esses neuropeptidios atuam no SNC e em tecidos periféricos atraves de seus
receptores, pertencentes a familia dos receptores acoplados a proteina G. Os
receptores foram nomeados com letras gregas que faziam referéncia a letra inicial
da substancia que seria capaz de estimuld-los: os receptores p (mu), ativados pela
morfina, se ligam a endorfina e tém atuacgéo relacionada com analgesia, respiragéo e
transito gastrointestinal, sendo encontrados nas laminas Il e V do Cortex Cerebral,
no Talamo, SCP, Substancia Gelatinosa e Trato Gastrointestinal; os receptores k
(kappa), responsivos a cetociclazocina, se ligam a dinorfina e estdo envolvidos na
analgesia, controle da diurese, e secre¢cdo neuroendocrina. Sdo encontrados no
Hipotadlamo, SCP, Substancia Gelatinosa, Medula Espinhal e em Neurbnios
Sensitivos Periféricos; e os receptores © (delta), que se ligam as encefalinas. A
ativagcdo dos mesmos esta relacionada ao acionamento de mecanismos de
analgesia, cognicdo e dependéncia fisica. Estdo distribuidos no Nudcleo Pontino,
Amigdala, Bulbo Olfatério, Cortex Cerebral Profundo e Neurdnios Sensitivos
Periféricos (HOKFELT; BARTFAI; BLOOM, 2003; LUTZ; KIEFFER, 2013; MARTINS
et al., 2012).

Esses opioides e seus receptores desempenham um papel bem definido e
importante no controle e modulagéo da dor. Entretanto as suas atuagdes em outros
sistemas fisiol6gicos, como nas respostas ao estresse, respiracdo e transito
gastrointestinal, bem como em fun¢des imunolégicas e humorais, vém sendo
investigadas. Em 1970, Pert e Yaksh (apud FENG et al., 2012) relataram que a
morfina injetada em vérias regides do cérebro foi capaz de diminuir o limiar da dor
principalmente quando injetada na SCPD. Em 1973, Pert e Snyder demonstraram
que havia receptores opioides em locais como Amigdala, Hipotalamo, Nucleo

Caudado, Talamo e Substancia Gelatinosa. Em 1980, Meskey relatou que a injecéo
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de morfina na SCPD ativava neurénios do NMR. Outros trabalhos relataram que a
estimulacdo elétrica da SCP causava pronunciada analgesia, e a naloxona suprimia
a acdo analgésica tanto da morfina como da estimulacdo, o que sugeriu a presenca
de opioides enddgenos no encéfalo (ALVES NETO et al., 2009; FENG et al., 2012;
LIEBESKIND,1974 apud FENG et al., 2012; MARTINS et al., 2012).

A elevada concentracdo de receptores opioides no sistema limbico e o efeito
de euforia desencadeado pela ativagdo dos mesmos tem relacionado agéo
significativa desses neurotransmissores no sistema de recompensa e no controle do
humor, despertando o interesse em pesquisas como opgao viavel para o tratamento
dos transtornos mentais. A maioria dos estudos que vinham sendo realizados
voltavam-se apenas para o tratamento da adigdo, principalmente nos Estados
Unidos na era Nixon, que combatia o abuso de heroina, criando centros de
pesquisas de opioides (FENG et al., 2012; HOKFELT; BARTFAI; BLOOM, 2003;
JONES, 2004; LUTZ; KIEFFER, 2013; MARTINS et al., 2012; RANG; DALE, 2004).

Ratos knockout para os receptores y, 9, K tém sido utilizados para pesquisar a
interferéncia dos opioides no humor e dependéncia de farmacos psicoativos.
Receptores p parecem estar fortemente relacionados com sistemas de recompensa,
0 que o relaciona ao abuso de drogas, embora resultados paradoxais tenham sido
encontrados em animais P knockout em relagdo ao papel de regulagcdo das
respostas emocionais. Resultados experimentais indicam uma diminuicdo da
ansiedade nesses animais, porém comportamentos depressivos associados estio
presentes, 0 que mostra que 0os mecanismos de agcdo dos receptores p sobre o
humor sdo mais complexos do que a farmacologia tem mostrado. Os animais
knockout para receptores & apresentaram comportamentos de ansiedade e
depressdo claros. Em pesquisas sobre a dependéncia quimica estd bem
estabelecido que a ativagéo do receptor k diminui a recompensa, confirmando que a
atividade deste receptor é contraria a atividade dos receptores p. Tem-se
demonstrado um aumento da atividade kK por varios estressores, como no Teste do
Nado Forcado e Teste da Derrota Social (LUTZ; KIEFFER, 2013; FENG et al., 2012).

De acordo com a revisdo de Lutz e Kieffer (2013), é evidente que os trés tipos
de receptores opioides agem de maneiras distintas nas respostas a estimulos
estressores (Figura 5) e no controle das emocdes, podendo exercer papeéis
importantes nos transtornos de ansiedade. Feng e colaboradores (2012), em sua

revisdo, afirmam que o papel dos opioides no que diz respeito as emocdes,
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apresentam  pobreza de documentacdo na  farmacologia. @ Achados
cientificosencontraram uma acao ansiolitica e antidepressiva de agonista dos
receptores & em testes animais, outros estudos com animais expostos a estimulos
aversivos apresentaram variagbes nas neurotransmissdes mediadas pelos
receptores [, e ainda alguns estudos em animais submetidos a estimulos
estressores e & morfina apresentaram ativacao dos receptores k (LUTZ; KIEFFER,
2013; FENG et al., 2012).

Lutz e Kieffer (2013), em reviséo sobre tal tema sintetizam que receptores &
medeiam uma melhora do humor, os receptores p tém efeitos contrastantes sobre o
humor e os receptores kK diminuem o humor apds exposicdo a estressores. Roy-
Byrne e colaboradores (2013) em ensaio clinico com 1004 pacientes com disturbios
de ansiedade identificaram que os pacientes do ensaio que tinham dor como

comorbidade e recebiam medicagcdo opioide apresentavam niveis de ansiedades

mais baixos.
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Figura 5 — Envolvimento dos receptores opioides nos mecanismos de
recompensa e nas manifestacbes de ansiedade e depresséo. Fonte: Lutz e
Kieffer (2013).



35

Tratamentos farmacoldgicos dos transtornos de ansiedade

O tratamento medicamentoso da ansiedade iniciou-se no século XIX com os
brometos que eram altamente toxicos. Em 1949, John Cade, através de
experimentos, introduziu o uso do Litio para mania e depressdo. Em 1950, o
cirurgido Laborit utilizou anti-histaminicos (clorpromazina) no pés-operatorio de seus
pacientes e percebeu que eles ficavam calmos. Assim, sugeriu a utilizagéo da droga
para o tratamento de distirbios mentais. Em 1950, os antidepressivos triciclicos
(ADTs) foram uma opgéao terapéutica para ansiedade. O haloperidol foi descoberto
por Paul Janssem em 1958 e os ensaios clinicos realizados até 1967 permitiram sua
utilizagdo para tratamento das manias e esquizofrenia. A imipramina, também em
1958, foi apontada por Thomas Kuhn como ADT. Em 1958, Nathan Kline, em seus
estudos, percebeu o efeito dos inibidores de monoaminaoxidase (IMAO) sobre a
ansiedade. Em 1960 o quimico Sternbach, dos laboratérios Roche, inaugurou a era
dos BZDs, com a introducdo do clordiazepéxido, para tratamento dos diferentes
subtipos de ansiedade. As pesquisas com animais experimentais em modelos
destinados a avaliagdo de comportamento levaram a verificacdo dos efeitos
ansioliticos de outros BZDs, o que possibilitou seu amplo uso até 1970, com
posterior declinio apds a comprovacéo da dependéncia causada nos pacientes. Em
1986, uma classe de ansiolitico ndo BZDs, a buspirona, foi sintetizada por Wu e
Rayburn, com menores efeitos adversos do que os de BZDs, ndo demonstrando
potencial de abuso. A taxa elevada de efeitos adversos que apresentavam os ADTs
pareciam minimizados nos ISRSs. Estudos sobre essa classe de ansioliticos tém
sido realizados, e estes vém substituindo os ADTs com niveis de seguranca, eficicia
e tolerabilidade melhores (BRANDAO; GRAEFF, 2014; GABBARD, 2009; GRAEFF;
GUIMARAES, 2012; KAPLAN; SADOCK; GREBB, 1997; RAVINDRAN; STEIN,
2010).

Ao que mostram as pesquisas e a historia da psicofarmacologia, de 1950 até
os dias de hoje, muitos foram 0s avancos nesta area, e o arsenal terapéutico da
psicofarmacologia tem sido abordado ndo s para o tratamento dos transtornos
mentais, mas também para a compreensdo de regides anatdbmicas envolvidas e
suas manifestagbes funcionais através do comportamento, ampliando o
conhecimento do limite biol6gico (BRANDAO; GRAEFF, 2014; GABBARD, 2009;
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GRAEFF; GUIMARAES 2012; KAPLAN; SADOCK; GREBB, 1997; RAVINDRAN;
STEIN, 2010).

Segundo o National Institute of Mental Health (2016b), as medicacbes
ansioliticas auxiliam na reducdo dos sintomas de ansiedade relacionados a ataques
de péanico, medo ou preocupacéo excessiva. No TAG ha evidéncias que sugerem
indicacdo dos BZDs como terapéutica eficiente para o transtorno. Isso foi
demonstrado por metandlise, na qual se comparou a agédo dos BZDs a da buspirona,
mostrando que ambas as drogas foram eficazes no tratamento da TAG em curto
prazo (MITTE et al., 2005). Estudos conduzidos em laboratdrios utilizando ratos com
injecdo intra-SCPD demonstraram mecanismos GABAérgicos modulando a
ansiedade na SCPD e efeitos ansioliticos relacionados aos BZDs (BRANDAO;
GRAEFF, 2014; GRAEFF; GUIMARAES, 2012; MITTE et al., 2005; MORENO;
MORENO; SOARES, 1999; RAVINDRAN; STEIN, 2010; SANT'ANA et al., 2016). O
guia pratico de tratamento de paciente com TP da APA tem indicado o uso de BZD,
sendo o alprazolam o primeiro dos BZDs aprovados pelo Food and Drug
Administration (FDA) para este fim. Ensaios clinicos tém demonstrado eficacia do
alprazolam na reducdo da frequéncia dos ataques de panico, na atenuacdo da
evitagdo fobica e ansiedade antecipatoria, assim como o clonazepam, também
aprovado pelo FDA, tem sido eficiente para o TP. O uso conjunto de BZDs e ISRSs
tem mostrado antecipacdo da melhora clinica em comparag&o ao uso Unico do ISRS
isoladamente (MITTE et al., 2005; RAVINDRAN; STEIN, 2010).

Os benzodiazepinicos, como alprazolam, clonazepam e lorazepam sao
usados no tratamento do TAG e TP. Estudos experimentais mais recentes utlizando
o LTE tém confirmado as atividades ansiolitica e panicolitica do alprazolam
(SANT'ANA et al., 2016).

Marchesi (2008), numa revisdo sobre medicagbes para tratamento do TP,
relata que os BZDs, ISRSs e IMAOs foram eficazes em relagdo ao placebo no
tratamento do TP, promovendo alivio da ansiedade, diminuicao da atividade motora,
indugédo do sono, relaxamento muscular, desinibicdo comportamental e atenuagéo
do comportamento defensivo.

Em relacdo aos efeitos da imipramina, um ADT, Donald Klein evidenciou
melhora de pacientes com TP através do tratamento crénico com esse farmaco
(KLEIN, 1964). Segundo seus relatos, os pacientes tinham uma exacerbacdo da

ansiedade nas primeiras semanas, e apods trés semanas 0s pacientes apresentavam
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reducéo da ansiedade. Estudos tém mostrado o efeito dos ADTs nos transtornos de
ansiedade por meio de mecanismos serotonérgicos. Zanoveli, Nogueira e Zangrossi
(2005), evidenciaram que a imipramina cronica prejudicou a fuga no LTE,
comportamento que tem sido relacionado a um efeito panicolitico, além disso,
relataram uma potencializagéo do efeito anti-fuga de agonistas 5-HT14 € 5-HT,5 com
0 uso cronico da imipramina. De acordo com Marchesi (2008), as desvantagens,
comparando os ISRSs aos ADTs, é que os ADTs desencadeiam efeitos colaterais
como sudorese, ganho de peso, distirbios cognitivos e sintomas relacionados aos
efeitos anticolinérgicos, como boca seca, taquicardia, retengdo urinéria e
constipacao intestinal. Diante desses fatores, os ISRSs, como fluoxetina, sertralina,
paroxetina, citalopram e escitalopram tém sido a medicagdo utilizada
preferencialmente no tratamento dos transtornos de ansiedade.

H&a fortes evidéncias de que o uso crbnico dos ISRSs é capaz de inibir
mecanismos regulatérios de liberacdo da 5-HT na fenda sinaptica da seguinte
maneira: a disponibilidade desse neurotransmissor se da apds sua sintese em
neurbnios serotonérgicos a partir do aminoacido triptofano e da acdo da enzima
triptofanohidroxilase (TH), a qual possui duas isoformas, TH1 e TH2, sendo a TH2
mais comum nos terminais neuronais serotonérgicos. O armazenamento da 5-HT
sintetizada em vesiculas no neurbnio pré-sinaptico € mediado por uma monoamina
vesicular (SLC18A2). Um potencial de ac¢éo calcio dependente estimula a secre¢do da
5-HT na fenda sinaptica, que ira se ligar a receptores pré e pés-sinapticos. A ligagéo
da serotonina a receptores pré-sinapticos 5-HT1a, 5-HT1g € 5-HT1p atenua a secrecdo
de serotonina na fenda sindptica. Este mecanismo de feedback entdo regula a
concentracdo de serotonina na fenda sinaptica e sua distribuicdo em receptores pos-
sinapticos. O uso crénico dos ISRSs modula a expressao de receptores, por aumentar
a disponibilizagéo de serotonina na fenda sinaptica (SANGKUHL; ALTMAN, 2009).

Ha varias hipéteses sendo estabelecidas acerca dos motivos pelos quais
essa medicacao pode intereferir na disponibilidade de 5-HT na fenda sinptica. Uma
delas diz respeito ao transportador de serotonina (SCL6A4), responsavel por
recaptar a 5-HT secretada para os receptores pré-sindpticos. Ha evidéncia que um
dos alvos moleculares dos ISRSs é a molécula transportadora (SCL6A4), com a qual
os ISRSs tém grande afinidade, ligando-se a ela, o transporte de 5-HT para os

receptores pré-sinapticos seria impedido, assim diminuindo a recaptacdo
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disponibiliza-se uma maior concentragdo e distribuicdo de 5-HT nos receptores pos-
sinpticos. A observacgéo clinica tem sugerido que ha um periodo de adaptacdo a
essas alteracbes de 2 a 4 semanas para que haja niveis elevados de 5-HT
disponiveis na fenda que resultem em resultado clinico (GRAEFF; GUIMARAES,
2012; RANG; DALE, 2004; SANGKUHL; ALTMAN, 2009).

Embora os resultados com os ISRSs sejam positivos, o abandono do
tratamento € comum devido a demora para a obtencdo do alivio da ansiedade e a
exacerbacdo dos sintomas da ansiedade no inicio do tratamento (BARBUI et al.,
2007). Fato este contornado com a associagéo dos BZDs. No entanto, drogas BZDs
podem induzir & dependéncia, conforme j& mencionado. Além disso, existem muitos
casos relatados de resisténcia ao tratamento, ou seja, ndo existe instalacdo dos
efeitos benéficos dos ISRSs (MITTE et al., 2005; RAVINDRAN; STEIN, 2010).
Considerando o0s argumentos mencionados anteriormente que apontam uma
possivel interacdo entre sistema serotonérgico e opioidérgico, pressupde-se que a
introducdo de um farmaco opioide poderia minimizar esses problemas relacionados

com o uso de ISRSs no tratamento dos transtornos de ansiedade.

Buprenorfina: possivel alternativa no tratamento dos transtornos de ansiedade

A Buprenorfina, um opioide sintético derivado da tebaina, alcaloide extraido
da Papaver somniferum, popularmente conhecida como papoula, € agonista parcial
M, pois apresenta alta afinidade por esses receptores, porém baixa atividade
intrinsica, é antagonista de receptores k (Figura 6), apresentando também afinidade
a receptores 6. Tem sido de grande valia no tratamento da dor e no tratamento de
adicdo a substancias psicoativas. Efeitos ansioliticos e antidepressivos séo
atribuidos ao antagonismo k, e os efeitos analgésicos sdo mediados pela ativagcéo
dos receptores p (GLOVER; DAVIS, 2008; KARP et al., 2014; LIKAR, 2006; VIRK et
al., 2009; YAMAMOTO; SHONO; TANABI, 2006).

Esse farmaco é mais potente que a morfina, pois a dose de 0,4 mg dela tem
equivaléncia analgésica a 10mg de morfina. O pico de concentracdo sanguinea para
administracdo oral da Buprenorfina é de 1 a 2 horas, e para a administracao
intramuscular ou intravenosa é de 5 minutos. A meia-vida de dissociacdo desse

opioide é de 166 minutos, 0 que sugere que seus niveis plasmaticos néo
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acompanham as manifestacdes fisiolégicas, sendo que a meia-vida plasmatica é de
aproximadamente 3 horas e isso nédo guarda relagdo com o desaparecimento dos
efeitos. Seus metabdlitos sdo excretados na urina e nas fezes. Esse farmaco é
metabolizado pela CYP3A4 no figado para norBuprenorfina, que pode exercer agao
farmacoldgica de analgesia minima (LIKAR, 2006). Causa sintomas minimos de
abstinéncia e estes, quando aparecem, sao tardios, ndo sdo tdo graves e
desaparecem em 1 a 2 semanas (BRUNTON; CHARNER; KNOLLMANN, 2012;
RANG; DALE, 2004).

Virk e colaboradores (2009) relataram que a Buprenorfina apresenta uma
curva dose-efeito em forma de sino, o que indica que as doses baixas tém efeito e
que doses tetos, responsaveis por desencadear um efeito de depressao respiratoria,
nao precisam ser alcancadas. O fato de pequenas doses produzirem efeitos
esperados confere seguranca em relacao aos efeitos indesejaveis, tornando-a mais
segura. Virk e colaboradores (2009) citam que a Buprenorfina inibe a
dessensibilizagdo dos receptores opioides, por ter uma cinética lenta de associacéo
e dissociacdo do receptor 0 que impede a tolerancia comum aos opioides, e o fato
de ser um agonista parcial lhe confere uma incapacidade de desencadear disforia.
Essas caracteristicas Unicas da Buprenorfina distinguem-na de outros opioides, o

gue denota sua relevancia na clinica.

BUPRENORPHINE NALTREXONE

Opioid _9 p—partial agonism O_“_antagonism

K—antagonism

= 1=receplor
K-Teceplor } ek i
K-receptor p-tecepror K-receptor p-receptor

Figura 6 - Agcéo da Buprenorfina sobre receptores k e y. Fonte: Laboratoires Servier,
2016.
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A eficicia da acao analgésica da Buprenorfina tem sido constatada em varios
estudos realizados tanto em animais de laboratério (ALMATROUDI et al., 2015;
CURTIN et al.,, 2009; YAMAMOTO; SHONO; TANABE, 2006), como em animais
domeésticos (SANTANA et al., 2010; STEAGALL, 2009), como também em humanos
(KHANNA; PILLARISETTI, 2015).

Jé se evidenciou o papel da Buprenorfina nos transtornos da ansiedade em
um experimento utilizando ratos de Kyoto, animais considerados modelos genéticos
para ansiedade e depresséo, que ndo responderam a tratamentos com ISRSs e aos
agonistas de 5-HT. Browne, Nest e Lucki (2015) encontraram uma diminuigdo dos
comportamentos de ansiedade e depresséo nos Teste de Transigdo Claro- Escuro e
Teste do Nado Forgcado, respectivamente, 24 horas apdés a administragdo
subcutanea aguda de Buprenorfina. Glover e Davis (2008) relataram que tanto a
morfina quanto a Buprenorfina foram capazes de diminuir a expressao de
sobressalto potencializado pelo medo, em ratos, sendo que a Buprenorfina foi 40
vezes mais potente que a morfina. Falcon e colaboradores (2015) verificaram um
efeito ansiolitico e antidepressivo resultante da administragcdo por microdialise de
Buprenorfina no Nucleo accumbens, de ratos o que eles relacionaram ao
antagonismo kappa opioide da droga. Bershad e colaboradores (2015) submeteram
sujeitos saudaveis ao teste de falar em publico, e aqueles que receberam
Buprenorfina apresentaram menores taxas de cortisol salivar comparados ao grupo
controle tratado com placebo.

Diante do exposto, e considerando aspectos cruciais nesta abordagem como:
1. Efeitos colaterais provocados pelos BZDs com potencial para dependéncia e
abuso; 2. Demora na instalacao dos efeitos ansioliticos dos ISRSs; 3. Ocorréncia de
exacerbacdo dos sintomas de ansiedade no inicio do tratamento com ISRSs; 4.
Resisténcia ao estabelecimento dos efeitos benéficos dos ISRSs apresentada por
muitos pacientes, conforme j& mencionado anteriormente, o que leva muitas vezes
ao abandono da terapéutica instituida (BARBUI et al., 2007), este trabalho indaga se
a Buprenorfina poderia ser um farmaco com propriedades ansioliticas e
panicoliticas.

A hipotese proposta € que a Buprenorfina, um agonista parcial de receptores
M e antagonista de receptores K, possa ser um recurso farmacolégico viavel por

atenuar o potencial de dependéncia e os efeitos adversos de agonistas plenos dos
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receptores opioides, possibilitando uma nova estratégia terapéutica para o TAG e
TP.

No entanto, a Unica forma de apresentacdo da Buprenorfina no Brasil s&o
adesivos transdérmicos de nome comercial Restiva, de 5mg, que libera 5
microgramas/hora de Buprenorfina, 10mg, que libera 10microgramas/hora de
Buprenorfina, e 20mg, que libera 20 microgramas/hora de Buprenorfina. A Restiva é
fabricada por LTS — Lohmann Therapie Systeme A.G. — na Alemanha, e importada
para o Brasil. E embalada pela ZODIAC PRODUTOS FARMACEUTICOS S/A., em
Pindamonhangaba-SP, sendo que as apresentacfes injetaveis ou liquidas foram
suspensas pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e impedidas de
importacdo pelo mesmo 6rgdo pela PORTARIA/SVS N° 344 (BRASIL, 1998). A
medicacéo é controlada e vendida por prescricdo médica através de receita Al para
prescricdo de entorpecentes e psicotropicos. AplOs inUmeras tentativas de
importacdo do farmaco, foram feitos alguns ensaios experimentais utilizando os
adesivos. Inicialmente foram aplicados os adesivos sobre a pele dos animais, apos
tricotomia. Entretanto, como os animais ndo deveriam ficar em separagédo social,
comiam os adesivos dos outros animais alocados na mesma caixa. Optou-se entéo
por implantar os adesivos cirurgicamente sob a pele dos animais. A desvantagem de
tal procedimento consistia em uma elevada liberacdo do farmaco, prejudicando os
resultados dos testes. Nesse caso ainda, apdés um tempo maior de alojamento os
animais retiravam os pontos uns dos outros, muitas vezes removendo até mesmo o
adesivo implantado. Foi entdo realizada uma extracdo da droga dos adesivos, e
liofilizagdo da mesma, possibilitando a administagdo nos animais por via
intraperitoneal (IP). Todos os procedimentos experimentais realizados foram
descritos no artigo cientifico sequencialmente descrito.

Assim, o objetivo do estudo foi avaliar a manifestacdo de comportamentos
defensivos de animais submetidos ao LTE, ao Teste de Transi¢cdo Claro-escuro e ao
Teste do Campo Aberto apds implante subcutaneo do adesivo com Buprenorfina ou
apés a administracdo sistémica aguda de Buprenorfina extraida dos adesivos,
visando investigar seu potencial ansiolitico e panicolitico. Com o objetivo de verificar
se o implante subcutaneo do adesivo de Buprenorfina, bem como o extrato da
Buprenorfina a partir dos adesivos continham o composto ativo, foi introduzido um
teste de analgesia prévio como parametro da eficacia do farmaco para a realizagéo

segura das andlises comportamentais.
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ARTIGO: EFEITO SISTEMICO DA BUPRENORFINA NA MODULACAO DE
COMPORTAMENTOS DEFENSIVOS RELACIONADOS COM A ANSIEDADE

GENERALIZADA E COM O PANICO

O artigo aqui apresentado foi redigido conforme as normas da revista Journal of
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foram dispostas na sequéncia textual. Este estudo fez parte do Projeto Temético

466796/2014-5, apoiado pelo CNPQ “INTERAGCAO ENTRE AS NEUROTRANSMISSOES
OPIODERGICA E SEROTONINERGICA NO TRANSTORNO DO PANICO: UMA NOVA ESTRATEGIA PARA

O TRATAMENTO FARMACOLOGICO”.



50

RESEARCH REPORT

EFEITO SISTEMICO DA BUPRENORFINA NA MODULACAO DE
COMPORTAMENTOS DEFENSIVOS RELACIONADOS COM A ANSIEDADE

GENERALIZADA E COM O PANICO

SYSTEMIC EFFECT OF BUPRENORPHINE IN THE MODULATION OF THE

DEFENSIVE BEHAVIOURS RELATED TO GENERALIZED ANXIETY AND PANIC

Short Title — Buprenorfine and generalized anxiety and panic

Maria Eulalia Baleotti?, Paloma Molina Hernandes?, Mariane Cariati Tirapellez, Ariela
de Oliveira Pedro Bom?, Josimari Cristiane Tiemann AraL’Jjoz, Elisabeth Aparecida
Audi®, Frederico Guilherme Graeff*, Hélio Zangrossi Junior®, Telma Goncalves
Carneiro Spera de Andrade™*
1UNESP - Univ EstadualPaulista, FCL, Department of Biological Science, Avenida
Dom Antbnio 2100, 19806-900, Assis, SP, Brazil.
2UNESP — Univ EstadualPaulista, FCL, Laboratory of Physiology, Assis, SP.
3Departamento de Farmacologia e Terapéutica - Universidade Estadual de Maringa,
PR
*Instituto de Neurociéncias e Comportamento - Ribeirdo Preto, SP
®Departamento de Farmacologia - Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto,
Universidade de S&o Paulo — Ribeirdo Preto, SP
*Endereco de correspondéncia: mesmo enderego acima.

Endereco de e-mail: raica@assis.unesp.br



mailto:raica@assis.unesp.br

51

Resumo

Background: Farmacos antidepressivos como o0s inibidores seletivos de recaptacdo
de serotonina (ISRS; exemplos: fluoxetina e escitalopram) sdo drogas de primeira
escolha no tratamento dos Transtornos de Ansiedade Generalizada (TAG) e do
Transtorno do Panico (TP), devido a um menor potencial de gerar efeitos adversos
(Baldwin et al., 2005). No entanto, apesar de eficazes na terapéutica, estes farmacos
apresentam limitacdes no seu uso. Nesse sentido, h& grande interesse na busca de
novas estratégias de tratamento, identificando outros sistemas de neurotransmissao
que possam estar relacionados a etiologia e, consequentemente, ao tratamento
desses transtornos de ansiedade. Estudos prévios apontaram o envolvimento de
opioides enddgenos na modulagdo da ansiedade. O presente estudo tem por
objetivo investigar o efeito da Buprenorfina, um agonista parcial de receptores p-
opioide e antagonista de receptores k-opioide, sobre a manifestacdo de
comportamentos defensivos relacionados com o TAG e com o TP.

Métodos: Para isto foram conduzidos dois experimentos utilizando ratos wistar, em
todos os experimentos foram realizados teste de analgesia e teste comportamentais
(Labirinto em T Elevado-LTE, Campo Aberto e Teste de Transigédo Claro-Escuro). A
droga utilizada foi a Buprenorfina, através de implante subcutdneo de adesivos ou
em injegdes intraperitoneais.

Resultados: A Buprenorfina nas doses e vias estudadas desinibiu 0 comportamento
de esquivas inibitérias no LTE e o comportamento motor dos ratos no Teste do
Campo Aberto, mas nao afetou as fugas no LTE e nem outras manifestacoes
comportamentais no Teste de Transicdo Claro-Escuro, exceto no implante do

adesivo, quando se observou ansidlise nesse teste. Na administragdo por via IP,
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esses resultados ocorreram em todos os testes, mas somente na reexposicéo, 24
horas apds a primeira avaliagdo comportamental.

Conclusdes: A Buprenorfina nas doses e vias estudadas apresentou efeito
analgésico e desinibiu o comportamento de esquivas e o comportamento motor dos
ratos, mas nao afetou as fugas, o que indica seu envolvimento na modulagéo de
comportamentos defensivos apenas relacionados com a manifestagdo da ansiedade

generalizada.

Palavras-chave: Buprenorfina, Labirinto em T Elevado, Receptores opioides,

Transtorno de ansiedade generalizada, Transtorno do panico.
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Introducéo

Farmacos antidepressivos como os inibidores seletivos de recaptacdo de
serotonina (ISRS; exemplos: fluoxetina e escitalopram) sdo drogas de primeira
escolha no tratamento dos Transtornos de Ansiedade Generalizada (TAG) e do
Transtorno do Péanico (TP). No entanto, apesar de eficazes na terapéutica, estes
farmacos apresentam limitagbes no seu uso, tais como: os efeitos desejados
ocorrem somente apds administracdo crénica, em torno de 3 a 4 semanas apos o
inicio do tratamento (Artigas et al.,, 1996), a propor¢cdo relativamente alta de
pacientes que ndo respondem a medicacdo e o frequente aumento nos niveis de
ansiedade deste pacientes no inicio do tratamento, levando a descontinuidade do
uso destas drogas (Brawman-Mintzer e Lydiard, 1996; Grunhaus et al., 1988; Zohar
e Westenberg, 2000).

Nesse sentido, hd grande interesse na busca de novas estratégias de
tratamento, identificando outros sistemas de neurotransmissdo que possam estar
relacionados a etiologia e, consequentemente, ao tratamento desses transtornos de
ansiedade. Estudos prévios apontaram o envolvimento de opioides endégenos na
modulagédo da ansiedade, em testes comportamentais (Roncon et al., 2012, Roncon
et al., 2013).E também a formag&o de heterodimeros entre receptores 5-HTia € p-
opioide (Cussac et al., 2012).

Tao e Auberbach (2002) demostraram uma ac¢do modulatéria distinta da
ativacdo dos receptores W,0,k sobre a neurotransmissao serotonérgica no SNC,
principalmente um aumento de secreg¢do de 5-HT no NDR quando houve ativagdo
dos receptores y e & em decorréncia da acdo de seus agonistas microinjetados
nesta regido, e uma diminuigéo da secrecdo de 5-HT com microinje¢éo de agonista

K no Nucleo accumbens, NMR e NDR.
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Sabe-se que os peptideos opioides enddgenos e seus receptores S&o
amplamente distribuidos em todo o eixo nervoso com intensa densidade em areas
do sistema limbico relacionadas com a manifestagdo da ansiedade (Emrich et al.,
1982; Mansour et al.,1988; Milligan et al., 2004), e também com o mecanismo de
acao dos ISRSs (Berrocoso et al., 2009, 2009a; McNaughton; Gray, 2000). Ja foram
identificados receptores p no Hipocampo, Nucleos Talamicos e Hipotalamicos,
Nucleo accumbens, Corpo Estriado, SCP, Coliculo Superior e Inferior e Locus
coerulus. Receptores 8, foram encontrados no Giro Denteado, Nucleo accumbens,
Corpo Estriado, Amigdala, Hipocampo e Globo Pélido, e receptores k no Neo
Coértex, Giro Denteado, Nucleo Paraventricular Talamico, Nucleo accumbens, Globo
Pélido, Hipotalamo e SCP (Colasanti et al., 2011; Feng et al., 2012; Lutz e Kieffer,
2013; Mansour et al., 1988).

Na SCPD foram constatados receptores opioides dos subtipos y, k e 5. A
estimulacdo de receptores [ nesta regido leva a efeitos ansioliticos, enquanto que a
ativacao dos receptores k causa o efeito oposto (Lutz e Kieffer, 2013; Mansour et al.,
1995, 1988; Motta et al., 1995; Morgan et al., 1998). Foi demonstrado que a
administragéo intra-SCPD de baixas doses de morfina em ratos submetidos ao LCE
causa efeito ansiolitico, que € bloqueado pelo pré-tratamento sistémico com a
naltrexona (Anseloni et al., 1999) ou com a naloxona (Motta e Brand&ao, 1993),
ambos antagonistas de receptores opioides. Efeito ansiolitico também foi observado
em ratos tratados localmente com o agonista seletivo de receptores p-opioides,
DAMGO, sendo que o pré-tratamento IP com naltrexona inibe esse efeito (Motta et
al.,, 1995). No mesmo modelo experimental, a microinjecdo na SCPD do agonista
seletivo K [trans-(x)-3,4-dicloro-N-metil-N-[2-(1-pirrolidinil) ciclohexil]

benzenoacetamida]( U-50,488-H) (Motta et al., 1995), ou de altas doses de Morfina
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(Anseloni et al., 1999; Motta e Branddo, 1993; Nobre et al., 2000) provocam efeito
ansiogénico, inibido pela administragdo sistémica de nor-binaltorfimina (nor-BNI), um
antagonista preferencial para receptores K (Anseloni et al., 1999; Motta et al., 1995;
Nobre et al., 2000).

Estudos mais recentes mostraram que a naloxona, injetada sistemicamente
ou diretamente na SCPD, foi capaz de antagonizar o efeito do tipo panicolitico no
LTE promovido tanto pela administracdo cronica de fluoxetina como pela
microinjecdo de 5-HT diretamente na SCPD (Roncon et al., 2012), sugerindo que
mecanismos opioides contribuem com a atividade inibitoria da 5-HT nos neurdnios
da SCPD que modulam a fuga/pénico.

Na sequéncia desses estudos, Roncon et al. (2013) mostraram que a
microinjecdo intra-SCPD de morfina causa efeito tipo panicolitico no teste do LTE,
que é bloqueado pelo pré-tratamento local com a naloxona ou com o antagonista de
receptores 5-HT;a WAY-100635, mostrando haver uma interacdo entre as
neurotransmissdes serotoninérgica e opioidérgica na SCPD. Na mesma direcao, foi
mostrado ainda que o pré tratamento com naloxona bloqueia o efeito panicolitico
promovido pelo agonista de receptores 5-HT;a 8-OH-DPAT, ambos microinjetados
intra-SCPD. Além disso, a combinacao de doses sub-eficazes de 5-HT e de morfina
aumentou as laténcias de fuga no LTE, o que é indicativo de efeito panicolitico.

Ainda assim, procurando-se avaliar quais subtipos de receptores opioides
estariam envolvidos nesses efeitos, Roncon et al., (2013) mostraram que o pré-
tratamento com o antagonista seletivo de receptores p-opidide CTOP bloqueia o
efeito panicolitico do agonista de receptores 5-HT;s, 8-OH-DPAT, quando
microinjetados intra-SCPD. Complementarmente, o tratamento combinado de doses

sub-eficazes do agonista seletivo de receptores p-opioides DAMGO e de 8-OH-
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DPAT também causa efeito do tipo panicolitico no LTE. As constatacfes de que
receptores 5-HT;n e p-opidide interagem de forma sinérgica sdo sustentados por
evidéncias eletrofisiolégicas obtidas previamente na SCPV. Kishimoto et al, (2001)
mostraram que a ativagdo de receptores 5-HT;a € p-opioides inibe sinergicamente a
liberacdo de GABA nesta estrutura, sendo este o mecanismo postulado como
responsavel pelo controle da dor exercido por essa regido. Em adicéo, lesdes em
neurdnios serotonérgicos reduzem o binding do agonista seletivo de p-opioide
DAMGO, e receptores p-opioide na SCP, mas ndo afetam o binding do agonista
seletivo de receptores 6-opioides, o [3H]DPDPE (Allen et al., 1993). Corroborando e
fortalecendo essas constatagdes, Cussac et al. (2012) mostraram, em estudo in-vitro
na SCP, que receptores 5-HTia € p-opioides podem formar heterodimeros, isto é,
formam complexos contendo os 2 receptores, podendo funcionar assim de maneira
interdependente.

Todas essas informagbes em conjunto confirmam que de fato opioides
enddgenos estdo envolvidos na modulagéo das reagfes aversivas relacionadas com
a manifestacdo da ansiedade (Coimbra et al., 1996; Coimbra e Brand&o, 1997;
Coimbra et al., 2000).

Com base em tais constatacdes, vislumbrou-se a possibilidade de se
investigar uma nova estratégia terapéutica para o tratamento do TAG e do TP, com
base no uso de drogas capazes de facilitar a sinalizagdo mediada por opioides
enddgenos. Espera-se que através da utilizagdo de uma droga com perfil
farmacol6gico mais seguro, caracteristica de agonistas parciais, seja possivel
atenuar efeitos adversos sobrevindos do uso continuo de agonistas plenos para os
receptores p-opioides, tais como a euforia, a tolerancia e a dependéncia (Pasternak

e Pan, 2013; Thanawal et al., 2008; Tian et al., 2009; Wheeler-Cowan, 1991). E de
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interesse também avaliar o potencial destas drogas em reduzir o tempo para o
aparecimento do efeito ansiolitico e panicolitico de drogas antidepressivas, bem
como minimizar o aumento da ansiedade no inicio do tratamento.

Nessa diregéo, a Buprenorfina, um agonista parcial de receptores p-opioide e
um antagonista de receptores k-opioide, apresenta acdo farmacoldgica distinta de
agonista pleno, o que Ihe configura maior possibilidade de escolha para o que se
pretende. Por apresentar baixa atividade intrinseca sobre receptores p a
Buprenorfina € considerada um agonista parcial, evitando assim a tolerancia, a
dependéncia e o risco de abuso. Apresenta curva dose resposta em forma de sino
sendo que a resposta maxima € inalterada com aumento das doses (Likar, 2006). E
mais potente que a Morfina 0 que significa que doses baixas sdo capazes de
alcancar respostas desejadas (Glover e Davis, 2008). Excluindo-se a necessidade
de aumento da dose, e permitindo a utilizagdo de baixas doses afasta-se a
possibilidade de depresséo respiratoria, efeito comum associado a altas doses de
agonistas opioides, conferindo seguranga ao uso da Buprenorfina (Karp et al., 2014).
Considerando-se tais aspectos a Buprenorfina tem sido muito utilizada no tratamento
de adicdo, e seu potencial analgésico ja estd bem estabelecido (Feng et al., 2012;
Glover e Davis, 2008; Likar, 2006; Lutz e Kieffer, 2013; Virk et al., 2009; Rosenblum
et al., 2012; Roy-Byrne et al., 2013; Yamamoto et al., 2006).

Com base no conhecimento que a ativagdo de receptores Kk tem sido
relacionada com a manifestacéo de comportamentos defensivos relacionados com o
aumento de ansiedade, a atividade antagonista da Buprenorfina sobre esses
receptores poderia causar um possivel efeito ansiolitico (Falcon et al., 2015; Feng et
al.,, 2012; Lutz e Kieffer, 2013). Assim pergunta-se: serd que a Buprenorfina, um

agonista parcial de receptores p-opioides e antagonista k-opioide, pode ser um novo
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recurso coadjuvante no tratamento do TAG e TP? A hipbtese deste estudo € que a
Buprenorfina administrada de forma sistémica poderia causar efeito ansiolitico e
panicolitico nos animais testados.

Desse modo, o objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da Buprenorfina
administrada sistemicamente sobre a manifestacdo de comportamentos defensivos
de esquivas e fugas no Labirinto em T Elevado (LTE), um teste, derivado do
Labirinto em Cruz Elevado (LCE) (Pellow et al., 1985) que permite avaliar, em um
mesmo animal, as respostas de esquiva inibitoria e as respostas de fuga, que tém
sido associadas, respectivamente, ao TAG e ao TP (para revisdo sobre o LTE ver
Moreira et al., 2013 e Zangrossi e Graeff, 2014). Visando confirmar a atividade
farmacoldgica do composto ativo foi utilizado um teste de analgesia prévio como

parametro para as andalises comportamentais.

Métodos
O estudo foi desenvolvido no Laboratério de Fisiologia do Departamento de
Ciéncias Bioldgicas, na Faculdade de Ciéncias e Letras da UNESP, Campus de

AsSis.

Animais

Foram utilizados Ratos Wistar, obtidos do biotério central da UNESP-
Botucatu, pesando 200-250g, no inicio das sessdes experimentais. Os animais
foram alojados em caixas de polipropileno (32x38x18 cm) forradas com maravalha
(cinco ratos por caixa), recebendo 4gua e comida ad libitum, exceto durante as
avaliagbes. As caixas ficaram alocadas no biotério de machos do Laboratério de

Fisiologia, que possui temperatura constante (aproximadamente 21°C +/- 2°C) e
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iluminagdo controlada por timer, com intensidade de 50 lux no centro da sala (as
luzes foram acesas diariamente as 7h00 e apagadas as 19h00). Apés a chegada
dos animais e agrupamento dos mesmos, estes permaneceram em ambientagcéo no
biotério por um periodo minimo de lsemana, sendo submetidos a manipulacdo
somente 3 vezes por semana durante as trocas de caixas. Todos os procedimentos
foram conduzidos de acordo com as normas da Sociedade Brasileira de
Neurociéncia e Comportamento visando minimizar o sofrimento animal. O projeto
inicial foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Faculdade

de Ciéncias e Letras da UNESP Assis (Registro 003/2015) (Anexo II).

Drogas

Foi utilizada a Buprenorfina, um agonista parcial de receptores p-opioide e
antagonista k-opioide, amplamente usado no tratamento da dor. Foram usados
adesivos de Buprenorfina (Zodiac), com nome comercial ®Restiva sistema
transdérmico de 5 mg e 10 mg, importados da LTS — Lohmann Therapie Systeme
A.G. e embalados no Brasil pela Zodiac, sendo que as apresentacdes injetaveis ou
liquidas foram suspensas pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e
impedidas de importacdo pelo mesmo 6rgdo pela PORTARIA/SVS N° 344 (BRASIL,
1998).

Esta medicacdo é controlada e vendida por prescricdo médica atraveés de
receita especifica para entorpecentes e psicotropicos. ApGs inUmeras tentativas de
importacdo do farmaco, foram feitos alguns ensaios experimentais utilizando os
adesivos. Como houve dificuldade para utilizagdo desse método foram adotados
dois procedimentos experimentais: o implante do adesivo e posteriormente extragéo

do farmaco do adesivo e administracdo por via intraperitoneal (IP).
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Teste de analgesia

Foi utilizado o teste de contor¢do em animais independentes para validagéo
da eficacia da droga. O teste de contor¢do € um modelo quimico de nocicepgéo que
se baseia no numero de contorgdes. Estas sdo seguidas por extensdo dos membros
inferiores, que ocorrem devido a irritacdo peritoneal provocada por injecdo de acido
aceético via IP (Silva et al., 2013; Whittle, 1964). Apéds jejum de 8 h, 27 h depois da
cirurgia os animais receberam injecfes (IP) de acido acético a 6% (10mg/kg). Foi
realizado o teste de contorgdo tanto nos animais que receberam implante de adesivo
(Experimento 1), como também nos animais que receberam inje¢cdes IP de
Buprenorfina (Experimento 2), 10 minutos apds injecdo de é&cido acético. Foram
analisados o0s seguintes comportamentos: frequéncia e tempo de contorgdes
abdominais, auto-limpeza e levantamentos, e o numero de quadrados percorridos

pelo animal durante o teste.

Testes comportamentais

Os testes foram realizados em sala exclusiva para avaliagdo comportamental
do Laboratério de Fisiologia (temperatura de 21°C + 2°C), entre 14 e 17 horas.
Durante as sessbes experimentais, cada rato foi transportado individualmente em
uma caixa de polipropileno (28x17x30 cm), forrada com maravalha e coberta com
tela plastica e flanela.

Os aparelhos foram iluminados com uma lampada incandescente fixada ao
teto sobre o aparelho, propiciando uma intensidade luminosa de 50 lux, evitando
sombra em qualquer um dos bragos. Entre as avaliagdes os aparelhos foram limpos

com alcool a 20%. O experimentador permaneceu fora da sala e os testes foram
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registrados por sistema de video e analisados por intermédio do programa Etholog

2.25 (Ottoni, 2000).

Teste do Labirinto em T Elevado (LTE)

Foi utilizado um LTE feito de madeira, constituido por trés bracos de mesmas
dimensbes (50x12 cm), elevados a 50 cm do piso. Um dos bragos foi circundado por
paredes laterais (40 cm de altura) e estava disposto perpendicularmente aos dois
outros bragos abertos. Os bragos abertos foram delimitados por uma protecdo de
madeira de 1 cm de altura, a fim de se evitar a queda dos animais. Apds 2 dias
consecutivos de “handling” (manuseio delicado do animal por 5 minutos/dia), vinte e
quatro horas antes da avaliagdo comportamental, os animais foram mantidos
individualmente, por trinta minutos, em um dos bracos abertos do LTE. O braco
aberto destinado ao confinamento foi separado dos demais por uma parede de
madeira, disposta na linha entre a area central do labirinto e a por¢do proximal do
brago aberto. Tem sido demonstrado que o confinamento a um dos bragos abertos
diminui as laténcias das fugas, tornando o teste mais sensivel aos efeitos de drogas
(Teixeira et al., 2000). ApOs este procedimento foram reconduzidos as suas caixas
até o dia seguinte. O teste no LTE foi iniciado pela tomada da esquiva inibitéria,
onde o animal foi colocado na extremidade distal do braco fechado e foi medido o
tempo (laténcia) para o mesmo sair deste brago (Linha de Base). A mesma medida
foi tomada por mais duas vezes com intervalos de trinta segundos entre elas
(Esquiva 1 e Esquiva 2). Trinta segundos apdés o término da tomada da Esquiva 2 foi
avaliado o comportamento de fuga. Para isso, o animal foi colocado na extremidade
do mesmo brago aberto em que foi confinado no dia anterior e foi registrada a

laténcia para a saida do brago aberto. Essa medida foi tomada por trés vezes (Fuga
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1, Fuga 2 e Fuga 3) com intervalos de trinta segundos entre elas. O tempo maximo
de permanéncia do animal na esquiva ou na fuga foi de 300 segundos. Entre cada
tomada o animal foi recolocado por 30 segundos em sua caixa individual
aguardando a proxima exposicdo ao teste. O critério de “saida” consistiu na
passagem total das quatro patas do animal pela linha diviséria do braco onde foi
colocado inicialmente em direcdo ao centro do aparelho (Graeff et al., 1993; Graeff

et al.,1998; Viana et al.,1994; Zangrossi e Graeff, 1997).

Teste do Campo Aberto

Visando verificar a influéncia de alteragdes na atividade motora no
desempenho dos animais no LTE, 30 segundos apos a finalizagdo da avaliagcdo no
LTE os animais foram colocados no centro do Campo Aberto por 5 minutos e foram
contadas quantas vezes 0os mesmos cruzaram as linhas demarcadas no aparelho.
Foi utilizado um aparato de madeira medindo (60x60) cm, com quadrados

demarcados de (20x20) cm.

Teste de Transigéo Claro-Escuro

O Teste de Transigéo Claro-Escuro foi realizado numa caixa de madeira de
(48x24x24) cm, dividida em dois compartimentos de iguais dimensdes, uma de cor
branca (compartimento claro), e outro de cor preta (compartimento escuro). Entre os
dois compartimentos havia uma abertura (7x6 cm) permitindo a livre transicdo do
animal entre os dois compartimentos. No assoalho da caixa foram demarcados 8
quadrados de (12x12 cm). A caixa era totalmente fechada por uma tampa de
madeira pintada de preto constituindo um compartimento escuro, € uma tampa

transparente de vidro possibilitando um compartimento claro.
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Trinta segundos depois de finalizado o Teste do Campo Aberto os animais
foram submetidos ao Teste de Transi¢c&o Claro-Escuro por cinco minutos, exceto no
Experimento 1 que foram animais independentes. Foram registradas e computadas
as seguintes variaveis: laténcia de saida do lado claro, tempo no lado claro, nimero
de tentativas de saida do lado escuro para o lado claro (comportamento denominado
“espreita”’), numero de transicbes entre os dois compartimentos, ndmero de

quadrados percorridos no lado claro.

Delineamento experimental

Foram desenvolvidos dois experimentos, o primeiro destinado a avaliagdo da
Buprenorfina apds implante dos adesivos e o segundo realizado apos extracdo do
farmaco dos adesivos. Cada um dos experimentos foi subdividido em duas partes, a
saber, teste de analgesia e avaliagbes comportamentais (LTE, Teste do Campo

Aberto, Teste de Transi¢cao Claro-Escuro).

Experimento 1 — Avaliacdo da Buprenorfina apds implante dos adesivos
Cirurgia para implante dos adesivos

Sob efeito anestésico do 2,2,2-tribromoethanol (250/kg) (Fluka), foi feito
tricotomia no dorso do animal. Apds procedimento de antissepsia com
polivinilpirrolidona-iodo a 1% (PVPI) (Rioquimica), o animal foi acomodado em
decubito ventral. Foi realizada incisdo sagital média na pele, do dorso do animal, na
altura da 12 vértebra cervical em sentido caudal de 2 cm. Apds divulsdo para
separacdo dos tecidos, foi inserido o implante do adesivo de Buprenorfina de 6,25
cm?, com a parte que libera a droga voltada para baixo. Apds este procedimento a

pele foi suturada com fio de algoddo. Os animais controles passaram pelo mesmo
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procedimento cirdrgico e receberam implante de adesivo de micropore (Fita
Microporosa Bege Cremer (1,2 cm X 4,5 cm), com as mesmas dimensdes do

adesivo de Buprenorfina, sem a presencga do farmaco.

Teste de analgesia

Grupos independentes de ratos foram implantados com o adesivo de
Buprenorfina de 5mg. Os animais controles passaram pelos mesmos procedimentos
com implante de adesivos de micropore. Foram avaliados no teste de contorgéo que
foi realizado 27 horas ap6s o procedimento cirdrgico para implante dos adesivos

(controle n=7; experimentais n==8).

Testes comportamentais

Para os testes comportamentais, animais controles (n=8) e experimentais
(n=7) foram manipulados (“handling”) no 1° e 2° dia. No 3° dia foi realizada cirurgia
para implante do adesivo, no periodo da manha, e confinamento no periodo da
tarde. No 4° dia, 27 horas apés a cirurgia, foram conduzidas as avaliacdes
comportamentais, iniciando-se pelo LTE, seguindo-se pelo Teste do Campo Aberto.
Nesse experimento o Teste de Transicdo Claro-Escuro foi conduzido em animais
independentes. Esse conjunto de avaliagdes comportamentais foi repetido em mais

dois momentos: 24 horas e também sete dias apos o implante.

Experimento 2 — Efeito agudo da Buprenorfina sistémica
Para extracdo da droga a partir dos adesivos foram realizados alguns
procedimentos: os adesivos com 10mg de Buprenorfina foram recortados, e apenas

a regido que libera a droga foi colocada em um becker de plastico, com solucdo



65

salina 0,9%, previamente lavado e enxaguado com 4gua destilada, no volume de 30
ml para cada 10 mg. Esse recipiente foi fechado com papel filme plastico e aluminio,
e colocado em banho-maria por 27 horas a uma temperatura de 37° a 40°C. Em
seguida os adesivos foram colocados na borda do becker por 5 minutos para
escorrer todo o liquido do mesmo. Apds remocdo dos adesivos, o becker com a
solugéo foi colocado no congelador a -23° C, onde permaneceu até o congelamento
completo do liquido.

Apo6s o congelamento da solugdo extraida, o becker foi colocado em um
liofilizador, sem o papel aluminio e com perfuragdes no papel filme, onde
permaneceu a uma temperatura de -54° C por 53 horas. Apés liofilizagéo e obtengéo
do p6é como principio ativo, para cada 25 mg de extrato foi adicionado 10ml de
solugdo salina 0,9%. Sequencialmente, o recipiente foi colocado no agitador a
temperatura ambiente até ocorrer a completa diluicdo do concentrado, que foi
armazenado em geladeira coberto com filme plastico e papel aluminio ao abrigo da
luz.

ApoOs a extragdo da Buprenorfina dos adesivos por meio da liofilizacao,
animais receberam por via intraperitoneal (IP) Buprenorfina nas doses de 1,5 mg/kg

(n=9), 3,0 mg/kg (n=9), 6,0 mg/kg (n=10). Ratos controle receberam salina (n=9).

Teste de analgesia
Dez minutos apoés as inje¢cdes de Buprenorfina IP (1,5 mg/kg n=5; 3,0 mg/kg
n=5; 6,0 mg/kg n=5; ratos controle receberam salina n=9), os animais foram

submetidos ao teste de contorgéo.
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Testes Comportamentais

Em experimento independente, dez minutos apos as inje¢cdes de Buprenorfina
IP (1,5 mg/kg n=9; 3,0 mg/kg n=9; 6,0 mg/kg n=10). Ratos controle receberam salina
(n=9). Os animais foram submetidos as avaliagbes comportamentais, iniciando-se
pelo LTE, seguindo-se pelo Campo Aberto e Transigcdo Claro-Escuro, sempre com
30 segundos de intervalo entre os testes. Esse conjunto de avaliagdes foi repetido

24 horas depois, procedimento este denominado de reexposic¢éo.

Analise dos dados

As laténcias de esquiva inibitéria e de fuga foram submetidas a analise de
variancia de medidas repetidas (ANOVA de medidas repetidas), tendo como fator
independente o tratamento, e como medidas repetidas as diferentes exposi¢coes
efetuadas (Linha de base, Esquival e Esquiva 2 ou Fuga 1, Fuga 2 e Fuga 3),
visando avaliar se houve efeito do tratamento e das repeticdes. Foram realizadas
também andlises independentes de cada esquiva e de cada fuga através da ANOVA
de uma via. Quando houve efeito de um ou de ambos os fatores foram realizadas
comparagdes multiplas utilizando o teste post hoc de Duncan. Os resultados do teste
de analgesia, bem como as avaliagbes de atividade motora e dos dados
comportamentais no Teste de Transi¢cdo Claro-Escuro foram analisados através da
ANOVA (uma via), seguida pelo teste post hoc de Duncan. Em todas as analises um

“p” com um valor menor que 0,05 foi considerado significativo.
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Resultados

Experimento 1 - Avaliagdo da Buprenorfina apos implante dos adesivos

Teste de contorgéo

Na analise do efeito analgésico da Buprenorfina no teste de contor¢do, 27
horas apés implante do adesivo no tecido subcutaneo, a ANOVA mostrou que houve
uma reducdo no numero de contor¢cdes no grupo com implante de Buprenorfina em
relagdo ao grupo controle [F1,13=138,26; p=0,000], como também na duragdo da
manifestacdo desse comportamento [F(,13=5,07; p=0,042]. Constatou-se também
uma redugd@o no numero de apresentacdes de auto limpeza [F1,13=9,19; p=0,009], e
diferenca fronteirica em relagdo a duracdo desse comportamento [F(,13=4,50;
p=0,054]. N&@o se constatou modificagfes quanto a frequéncia [F 13=0,84; p=0,378]
e duragdo dos levantamentos [F(,13=0,55; p=0,473] e quadrados percorridos no
Campo Aberto [F1,13=0,06; p=0,814]. Esses dados podem ser visualizados através
da Figura 1. O teste de Duncan mostrou um nitido efeito analgésico do implante de
Buprenorfina, acompanhado por diminuicdo também do comportamento de auto-
limpeza (p<0,05). A inibicdo da atividade motora em decorréncia do &cido acético no

abddmen néo foi alterada pela acéo da Buprenorfina.
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Figura 1. Média+tEPM da frequéncia e duracdo das contor¢des, levantamentos, auto-
limpeza e quadrados percorridos, apresentados por animais implantados com adesivo de
Buprenorfina e seus controles. Anova seguida pelo teste post hoc de Duncan: "p<0,05;
"p<0,01; ""p<0,001 representam diferencas para com o grupo controle.
Labirinto em T elevado

Quanto a apresentacdo das esquivas no LTE (Figura 2) houve efeito do
tratamento [F,13=8,20; p=0,013], como também efeito das repeticdes [F(226=11,84;
p<0,001] e interagcédo entre o tratamento e as repeti¢cdes [F(26=7,14; p=0,003]. O
teste de Duncan apontou que houve aumento na laténcia das esquivas

apresentadas pelos animais controles, caracterizando uma curva de aprendizagem

(p<0,05). Mostrou também que a Buprenorfina prejudicou somente a E2 (p<0,01).
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Os animais, 24 horas ap6s o primeiro teste, foram reexpostos ao LTE. A
ANOVA de medidas repetidas mostrou que ndo se constatou efeito do tratamento
[Fa.13=4,63; p=0,051], houve efeito das repeticdes [F(2,2)=4,36; p=0,023], mas néo
se verificou interacédo entre o tratamento e as repeticoes [F(226=1,23; p=0,308]. O
teste de Duncan apontou que houve aumento na laténcia das esquivas apresentado
pelos animais controles, caracterizando uma curva de aprendizagem (p<0,05).
Mostrou também que a Buprenorfina prejudicou somente as esquivas na Linha de
Base (LB) e na Esquiva 2 (E2) (p<0,05).

A analise do efeito da Buprenorfina sobre as esquivas inibitérias, 7 dias apos
o implante, mostrou que houve efeito do tratamento [F(,12=11,82; p=0,005], ndo se
verificou efeito das repeti¢cdes [F(224=1,39; p=0,267], e constatou-se interacao entre
0 tratamento e as repetices [F(224=0,73; p=0,492]. Os animais controles
apresentaram aumento das esquivas em todas as situagbes, caracterizando um
efeito ansiogénico da reexposicdo. O teste de Duncan e as andlises através da
ANOVA de uma via em cada esquiva apontaram que a Buprenorfina prejudicou as

trés esquivas (p<0,05).
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Figura 2. Média+EPM das laténcias em segundos das esquivas no LTE apresentadas por
animais com implante de Buprenorfina e seus controles 27 horas apés o implante dos
adesivos, 24 horas apés o primeiro teste e 7 dias ap6s o implante. ANOVA de medidas
repetidas seguida pelo teste post hoc de Duncan: ‘p<0,05; **p<0,01; ~ p<0,001 representam
as diferencas em relagédo a linha de base no mesmo grupo e *p<0,05; *'p<0,01; *p<0,001
representam diferencas para com o grupo controle.
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N&o se constatou efeito dos implantes de Buprenorfina sobre as fugas nem
no tratamento e nem nas repeticdes em nenhuma das situa¢des estudadas (Figura
3). Na primeira exposi¢cdo: ndo houve efeito do tratamento [F,13=0,08; p=0,784],
como também né&o se constatou efeito das repeti¢cdes [F(,26=0,94; p=0,402] e nem
interacdo entre os fatores [F(2,26=0,90; p=0,419]. Na segunda exposi¢cdo ao LTE: ndo
houve efeito do tratamento [F(1,13=0,88; p=0,365], como também ndo se constatou
efeito das repeticbes [F.26=0,34; p=0,715] e nem interagdo entre os fatores
[F,26=1,17; p=0,326]. Na terceira exposi¢cdo ao LTE ocorreu o mesmo: ndo houve
efeito do tratamento [F(1,12=1,78; p=0,207], como também n&o se constatou efeito
das repeticdes [F(2,24=1,92; p=0,168] e nem interacdo entre os fatores [F 24=0,46;

p=0,634].
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Figura 3. Média+EPM das laténcias em segundos das fugas no LTE apresentadas por
animais com implante de Buprenorfina e seus controles, 27 horas apds o implante dos
adesivos, 24 horas ap6s o primeiro teste e 7 dias ap6s o implante.
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Campo Aberto

Analisando o numero de quadrados percorridos no Campo Aberto pelos
animais com implante de Buprenorfina (Figura 4) a ANOVA mostrou que houve
diferencas em relagdo ao controle nas 27 horas ap6s o implante
[Fa,13=12,63;p=0,003], como também 24 horas ap6s o0 primeiro teste
[Fa,13=11,19;p=0,005] e 7 dias apOs o implante [F(1,12=13,61;p=0,003]. O teste de
Duncan apontou que houve aumento de atividade motora relacionado ao implante

de Buprenorfina (p<0,01).
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Figura 4. Média+EPM do nimero de quadrados percorridos no Campo Aberto por animais
tratados com Buprenorfina através do implante dos adesivos e seus controles. ANOVA
seguida de Duncan: *"p<0,05 representam as diferencas em relacdo aos controles nas trés
reexposicoes.
Teste de Transigéo Claro-Escuro

Analisando o tempo de laténcia para saida do lado claro no Teste de
Transicdo Claro-Escuro foi possivel perceber através da ANOVA de uma via que
houve efeito do tratamento [F 15=6,09; p=0,024]. O teste de Duncan apontou que

0s animais tratados com Buprenorfina demoraram mais para sair do lado claro em

direcdo ao lado escuro, quando comparados com os animais do grupo controle
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(p<0,05). O mesmo se constatou na andlise do tempo de permanéncia dos ratos no
lado claro do aparato [F(1,18=5,25;p=0,034]. Ou seja, a Buprenorfina causou
ansidlise, pois os animais experimentais permaneceram mais tempo no lado claro
(p<0,05). Nao se constatou diferencas entre os grupos nas andlises do
comportamento de espreita [F,18=0,81; p=0,380], nas transi¢des entre os lados
[Fa18=0,11; p=0,742] e nem na atividade motora [F(,18=0,07; p=0,781]. Todos

esses dados podem ser visualizados através da Figura 5.
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Figura 5. Média+EPM do tempo de laténcia de saida do lado claro e tempo de permanéncia
no claro, bem como do numero de espreitas, transicbes e quadrados percorridos
apresentado por animais tratados com Buprenorfina através do implante dos adesivos e
seus controles. ANOVA seguida pelo teste de Duncan: "p<0,05 representam as diferencas
para com o grupo controle.



75

Experimento 2 - Efeito agudo da Buprenorfina sistémica
Teste de contorgéo

Na analise do efeito analgésico agudo da Buprenorfina administradas em
diferentes doses por via IP (Figura 6), a ANOVA de uma via mostrou que as doses
de 1,5 mg/kg, 3,0 mg/kg e 6,0 mg/kg aplicadas 10 minutos antes do teste diminuiram
tanto a frequéncia das contor¢des [F,16=4,33; p=0,020], como também a duracéo
das mesmas [F@316=4,17; p=0,023]. O tratamento com Buprenorfina também
ocasionou diminuicdo no numero de vezes [Fa16=4,17; p=0,023] e no tempo
[F16=10,87; p<0,001] em que os animais permaneceram manifestando o
comportamento de auto-limpeza. Em contrapartida a frequéncia [F 16=1,65;
p=0,217] e a duragdo [F16=1,76; p=0,196] dos levantamentos, assim como o
ndmero de quadrados percorridos pelos animais durante o teste ndo foram

diferentes [F,16=1,11; p=0,376].
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Figura 6. Média+EPM de frequéncia e duracao de contor¢des, levantamentos, auto limpeza
e quadrados percorridos por animais tratados com Buprenorfina IP nas doses de 1,5 mg, 3,0
mg e 6,0 mg e por animais do grupo controle e seus controles. ANOVA seguida pelo teste
de Duncan: *p<0,05; *"p<0,001 representam diferencas para com o grupo controle.

Labirinto em T elevado

Na analise do efeito da Buprenorfina administrada por via IP sobre as
esquivas inibitérias no LTE (Figura 7), a ANOVA de medidas repetidas mostrou que
ndo houve efeito do tratamento [F(33=1,59; p=0,211], mas houve efeito das
repeticoes [Fp,66=12,68; p<0,001] e interagdo entre o tratamento e as repeticoes
[Fe.66=3,81; p=0,002]. O teste de Duncan apontou que houve aprendizagem nos

animais controles e nos animais tratados com a menor dose de Buprenorfina
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(p<0,05). Em contrapartida, na reexposicdo 24 horas ap6s o primeiro teste, a
ANOVA de medidas repetidas mostrou que houve efeito do tratamento [F 3 31y=33,37,;
p<0,001], houve efeito das repeti¢des [F62=12,68; p<0,001], mas ndo se constatou
interacdo entre o tratamento e as repeticbes [Fe62=0,62; p=0,716]. O teste de
Duncan mostrou que houve diferengas entre as esquivas caracterizando
aprendizagem nos animais controles (p<0,05), mas a Buprenorfina prejudicou esse
processo, e também desinibiu o comportamento diminuindo as esquivas em todas as

doses e condi¢des (p<0,001).
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Figura 7. Média+EPM das laténcias em segundos das Esquivas no LTE apresentada por
animais tratados com Buprenorfina IP nas doses de 1,5 mg, 3,0 mg e 6,0 mg e por animais
do grupo controle, 10 minutos apds a administracdo de Buprenorfina e 24 horas apds o
teste. ANOVA de medidas repetidas seguida pelo teste de Duncan: ‘p<0,05; **p<0,01;

Hhk

p<0,001 representam as diferencas em relagdo a linha de base no mesmo grupo e
“p<0,05; "p<0,01; **p<0,001 representam diferencas para com o grupo controle.

Quando se analisou as fugas (Figura 8) foi possivel perceber que ndao houve
efeito do tratamento [F333=0,98; p=0,411], ndo houve efeito das repeti¢cdes
[Fe66=3,17; p=0,048], ndo se constatou interagdo entre os fatores [F 66=1,30;
p=0,268]. O teste de Duncan n&o apontou diferencas significativas para o estudo no
gue tange as diferentes fugas no mesmo tratamento e diferencas entre animais

tratados com Buprenorfina e seus controles em cada fuga separadamente. O
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mesmo quadro ocorreu na reexposi¢do: ndo houve efeito do tratamento [F3,31y=0,48;
p=0,697], nem variagéo entre os animais controles nas diferentes fugas [F,62=0,56;
p=0,576], como também ndo se constatou interacdo entre os fatores [F(62=1,20;

p=0,316].
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Figura 8. Média+EPM das laténcias em segundos das Fugas no LTE apresentada por
animais tratados com Buprenorfina IP nas doses de 1,5 mg, 3,0 mg e 6,0 mg e por animais

do grupo controle, 10 minutos apds a administracdo de Buprenorfina e 24 horas apds o
teste.
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Campo Aberto

Analisando o numero de quadrados percorridos no Campo Aberto pelos animais
tratados com Buprenorfina por via IP, a ANOVA mostrou que ndo houve efeito do
tratamento [F(33=2,19; p=0,108]. Na reexposi¢do houve efeito do tratamento, ou
seja, 0s animais tratados com Buprenorfina nas trés doses se deslocaram mais que
0s animais controles [F31y=4,22; p=0,013]. Esses dados podem ser visualizados

através da Figura 9.
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Figura 9. Média+EPM do nimero de quadrados percorridos no Campo Aberto apresentado
por animais tratados com Buprenorfina IP nas doses de 1,5 mg, 3,0 mg e 6,0 mg e por
animais do grupo controle, 10 minutos apés a administracdo de Buprenorfina e 24 horas
apos o teste. ANOVA de medidas repetidas seguida pelo teste de Duncan "p<0,05; “p<0,01
representam diferencas para com o grupo controle.

Teste de Transicao Claro-Escuro
No Teste de Transicdo Claro-Escuro, analisando o tempo de laténcia para
saida do lado claro verificou-se que ndo houve efeito do tratamento

[F(3,33=0,96;p=0,421]. O mesmo ocorreu na analise do tempo de permanéncia no
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compartimento claro: ndo houve efeito do tratamento [F33=0,59;p=0,624]. Na
reexposicado ndo houve efeito do tratamento sobre a laténcia de saida do lado claro
[F,32)=0,38; p=0,764], como também n&o se constatou efeito do tratamento sobre o
tempo de permanéncia no compartimento claro [F 33=1,05; p=0,383]. Esses dados

podem ser visualizados através da Figura 10.
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Figura 10. Média+EPM do tempo em segundos para saida do lado claro, como também de
permanéncia no lado claro do aparelho apresentado por animais tratados com Buprenorfina
IP nas doses de 1,5 mg, 3,0 mg e 6,0 mg e por animais do grupo controle, 10 minutos apés
a administracéo de Buprenorfina e 24 horas apds o teste.

Quando se analisou os demais comportamentos (Figura 11) ndo se constatou

efeito do tratamento sobre nenhum dos que foram analisados: espreita [F3 33=0,79;
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p=0,510]; transi¢cbes [F(33=1,26; p=0,304]; quadrados percorridos [Fs 33=0,98;
p=0,413]. O mesmo ocorreu na rexposi¢cdo, ndo houve efeito do tratamento sobre os
comportamentos: espreita [F31)=0,76; p=0,524]; transi¢des [F,31)=2,76; p=0,058];

quadrados percorridos [F31)=2,76; p=0,059].
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Figura 11. Média+EPM do numero de espreitas, transicdes e quadrados percorridos no
Teste de Transicdo Claro-Escuro, apresentado por animais tratados com Buprenorfina IP
nas doses de 1,5 mg, 3,0 mg e 6,0 mg e por animais do grupo controle, 10 minutos ap6s a
administracdo de Buprenorfina e 24 horas ap0s o teste.
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Discusséo

Os resultados obtidos no teste de contor¢do para avaliar a acdo analgésica
da Buprenorfina, tanto pela absorcdo através da via subcutdnea como na
administragdo IP, corroboram com resultados de outros estudos que ja evidenciaram
a eficacia analgésica desse farmaco (Feng et al., 2012; Karp et al, 2014; Likar, 2006;
Lutz e Kieffer, 2013; Roy-Byrne et al., 2013; Virk et al., 2009; Yamamoto et al.,
2006). Os resultados obtidos sugerem que uma dose sustentada, que foi
possibilitada por meio do implante do adesivo de Buprenorfina, foi eficaz, e as doses
agudas para analgesia, também mostraram efeito. Esta constatagdo esta consoante
com o estudo de Clark et al. (2014) que compararam niveis séricos de Buprenorfina
IR (liberacdo imediata) e SR (liberacdo sustentada) em ratos por um periodo de até
48 horas. A confirmacgéo do efeito analgésico também evidencia que a extracéo da
droga do adesivo pelo método de liofilizagéo foi capaz de fornecer doses eficazes, ja
gue as inje¢cOes do extrato de Buprenorfina nas trés doses causaram diminui¢cdo de
namero e duragdo das contor¢des. Esse resultado corrobora o que foi observado em
outros trabalhos que demonstraram a eficicia analgésica da Buprenorfina em
estudos com animais (Curtin et al., 2009; Lutfy et al., 2003), e em humanos (Khanna
e Pillarisetti, 2015; Kumar et al., 2016).

Sequencialmente foram conduzidas as avaliagbes comportamentais em
grupos independentes de animais. As andlises no LTE mostraram que 0s animais
controles nos dois experimentos apresentaram a aprendizagem esperada em
relacdo a experiéncia nesse teste (Graeff, 2003), com aumento progressivo na

laténcia das esquivas na Linha de Base (LB) para Esquiva 2 (E2) exceto na
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reexposi¢do sete dias apos o implante, quando se observou um aumento em todas
as esquivas, caracterizando aumento de ansiedade nos animais controles devido a
reexposicdo. As fugas, ndo foram alteradas nos animais controles, nem pela
reexposi¢do ao LTE. Investigacdes realizadas em outros laborat6rios confirmam tais
aspectos (Graeff et al.,1993; Pobbe et al., 2014; Poltronieri et al.,2003; Roncon et al.,
2013; Sant'’Ana et al., 2016; Zanoveli et al., 2007), demonstrando o controle e
adequacao das condigbes experimentais na realizagcdo desse teste. No entanto, néo
se identificou trabalhos relatando o efeito de reexposi¢cdes ao LTE, como o que se
realizou nesta pesquisa, a ndo ser quando as avaliagbes comportamentais foram
conduzidas no Labirinto em Cruz Elevado (Fernandes e File 1996; Galvis-Alonso et
al.,, 2010; Roy et al., 2009). Ou seja, a reexposicao ao teste aumenta as esquivas,
sem interferir nas fugas, apontando que a experiéncia aversiva repetida pode
ocasionar aumento de ansiedade generalizada, mas néo interfere na manifestagéo
do panico.

O implante do adesivo de Buprenorfina no tecido subcutdneo causou
diminuicdo das esquivas no LTE, sem alteragédo nas fugas. Houve confirmacdo do
efeito ansiolitico no Teste de Transicao Claro-Escuro. Entretanto, animais sob efeito
da Buprenorfina apresentaram aumento de atividade motora, mesmo que somente
no Campo Aberto, j& que ndo se verificou aumento no nimero de transi¢cées e no
ndamero de quadrados percorridos no Teste de Transicdo Claro-Escuro. O prejuizo
nas esquivas tem sido interpretado como uma manifestacdo de ansitlise (Graeff,
2003), como o que tem sido observado pela acdo de farmacos utilizados na clinica,
e também demonstrado no LTE, o clonazepam e diazepam (Pobbe et al., 2014),
alprazolam (Sant'Ana et al., 2016), buspirona (Graeff et al.,1998; Poltronieri et al.,

2003) e imipramina cronica (Teixeira et al., 2000).
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A Buprenorfina quando liberada subcutaneamente, apds o implante dos
adesivos, prejudicou as esquivas, mas de forma diferente em relagéo aos diferentes
momentos de avaliagdo comportamental, ou seja: na primeira avaliagdo diminuiu a
esquiva na E2. Nas reexposicdes, 24 horas apds o teste, afetou a LB e a E2 na
mesma dire¢do. Sete dias depois ainda se viu o efeito desse farmaco causando
diminuicdo na manifestagdo desse comportamento inibitério nas trés esquivas,
mostrando de fato seu efeito desinibitdrio, ja que os animais controles apresentaram
aumento das trés esquivas. Entretanto, em nenhum dos momentos verificou-se
alteracdo nas fugas.

Na andlise do efeito agudo da administragé@o IP da Buprenorfina foi possivel
verificar que o efeito desinibitorio sobre as esquivas apareceu somente 24 horas
apds a reexposicdo ao LTE. O mesmo ocorreu no trabalho de Falcon et al.(2015),
fato esse que foi associado a cinética lenta de dissocia¢cao da Buprenorfina dos seus
recptores (Yu et al.,, 2006). Mas esse efeito ndo foi identificado no Teste de
Transicdo Claro-Escuro. Além disso, no mesmo periodo em que se verificou o
quadro desinibitério houve aumento de atividade motora. No entanto esse aumento
de atividade so foi identificado no Teste do Campo Aberto e ndo no Teste de
Transi¢@o Claro-Escuro. Convém ressaltar nesse ponto de analise que na avaliacao
do efeito do implante da Buprenorfina o Teste de Transigdo Claro-Escuro foi
realizado em animais independentes, ou seja, ndo foram previamente submetidos a
outros testes, como 0 que ocorreu no segundo experimento.

Em sintese, a Buprenorfina, independentemente da forma de administragéo
prejudicou as esquivas, sem afetar as fugas, denotando que esse farmaco, diminuiu
a manifestacdo de comportamentos relacionados com a ansiedade generalizada,

mas nao afetou os comportamentos associados ao panico. Tais resultados estéo em
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acordo com dados apresentados em outras pesquisas com outros modelos de
ansiedade como por exemplo no Teste do Sobressalto Potencializado pelo Medo,
onde Glover e Davis (2008), utilizando baixas doses de Buprenorfina constataram
efeito ansiolitico. Falcon et al. (2015) através do Teste de Hipofagia Induzida por
Novidade verificaram um efeito ansiolitico da Buprenorfina tanto 24 horas ap6s o
tratamento como também em decorréncia do tratamento subcrénico. Em humanos,
onde os niveis de cortisol salivar foram mensurados apdés o Teste de Falar em
Publico, notou-se uma diminuicdo em seus niveis, bem como uma diminuicao da
ansiedade relatada durante o teste apds 90 minutos apés tratamento com 0,2 ou 0,4
mg de Buprenorfina sublingual (Bershad et al., 2015).

No entanto, um aspecto precisa ser destacado. Na maioria das vezes que se
identificou prejuizo nas esquivas houve aumento de atividade motora. Fica a questéo:
sera que o aumento de atividade motora afetou o teste no LTE e o0 que se constatou
ndo foi ansidlise? Nesse caso, se a atividade motora tivesse de fato afetado o teste,
tanto as esquivas, como também as fugas seriam alteradas. Os animais fugiriam mais
rapidamente do brago aberto onde foram colocados, o que seria esperado caso fosse
de fato uma alteragéo do padrdo motor.

Pesquisas prévias que avaliaram a atividade motora em animais tratados com
a Buprenorfina demonstraram resultados paradoxais. Falcon et al. (2015) mostraram
que a Buprenorfina aumentou a atividade motora dos animais 30 minutos apés a
administragédo, efeito este suprimido com a administracdo subcrbnica por 6 dias. J&
Almatroudi et al. (2016) ndo encontraram aumento de atividade motora em
tratamentos com doses de 1mg/kg de Buprenorfina. Nesse trabalho os testes de
atividade motora foram realizados 1 hora apés as inje¢des intraperitoneais. Browne

et al. (2015) avaliaram a atividade motora 24 horas ap0s inje¢cfes subcutaneas de
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0,25, 0,75 e 2,25 mg/kg de Buprenorfina em trés diferentes linhagens de ratos, e ndo
identificaram alteracdo da atividade motora.

Sabe-se que a Buprenorfina € um opioide sintético derivado da tebaina,
alcaloide extraido da Papaver somniferum, popularmente conhecida como papoula.
E agonista parcial Y, pois apresenta afinidade por esses receptores. No entanto,
possui atividade intrinseca baixa. E antagonista k e também apresenta afinidade por
receptores &. Efeitos ansioliticos e antidepressivos séo atribuidos ao antagonismo K,
e os efeitos analgésicos sdo mediados pela ativacdo dos receptores u (Glover e
Davis, 2008; Karp et al., 2014; Likar, 2006; Virk et al., 2009; Yamamoto et al., 2006).

Mais potente que a morfina — a dose de 0,4 mg tem equivaléncia analgésica a
10mg de morfina (Glover e Davis, 2008). O pico de concentracdo sanguinea para
administragdo oral da Buprenorfina é de 1 a 2 horas, e para a administracao
intramuscular ou intravenosa é de 5 minutos. A meia-vida de dissociacdo desse
opioide é de 166 minutos, 0 que sugere que seus niveis plasmaticos néo
acompanham as manifestacdes fisiologicas, sendo que a meia-vida plasmatica é de
aproximadamente 3 horas e isso ndo guarda relacdo com o desaparecimento dos
efeitos. Seus metabdlitos sdo excretados na urina e nas fezes. Ela é metabolizada
pela CYP3A4 no figado para norBuprenorfina, que pode exercer agdo farmacolégica
de analgesia minima (Likar, 2006). Produz sintomas minimos de abstinéncia e estes,
quando aparecem, sdo tardios, ndo sao tdo graves e desaparecem em 1 a 2
semanas (Brunton et al., 2012; Rang; Dale, 2004).

Virk et al. (2009) relatam que a Buprenorfina se dissocia de forma lenta dos
receptores |, a Buprenorfina tem curva dose-efeito em forma de sino, o que indica
gue as doses baixas tém efeito e isso se confirmou no trabalho de Glover e Davis

(2008). Doses tetos, responsaveis por desencadear um efeito de depresséo
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respiratoria, ndo precisam ser alcancadas. O fato de pequenas doses produzirem
efeitos esperados confere seguranca em relacdo aos efeitos indesejaveis, tornando-
a mais segura. De acordo com Yu et al. (2006) a poténcia da Buprenorfina e a lenta
dissociagéo dos receptores resultam em baixas doses terapéuticas em animais e
humanos concomitantes com baixas concentracfes plasmaticas. Virk et al. (2009)
citam ainda que a Buprenorfina inibe a dessensibilizagdo dos receptores opioides, 0
que impede a tolerancia comum aos opioides, e o fato de ser um agonista parcial
dimnui sei potencial de desencadear disforia.

Outro aspecto, que nao se constitui divida, mas sim uma constatacdo no
estudo, é que os tratamentos com Buprenorfina ndo afetaram as fugas. Esperava-se
que esse farmaco pudesse afetar este comportamento defensivo também,
ampliando o tempo de permanéncia no espac¢o aberto, como o que se observou em
estudos prévios com a morfina, um agonista opioide pleno (Roncon et al., 2013).
Uma série de trabalhos tem mostrado que drogas clinicamente eficazes no
tratamento desse transtorno, como o alprazolam e o clonazepam, inibem a resposta
de fuga, enquanto que drogas capazes de induzir ataques de panico em voluntarios
sadios, como agonistas de receptores de colecistocinina, tém efeito oposto (Moreira
et al., 2013; Pobbe et al., 2014; Zanoveli et al., et al., 2005). Antidepressivos
triciclicos imipramina e a clomipramina, assim como os ISRSs, fluoxetina, sertralina
e escitalopram também inibem a expressdo da resposta de fuga, quando
administrados crénicamente (21 dias), mas ndo agudamente (Teixeira et al., 2000;
Poltronieri et al., 2003; Pinheiro et al., 2008; Zanoveli et al., 2007). O mesmo néao
acontece ap6s a administragdo aguda ou crbnica de drogas ansioliticas, como o
diazepam e a buspirona (Zangrossi e Graeff, 2014) que s&o destituidas de efeitos

anti-panico relevantes na clinica (Sheehan et al., 1990).
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Pesquisas desenvolvidas nos ultimos anos com o LTE sugerem que
receptores serotonérgicos presentes na SCPD medeiam o efeito panicolitico
causado pelo tratamento crénico com drogas antidepressivas. A SCPD, localizada
no mesenceéfalo, é considerada uma estrutura critica na fisiopatologia do TP
(Schenberg et al., 2001; Graeff, 2012 para reviséo). Por exemplo, a estimulagao
elétrica/quimica desta estrutura evoca respostas de fuga abruptas e vigorosas,
semelhantes aquelas produzidas durante um ataque predatério (Schenberg et al.,
2001). Da mesma forma descrita acima com a fuga no LTE, esta resposta de fuga
induzida pela estimulagdo da SCPD também é inibida pela administracdo crbnica,
mas ndo aguda, de drogas antidepressivas como a clomipramina e a fluoxetina
(Schenberg et al.,, 2001; Vargas e Schenberg, 2001). Outras investigagdes tém
demonstrado que o efeito anti-panico destas diferentes classes de drogas envolve a
facilitacdo da neurotransmissdo mediada por receptores 5-HT1a4 € 5-HT,4 na SCPD
(De Bortoli et al., 2006, 2008; Zangrossie Graeff, 2014; Zanoveli et al., 2005, 2007,
Zanoveli et al., 2010). Trabalhos mais recentes mostraram que a naloxona, um
antagonista opioide, foi capaz de inibir a acdo panicolitica da administracdo cronica
da fluoxetina, um ISRS, indicando a interacdo entre atividade serotonérgica e
opioidérgica na modulag&o do péanico (Roncon et al., 2012).

Finalizando, os resultados constatados na presente investigacdo precisam ser
compreendidos a partir do que se conhece sobre a agao dos opioides sobre os seus
receptores. Efeitos sobre a ansiedade e atividade motora observados neste estudo
ndo podem ser relacionados especificamente ao receptor K ou ao {, pois as regioes
que modulam os comportamentos defensivos apresentam os trés tipos de
receptores p K O (Colasanti et al., 2011; Feng et al.,, 2012; Lutz e Kieffer, 2013;

Mansour et al., 1988), e o perfil farmacoldgico da Buprenorfina permite sua atuacéao,
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tanto sobre receptores kK como sobre receptores p. Com base no que foi descrito, é
provavel que o efeito ansiolitico observado seja devido ao antagonismo da
Buprenorfina sobre receptores k e o efeito motor, tenha sido causado pelo agonismo
parcial exercido pela Buprenorfina sobre receptores p.

Em concluséo, a Buprenorfina nas doses e vias estudadas causou efeito
analgésico e desinibiu o comportamento de esquivas e o comportamento motor dos
ratos, mas nao afetou as fugas, o que indica seu envolvimento na modulagéo de
comportamentos defensivos apenas relacionados com a manifestagdo da ansiedade

generalizada e ndo do panico.
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