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RESUMO

Farmacos antidepressivos como os inibidores seletivos de recaptacdo de serotonina séo
utilizados no tratamento da ansiedade, panico e outros transtornos mentais. Os efeitos desejados
ocorrem somente apOs administracdo cronica, em torno de 3 a 4 semanas apds o inicio do
tratamento, com aumento dos sintomas de ansiedade no inicio da terapia farmacoldgica,
ocasionando a descontinuidade do uso desses farmacos. Além disso, ha relatos de resisténcia a
esse tipo de tratamento. Visando encontrar solugbes para tais problemas, fundamentados em
estudos que mostraram que mecanismos opioides favorecem a atividade inibitdria da serotonina
em neurdnios da Substancia Cinzenta Periaquedutal Dorsal que modulam a fuga/panico, o
presente estudo teve por objetivo investigar o efeito da Buprenorfina, um agonista parcial de
receptores p-opioide e antagonista de receptores k-opioide, como agente ansiolitico e anti-
panico, como também avaliar se o efeito ansiolitico e antipanico da Fluoxetina seriam
antecipados pela associagdo com a Buprenorfina. Foram realizados 3 experimentos utilizando
ratos machos Wistar com peso médio de 200g no inicio das sessGes experimentais: 1. Tratamento
agudo com Buprenorfina IP nas doses (0,015mg/Kg, 0,03mg/Kg e 0,3mg/Kg), tendo como
controle positivo o Alprazolam 1P (4mg/Kg); 2. Tratamento subcronico 3 dias com Buprenorfina
IP (0,3mg/Kg); 3. Tratamento agudo com Buprenorfina (0,3mg/Kg) - associado ao tratamento
subcrénico com Fluoxetina 3 dias IP (10mg/Kg). Apds os tratamentos, os animais foram
submetidos a avaliagdo comportamental no Labirinto em T Elevado (LTE) e, subsequentemente,
ao Campo Aberto e ao Teste de Transicdo Claro-Escuro. No experimento 1 o teste
comportamental foi repetido 24 horas apos a primeira avaliagdo comportamental. Os resultados
mostraram que a Buprenorfina nas doses maiores diminuiu a laténcia das esquivas, sem alteracdo
das fugas no LTE, diferentemente do que se constatou no tratamento agudo com o Alprazolam, o

qual diminuiu também as esquivas, mas aumentou a laténcia nas fugas, efeitos esses



interpretados respectivamente como, ansiolitico e panicolitico. Vinte e quatro horas depois ndo
se constatou mais efeito do Alprazolam, e o efeito da Buprenorfina sobre as esquivas so foi
identificado na maior dose e apenas na LB. Em nenhuma das duas situacGes houve aumento de
atividade motora. No teste de Transi¢cdo Claro-Escuro ndo se constatou efeito expressivo nas
condicdes estudadas, apenas possibilitou a escolha da maior dose para a continuidade do estudo,
ja que a intermediaria aumentou a atividade motora nesse teste 24h apOs a injecdo. A
Buprenorfina administrada subcronicamente também diminuiu as esquivas, sem afetar a laténcia
das fugas e o comportamento motor no campo aberto. Também néo se identificou alteracbes no
Teste de Transicdo Claro-escuro. A Buprenorfina antecipou o efeito ansiolitico da Fluoxetina,
sem afetar as respostas relacionadas com a manifestacdo do panico. Entretanto ndo houve
confirmagdo dos achados no outro teste de ansiedade. Conclui-se que a Buprenorfina,
administrada de forma aguda e subcronica, diminuiu os comportamentos defensivos relacionados
com a ansiedade generalizada, e antecipou o efeito ansiolitico da Fluoxetina, podendo se
constituir em uma opcéao relevante no tratamento dos transtornos de ansiedade na clinica, devido
a sua baixa capacidade de causar efeitos adversos e também diante da possibilidade de antecipar

os efeitos benéficos da fluoxetina, apenas com uma injegéo.

Palavras-chave: Buprenorfina. Fluoxetina. Labirinto em T Elevado. Receptores opioides.

Transtorno de Ansiedade Generalizada. Transtorno do Panico.
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in the manifestation of the defensive behaviors related to generalized anxiety and panic, in
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ABSTRACT

Antidepressant drugs such as selective serotonin reuptake inhibitors are used in the
treatment of anxiety, panic and other mental disorders. The desired effects occur only after
chronic administration, around 3 to 4 weeks after starting treatment, with increased anxiety
symptoms at the beginning of pharmacological therapy, causing the discontinuation of the use of
these drugs. In addition, there are reports of resistance to this type of treatment. Aiming to find
solutions for such problems, based on studies that showed that opioid mechanisms favor the
serotonin inhibitory activity in SCPD neurons that modulate scape/panic, the present study aimed
to investigate the effect of Buprenorphine, a partial agonist of p receptors-opioid and antagonist
K receptor-opioid as anxiolytic and anti-panic agents as well as assessing whether the anxiolytic
and antipanic effect of Fluoxetine would be antecipated by association with
Buprenorphine.Three experiments were performed using male Wistar rats weighing 200g at the
beginning of the experimental sessions: 1. Acute treatment with Buprenorphine IP at doses
(0,015mg/kg, 0,03mg /kg and 0,3mg/kg) or Alprazolan IP (4mg/kg); 2. Subchronic treatment 3
days with Buprenorphine IP (0,3mg/kg); 3. Acute treatment with Buprenorphine (0,3mg/kg) -
associated to the subchronic treatment with Fluoxetine 3 days IP (10mg/kg). After the
treatments, the animals were submitted to behavioral evaluation in the Elevated T Maze (ETM)
and subsequently to the Open Field and the Light-Dark Transition Test. In experiment 1 the
behavioral test was repeated 24 hours after the first behavioral evaluation. The results showed
that Buprenorphine in the larger doses decreased the manifestation of the avoidances, without
alterations of the scapes in the ETM, differently from what was observed in the acute treatment
with Alprazolan, which also reduced the avoidances, but increased the latency in the scapes,
results interpreted respectively as anxiolytic and panicolitic. Twenty-four hours later no effect of
Alprazolan was found, and the effect of Buprenorphine on the avoidance was only identified at
the highest dose and only at LB.There was no increase in motor activity in either of the two



situations. In the Light-Dark Transition Test, no significant effect was observed in the conditions
studied, it only allowed the choice of the highest dose for the continuity of the study, since the
intermediary increased the motor activity in this test 24 hours after the injection.Subchronic
administration of Buprenorphine also decreased the avoidances without affecting the scapes and
motor behavior in the open field. Also, no changes were identified in the Light-Dark Transition
Test. Buprenorphine antecipated the anxiolytic effect of Fluoxetine, without affecting the
responses related to the manifestation of panic. However, there was no confirmation of the
findings in the other anxiety test. It was concluded that acute and subchronic administration of
the Buprenorphine decreased the defensive behaviors related to generalized anxiety, and
antecipated the anxiolytic effect of Fluoxetine, which may constitute a relevant option in the
treatment of anxiety disorders in the clinic due to the its low ability to cause adverse effects and
also the possibility of anticipating the beneficial effects of Fluoxetine with an injection alone.

Keywords: Buprenorphine. Fluoxetine. Elevated T Maze. Opioid receptors. Generalized Anxiety

Disorder. Panic Disorder.



“Ndo é a for¢a, mas a constancia dos
bons resultados que conduz os homens a
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1. INTRODUCAO GERAL

O aumento dos transtornos mentais tem desafiado estudiosos da neurociéncia a buscar
novas alternativas profilaticas e terapéuticas. Dentre os transtornos, destaca-se no presente
trabalho, os transtornos de ansiedade.

A ansiedade patoldgica caracteriza-se por comprometer o desempenho dos individuos e
afetar o seu cotidiano (GRAEFF, 2012). Portanto, diferencia-se da ansiedade normal por surgir
de maneira inconveniente e ndo adaptativa, com sensacdo de perigo eminente sem que uma
ameaca real seja identificada, e, quando existente, é considerada como desproporcional
(GRAEFF, 2012).

O Transtorno de Ansiedade Generalizada (TAG) € caracterizado por preocupacoes
exacerbadas e persistentes, por um periodo de pelo menos seis meses, em conjunto com pelo
menos trés sintomas como, fadiga, inquietacdo, dificuldade de concentracdo, irritabilidade,
tensdo muscular ou perturbacdes no sono, atingindo adultos e interferindo no rendimento de suas
atividades cotidianas, ja em criancas prejudicam a capacidade de concentracdo pertinente a
cognicdo. O Transtorno do Panico (TP) relaciona-se a presenca de subitos ataques de panico e de
preocupacdes persistentes com as sensagdes provocadas pelo ataque anterior. As sensagdes de
panico conduzem a palpitacGes, arritmia, sudorese, tremor, falta de ar ou sufocamento, onda de
calor, parestesias, angustia, desconforto gastrico, tontura, vertigem, medo de perder o controle ou
enlouquecer e temor a morte (GRAEFF, 2012).

O tratamento dos transtornos de ansiedade tem sido feito tanto por meio de abordagens
psicoterapéuticas como também pelo uso de farmacos ansioliticos, mas também por drogas
antidepressivas como Antidepressivos Triciclicos (ADTs), Imipramina e Clormipramina, que
atuam através da recaptacdo de serotonina e noradrenalina, e os Inibidores Seletivos de
Receptacdo de Serotonina (ISRS) como Fluoxetina e o Escitalopram. No entanto, devido a um
menor potencial de gerar efeitos adversos, 0os ISRS sdo hoje considerados farmacos de primeira
escolha (BALDWIN et al., 2005).

Os benzodiazepinicos de alta poténcia tém sido prescritos concomitantemente aos ISRS,
no intuito de controlar os sintomas no primeiro estagio do tratamento com antidepressivos,

devido a acdo terapéutica dos (ISRS) que possui uma demora para instalacdo de seus efeitos
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benéficos, entre 3 a 4 semanas, €, ainda assim, alguns individuos sdo resistentes ao tratamento
(ARTIGAS et al., 1996; HOFFMAN; MATHEW, 2008).

Diante de tais constatacOes, muitos pesquisadores tém buscado novas estratégias
terapéuticas. Numa abordagem neurobioldgica torna-se imprescindivel identificar outros
sistemas de neurotransmissdo, neurotransmissores e receptores, que quando desequilibrados
podem favorecer a manifestacao dos transtornos de ansiedade.

Dentre as varias possibilidades, uma constatacdo clinica em especial chamou a atenc¢do: o
efeito benéfico da Buprenorfina no tratamento transtornos de humor em pacientes resistentes ao
tratamento com farmacos antidepressivos (BODKIN et al., 1995). Esse farmaco é um agonista
parcial p e antagonista k.

De particular interesse para o presente trabalho, tem sido demonstrado que opioides
enddgenos estdo envolvidos na modulacdo das reacBes aversivas relacionadas com o medo e
ansiedade (COIMBRA et al., 1996; COIMBRA; BRANDAO, 1997; COIMBRA et al., 2000).
Grande parte dos estudos realizados com este enfoque tém realizado suas analises ap0Os
manipulacfes farmacolédgicas na Substancia Cinzenta Periaquedutal Dorsal (SCPD). Nessa
regido mesencefalica, encontram-se localizados receptores opioides dos subtipos [, k e 3, porém
h& uma predominancia dos receptores W, cuja estimulacdo tem sido relacionada a ansidlise,
enguanto que a ativacdo dos receptores k tem sido atrelada a ansiogénese (MOTTA et al., 1995;
MORGAN et al., 1998).

No entanto, os farmacos até entdo testados, especialmente os agonistas p-opioides plenos
como a Morfina, sdo conhecidos por causarem efeitos adversos, em decorréncia do seu uso
continuo, dentre eles a euforia, a tolerancia e a dependéncia (THANAWALA et al., 2008; TIAN
et al., 2009; WHEELER-COWAN, 1991; PASTERNAK; PAN, 2013), o que contra indicaria 0
tratamento ou a associacdo com outras substancias na clinica. Considerando que agonistas
parciais p-opioides como a Buprenorfina, possuem carateristicas farmacoldgicas peculiares, com
alta afinidade e dissociacdo lenta desses receptores (LIKAR, 2006), este farmaco poderia se
constituir em uma expressiva alternativa farmacoldgica no tratamento dos transtornos de

ansiedade.
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1.1 Epidemiologia da ansiedade

Os transtornos mentais tém aumentado mundialmente e, segundo World Health
Organization (WHO, 2015), esses transtornos representam 30% das doencas nédo fatais que mais
atingem a populacdo nas Gltimas décadas. Dados estatisticos apontam um crescimento de 416
milhdes para 615 milhdes de pessoas acometidas, ou seja, um crescimento de 50%. Nessa
proporcao, 10% da populacdo mundial é acometida por tais transtornos.

Segundo a Organizacdo Mundial da Saide (OMS), em 2014, 33% da populacdo mundial
foi afetada por transtornos de ansiedade, estando o Brasil dentre os primeiros da lista nesse
contexto. Segundo o relatério da Sdo Paulo Megacity Mental Health Surve, em 2009 a populacao
metropolitana de Sao Paulo obteve destague no que tange aos transtornos mentais, sendo a
ansiedade apontada como o transtorno mais comum, associada a urbanizacdo com privagdes
sociais, os dados mostrados pelo relatério apontam que 19,9% das 5.037 pessoas pesquisadas
sofrem dessas perturbacgdes psiquicas com efeitos fisiologicos, na maioria das vezes ignorada por
muitos, sendo que esses efeitos em muitos casos se agravam desestabilizando a vida social e

econdmica dessas pessoas.

1.2 Neurobiologia da Ansiedade

Os transtornos de ansiedade possuem, em sua sintese, uma complexa interacdo entre
fatores genéticos, ambientais e socioculturais (GRAEFF, 1996).

A perspectiva biologica dos transtornos de ansiedade deriva da abordagem evolutiva
baseada na idéia da selecdo natural, elaborada por Charles Darwin, apresentada em seu livro “A
expressao das emocdes nos homens e animais”, publicado em 1872. O proprio Darwin destacou
o valor adaptativo das emocdes. De acordo com esta orientacdo tedrica, a ansiedade tem raizes
nas reacdes de defesa dos animais diante de situacOes de perigo comumente encontradas no
ambiente em que as espécies evoluiram (GRAEFF, 2012).

Pesquisas tém evidenciado que a manifestacdo da ansiedade se relaciona com o0s
mecanismos de defesa dos animais diante de estimulos ameacadores e situacdo de risco
(GRAEFF; HETEM, 2012).



20

Nesse contexto, o casal de pesquisadores Caroline e Robert Blanchard (BLANCHARD;
BLANCHARD, 1988; BLANCHARD et al., 1993, 2001) avaliou o comportamento de ratos
expondo-os a situagdes de perigo real, descritos como comportamento de avaliacdo de risco (risk
assessment behavior), caracterizando trés niveis de defesa: potencial, distal ou proximal.

« Perigo potencial: o animal investiga o ambiente para identificar o perigo desconhecido,
induzindo a comportamentos de esquiva, o qual se relaciona a emocao identificada como
ansiedade;

» Perigo distal: quando a ameaca é real o animal manifesta comportamentos de fuga,
manifestando comportamento de medo e, quando a fuga ndo é possivel, o animal
conduzido pela tensdo apresenta imobilidade, um estado de congelamento (freezing);

» Perigo proximal: o predador estad em contato com a presa, sendo assim, o0 animal reage
mediante a ameaca apresentando comportamento de luta/fuga, caracterizando
raiva/panico.

Ja se conhece que os sistemas cerebrais responsaveis por diferentes estratégias de defesa
sdo mediados por varios neurotransmissores que participam, em maior ou menor grau, da
modulacdo dos comportamentos defensivos (HANDLEY, 1994). Para Mongeau, Blier e De
Montigny (1997), dois sistemas, nor-adrenérgico e serotonérgico, estdo envolvidos na génese da
ansiedade.

Mais especificamente em relacdo ao sistema serotonérgico, Deakin e Graeff (1991)
propuseram que os transtornos de ansiedade possuem mais de um mecanismo de controle: 1. Via
serotonérgica prosencefalica do Nucleo Dorsal da Rafe (NDR) que se projeta para o Cortex Pré-
Frontal, Hipocampo, e Amigdala. Esta facilitaria a resposta a aproximacdo de uma ameaca, a um
perigo distal, provocando comportamentos como a esquiva inibitoria; 2. Via periventricular do
NDR, que se projeta para a Substancia Cinzenta Periaquedutal Dorsal (SCPd). Seria responsavel
pela génese/regulacdo de comportamentos defensivos expressos frente a ameacas proximas ou
imediatas, como por exemplo, o comportamento de fuga. 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 o transtorno de panico; 3. Projecoes
do Nucleo Mediano da Rafe (NMR) a receptores 5-HT1a localizados no Hipocampo estariam

relacionadas com a manifestacéo da ansiedade, mas especificamente do Transtorno de Ansiedade
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Generalizada (ANDRADE et al., 2013). Esta via foi apontada por Gray e McNaughton (2000)
como fundamental na compreensao dos processos de inibicdo comportamental. A ativacdo desse
sistema por sinais condicionados de puni¢do ou frustracdo, estimulos ameacadores ou situacoes
de novidade provoca inibicdo do comportamento. O animal aumenta sua vigilancia e sua

atencdo, gerando comportamentos associados a ansiedade (GRAEFF, 2012).

1.3 O Labirinto em T Elevado: um modelo de avaliacio experimental de ansiedade

A maioria dos testes comportamentais utilizados com o objetivo de avaliar a ansiedade
sdo abrangentes e ndo discriminam subtipos de ansiedade. Fundamentados nos pressupostos
acima descritos, um grupo de pesquisadores idealizou o modelo animal de avaliagdo de
ansiedade denominado Labirinto em T elevado - LTE (GRAEFF et al., 1993; 1996; 1998;
VIANA et al., 1994; ZANGROSSI; GRAEFF,1997). O Labirinto em T Elevado foi desenvolvido
para testar a hipOtese que a serotonina tem um papel dual na regulacdo de comportamentos de
defesa associados com comportamentos de ansiedade e do panico. O LTE é derivado do aparato
experimental Labirinto em Cruz elevado - LCE (PELLOW et al., 1985). E constituido por trés
bracos em forma de T, de mesmas dimensées, sendo um braco fechado e dois abertos, a uma
altura de 50 cm do chdo. O bracgo fechado dispde de paredes laterais de madeira, perpendicular
aos bracos abertos. Para a avaliagdo comportamental o animal é colocado no final do brago
fechado durante trés vezes consecutivas e aguarda-se o tempo em segundos que o animal leva
para sair deste compartimento, um comportamento defensivo chamado esquiva inibitoria. Na
sequéncia, o animal é colocado na extremidade do braco aberto, por trés vezes consecutivas,
mensurando o tempo que o animal leva para se deslocar deste bragco para o centro do aparato,
comportamento este denominado fuga.

A validacdo farmacoldgica deste teste é amplamente e significativamente suportada,
demonstrando claramente que as esquivas estdo relacionadas com o Transtorno de Ansiedade
Generalizada e as fugas relacionadas com o Transtorno do Panico (ZANGROSSI; GRAEFF,
2014).
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Figura 1- Labirinto em T Elevado (LTE): um modelo animal que discrimina dois subtipos de
ansiedade — Transtorno de Ansiedade Generalizada e Transtorno do Péanico.Fonte:
ZANGROSSI; GRAEFF (2014).

1.4 Psicofarmacologia da ansiedade

Historicamente, substancias que agem no SNC, denominadas farmacos psicoativos,
comecaram a ser descobertas por Henri Laborit (1940), que percebeu o efeito tranquilizante de
substancias anti-histaminicas. Em meados de 1949, John Cade, descobriu que o Litio poderia ser
utilizado para o tratamento de mania e depressdo. Os tratamentos psicofarmacol6gicos a
principio, foram conduzidos com a administracdo de sedativos como hidratos de cloral, brometos
(brometo de sodio), possuindo alta atividade toxica. Esses tratamentos foram aplicadosem
pacientes neurologicamente excitados. Pacientes neurologicamente deprimidos foram tratados
com estimulantes como a cafeina e anfetaminas.

Os Barbitdricos foram inseridos no inicio do século XX, evoluindo para derivados de
alcaloides (Rauwolfia serpentina) como a Reserpina. Posteriormente substituidos pelos
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antidepressivos triciclicos (ADTs) como a Clorpromazina, e inibidores das monoaminaoxidase
(IMAO). Na sequéncia foram introduzidos os Neurolépticos e Benzodiazepinicos (BZDs) -
(Clordiazepoxido), com expressiva ampliagdo no desenvolvimento de novas classes de BZDs.
No entanto, dentre os seus efeitos colaterais, a dependéncia e abuso levaram os pesquisadores a
procura de novos compostos.

Os farmacos antidepressivos passaram também a ganhar énfase nos tratamentos dos
transtornos de ansiedade. A Buspirona, agonista dos receptores 5SHT1a, destacou-se inicialmente
por ndo causar dependéncia, efeitos sedativos e hipnoticos. Os antidepressivos de nova geracao,
Inibidores Seletivos da Recaptacdo de Serotonina (ISRS) foram introduzidos na década de
oitenta causando uma revolucdo nos tratamentos relacionados aos Transtornos de Ansiedade e
nos disturbios de depressdo. O primeiro a ser introduzido foi a Fluoxetina, sendo largamente
administrada até os dias atuais. Outros ISRS foram introduzidos no mercado, tais como, o
Citalopram, a Fluvoxamina, a Paroxetina, a Sertralina e o Escitalopram, com maior eficécia,
tolerancia e seguranca diante de significativa diminuicdo dos efeitos colaterais (BRANDAO;
GRAEFF, 2014; GABBARD, 2009; GRAEFF; GUIMARAES, 2012; KAPLAN; SADOCK;
GREBB, 1997; RAVINDRAN; STEIN, 2010).

No entanto, um dos grandes problemas dos ISRS é a demora para instalacdo dos seus
efeitos benéficos, sendo que muitas vezes no periodo inicial de tratamento se constata até mesmo
uma potencializacdo dos sintomas aversivos da ansiedade e do panico (BARBUI et al., 2007).
Visando minimizar este quadro, muitos clinicos associam os ISRS aos BZDs para obtencgdo de
resultados imediatos, especialmente nos estagios criticos dessas patologias. Entretanto, o uso de
BDZs pode induzir a dependéncia farmacoldgica e psiquica. Ainda assim, existem muitos casos
relatados de resisténcia farmacoldgica com relacdo a sua eficacia (MITTE et al., 2005;
RAVINDRAN; STEIN, 2010).

Tem sido demonstrado experimentalmente que na condicdo pré tratamento com ISRS, o0s
neurotransmissores sao liberados em niveis baixos, exercendo pouca atividade dos receptores

pos-sinapticos (baixa sinalizagdo), como demonstra a Figura 2 (NADAL-VICENS et al., 2009).
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Figura 2 — Mecanismo da neurotransmissao serotoninérgica e nor-adrenérgica central antes do

tratamento.Fonte: NADAL-VICENS et al., 2009.

A administracdo aguda de farmacos antidepressivos resulta em liberacdo aumentada de

neurotransmissores e/ou aumento da duracdo da acdo dos neurotransmissores na fenda sinaptica.

Ambos os efeitos produzem aumento da estimulacdo dos auto-receptores inibitorios, com

inibicdo aumentada da sintese de neurotransmissores e da exocitose. O efeito final consiste em

reduzir o efeito inicial da medicacdo e a atividade dos receptores pds-sinapticos permanece em

niveis de pré-tratamento, como observado na Figura 3.
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Figura 3 - Mecanismo da neurotransmissdo serotoninérgica e nor-adrenérgica central em

decorréncia do tratamento agudo. Fonte: NADAL-VICENS et al., 2009.
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A administracdo cronica de farmacos antidepressivos resulta em dessensibilizacdo dos
auto-receptores pré-sinapticos, como consequéncia, ocorre reducdo na inibicdo da sintese de
neurotransmissor e da exocitose, conforme ilustrado na Figura 4. O efeito final consiste em

aumento de atividade dos receptores pds-sinapticos, levando a um efeito terapéutico.

° [ ]
.
@*. PO =
L)
A ] -.\§ i
0./ e o Nivel terapéutico
® ] de sinalizagao
o
o -
oE
[ ]

§ l\ .
% ATC ouISRS

Figura 4 - Mecanismo da neurotransmissdo serotoninérgica e nor-adrenérgica central em
decorréncia do tratamento cronico. Fonte: NADAL-VICENS et al., 2009.

1.5 O sistema opioidérgico e serotonérgico e suas possiveis interacoes

O sistema opioidérgico possui um papel de extrema importancia na modulacdo e
transmissdo da dor. Receptores opioidérgicos encontram-se em Orgaos periféricos como coracao,
pulmao e sistema digestorio e no sistema nervoso central.

Agonistas opioides puros (Morfina, Dimorfina, Petidina, Fentanil) apresentam alta
afinidade aos receptores opioides. Agonistas parciais (Buprenorfina, Pentazocina), ao ligarem-se
em receptores opioides, produzem efeito submaximo quando comparados aos agonistas puros.
Antagonistas opioides (Naloxone, Naltrexone) possuem afinidade a esses receptores.

De acordo com a Unido Internacional de Farmacologia (International Union of
Pharmachologists- IUPHAR), como pode ser observado na Tabela 1, os receptores opioides sdo

classificados como:

* MOP (receptor peptidico - opioide p)
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» KOP (receptor peptidico - opioide kappa)

* DOP (receptor peptidico - opioide delta)
* NOP (receptor peptidico - FQ de nociceptinasorfanina)

Tabela 1 - Opioides e sua seletividade por diferentes receptores opioides

TIPOS DE RECEPTORES
op KOP DOP NOP

OPIOIDE
Enddgeno
Beta-endorfina
Encefalina
Dinorfina A & B
Nociceptina/orfanina FQ
Drogas Clinicas
Agonistas
Morfina
Petidina
Diamorfina
Fentanil
Agonistas parciais
Buprenorfina
Pentazocina
Antagonistas
Naloxone + -
Naltrexone + -

+ = baixa afinidade: ++ = afinidade moderada; +++ = alta afinidade; - = auséncia de afinidade
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Os neurotransmissores opioides sdo classificados como neuropeptidios endogenos,
divididos em trés classes: Encefalinas, Dinorfinas e p- endorfinas, atuando no sistema nervoso
central e em tecidos periféricos, sobre receptores acoplados a proteina G.

Mediante a ativacdo dessa proteina ocorre uma cascata de eventos: fechamento de canais
de célcio voltagem dependentes, reducdo na producdo de Monofosfato de Adenosina ciclico
(AMPc) e estimulo ao efluxo de potéssio resultando em hiperpolarizagdo celular, causando
reducdo da excitabilidade neuronal e reducdo da neurotransmissdo de impulsos nociceptivos. A
proteina G é denotada portrés subunidades: alfa, beta e gama. A subunidade interage com canais
de célcio e potassio e com a adenilciclase, diminuindo o AMPc, causando diminui¢do da

excitabilidade neuronal, conforme ilustrado na Figura 5.
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Figura 5 — Eventos moleculares a partir da acdo de opioides sobre a proteina G.
Fonte: University Departament of Cardiovascular Sciences (PHARMACOLOGY AND
THERAPEUTICS GROUP, 2014).

Tem sido descrito que 0s receptores opioides enddgenos estdo envolvidos na modulagdo
das reacdes aversivas moduladas pela SCPD (COIMBRA et al., 1996; COIMBRA; BRANDAO,
1997; COIMBRA et al., 2000). Nessa regido mesencefalica, estdo localizados os receptores
opioides dos subtipos u, k e 3, porém ha uma predominancia dos receptores L, cuja estimulacéo
leva a efeitos ansioliticos, enquanto que a ativacdo dos receptores k causa o efeito oposto
(MOTTA et al., 1995; MORGAN et al., 1998).

Por exemplo, a administragdo intra-SCPD de baixas doses de morfina em ratos
submetidos ao teste do Labirinto em Cruz Elevado (LCE) causa efeito ansiolitico, que €
bloqueado pelo pré-tratamento sistémico com a Naltrexona (ANSELONI et al., 1999) ou com a
Naloxona (MOTTA; BRANDAO, 1993), ambos antagonistas inespecificos de receptores
opioides. Efeito ansiolitico também é observado em ratos tratados localmente com o agonista

seletivo de receptores p-opioides, DAMGO, sendo que o pré-tratamento intraperitoneal com
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Naltrexona inibe esse efeito (MOTTA; PENHA; BRANDAO, 1995). No mesmo modelo
experimental, a microinje¢do na SCPD do agonista seletivo k U-50488-H (MOTTA; PENHA;
BRANDAO, 1995), ou de altas doses de morfina (ANSELONI et al., 1999;: MOTTA,
BRANDAO, 1993; NOBRE et al., 2000) desencadeia efeito ansiogénico, que s&o inibidos pela
administracao sistémica de nor-BNI, um antagonista preferencial para receptores kK (ANSELONI
etal., 1999; MOTTA; PENHA; BRANDAO, 1995; NOBRE et al., 2000).

Na sequéncia desses estudos, Roncon e colaboradores (2013) mostraram que a
microinjecdo intra-SCPD de morfina causa efeito panicolitico no teste do LTE, que é blogueado
pelo pré-tratamento local com a naloxona ou com o antagonista de receptores 5-HTia WAY-
100635, mostrando haver uma interacdo entre as neurotransmissdes serotonérgica e opioidérgica
na SCPD. No mesmo sentido, foi mostrado ainda que o pré tratamento com naloxona bloqueia o
efeito panicolitico promovido pelo agonista de receptores 5-HTia 8-OH-DPAT, ambos
microinjetados intra-SCPD.

Ainda assim, procurando-se avaliar quais subtipos de receptores opioides estariam
envolvidos nesses efeitos, Roncon e colaboradores (2013) mostraram que o pré-tratamento com
0 antagonista seletivo de receptores p-opioide CTOP bloqueia o efeito anti-fuga do agonista de
receptores 5-HT1a, 8-OH-DPAT, quando microinjetados intra-SCPD. Complementarmente,
constatou-se que o tratamento combinado de doses sub-eficazes do agonista seletivo de
receptores p-opioides DAMGO e de 8-OH-DPAT também causa efeito do tipo panicolitico no
LTE.

Os achados de que receptores 5-HT:a e p-opioide interagem de forma sinérgica sao
sustentados por evidéncias eletrofisioldgicas obtidas previamente na Substancia Cinzenta
Periaquedutal Ventral (SCPV). Kishimoto e colaboradores (2001) mostraram que a ativagéo de
receptores 5-HT1a € p-opioides inibem sinergicamente a liberacdo de GABA nesta estrutura,
sendo este 0 mecanismo postulado como responsavel pelo controle da dor exercido por essa
regido. Em adigdo, lesbes em neurdnios serotonérgicos reduzem o binding do agonista seletivo
de p-opioide, DAMGO, a receptores p-opioide na SCPD, mas ndo afetam o binding do agonista
seletivo de receptores 6-opioides, o [3H]DPDPE (ALLEN et al., 1993). Fundamentando essas
informacdes, Cussac et al. (2012) mostraram, em estudo in-vitro na SCP, que receptores 5-HT1a
e p-opioides podem formar heterodimeros, isto é, formam complexos contendo os dois

receptores, podendo funcionar assim de maneira interdependente.
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Partindo do pressuposto de que existe uma interacdo entre sistema serotonérgico e
opioidérgico, prople-se a associacdo de um farmaco da classe dos opioides com os ISRS para
abreviar os efeitos tardios ja mencionados acima no texto e para conter a exacerbacao
sintomatica dos transtornos de ansiedade no inicio do tratamento.

O opioide de interesse nesse trabalho é a Buprenorfina, derivado da tebaina, alcaldide
extraido da Papaver somniferum (Papoula). E um agonista parcial p devido a sua alta afinidade
com esses receptores, no entanto, possui atividade intrinseca baixa. Possui caracteristicas de
antagonista K, ndo apresentando afinidade por receptores .

A forma farmacéutica da Buprenorfina no Brasil € encontrada em adesivos transdérmicos
de nome comercial Restiva, de 5mg, que libera 5 microgramas/hora de Buprenorfina; 10mg, que
libera 10 microgramas/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 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). A medicagdo
é controlada e vendida por prescricdo médica através de receita Al para prescricdo de
entorpecentes e psicotropicos.

A Buprenorfina se apresenta mais potente que a morfina, a dose de 0,4mg tem
equivaléncia analgésica a 10mg de morfina (GLOVER; DAVIS, 2008). O pico de concentracao
sanguinea para administracdo oral da Buprenorfina é de 1 a 2 horas, e para a administracdo
intramuscular (IM) ou intravenosa (IV) é de 5 minutos e o tempo de meia-vida da dissociacao
desse opioide é de 166 minutos, 0 que sugere que seus niveis plasmaticos ndo acompanham as
manifestacdes fisiologicas. A meia-vida plasmética é de aproximadamente 3 horas e isso ndo
guarda relacdo com o desaparecimento dos efeitos. Esse farmaco é metabolizado pela CYP3A4
no figado para nor-Buprenorfina metabdlito da Buprenorfina, que pode exercer acéo
farmacologica de analgesia minima (LIKAR, 2006). Seus metabolitos sdo excretados na urina e
nas fezes. O aparecimento de sintomas minimos de abstinéncia quando surgem, sdo tardios, nao
sdo tdo graves e desaparecem em 1 a 2 semanas (BRUNTON; CHARNER; KNOLLMANN,
2012; RANG; DALE, 2004).
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Os efeitos ansiolitico e antidepressivo sao atribuidos ao antagonismo k, ¢ os efeito
analgésico mediado pela ativacdo dos receptores u (GLOVER; DAVIS, 2008; KARP et al.,
2014; LIKAR, 2006; VIRK et al., 2009; YAMAMOTO; SHONO; TANABI, 2006).

O efeito teto da Buprenorfina esta associado a uma curva dose-resposta em forma de sino,
sendo as doses seguras, evitando efeitos colaterais como depressdo respiratdria, proporcionando
seguranca no tratamento de abuso de drogas (LIKAR 2006).

A Buprenorfina inibe a dessensibilizacdo dos receptores opioides, devido a uma lenta
cinética de associacdo e dissociacdo do receptor o que impede a tolerdncia comum aos
opioides.O fato de ser um agonista parcial, impossibilita a ocorréncia de disforia. Essas
caracteristicas Unicas da Buprenorfina distinguem-na de outros opioides, sendo relevante para a
pratica clinica (LIKAR, 2006).

De acordo com Glover e Davis (2008), tanto a morfina quanto a Buprenorfina foram
capazes de diminuir a expressao do sobressalto potencializado pelo medo, em ratos, sendo que a
Buprenorfina foi 40 vezes mais potente que a morfina. Falcon e colaboradores (2015)
evidenciaram efeito ansiolitico e antidepressivo resultante do tratamento agudo com
Buprenorfina por via intraperitoneal, tanto 30 minutos apds as inje¢des, como também 24 horas
depois. No entanto, 24 horas depois ndao houve aumento de atividade motora, como 0 que se
constatou na avaliacdo imediata. 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, cujos sujeitos foram tratados com placebo.

Com base em tais descri¢fes cabe perguntar: serd que a Buprenorfina afeta as respostas
comportamentais relacionadas com a manifestacdo de diferentes subtipos de ansiedade? Sera
que a Buprenorfina associada a Fluoxetina podera antecipar os efeitos ansioliticos e panicoliticos
deste ISRS?

Fundamentados em estudos que mostraram que mecanismos opioides favorecem a
atividade inibitdria da serotonina em neurbnios da SCPD que modulam a fuga/panico descritos
nesta introducéo, possivelmente por meio da formacédo de heterodimeros entre receptores 5-HT1a
e u-opioide, o presente estudo apresenta a hipotese que a Buprenorfina, um agonista parcial de
receptores p-opioide e antagonista de receptores k-opioide, poderia se constituir em um agente

ansiolitico e panicolitico. Além disso, propBe hipoteticamente que a Buprenorfina, quando



31

associada a um antidepressivo ISRS, que normalmente s6 ocasiona na clinica efeitos ansiolitico e
anti-panico apos 21 dias de tratamento, anteciparia tais efeitos.

Assim, visando testar a hipotese acima explicitada, o objetivo desta pesquisa foi avaliar o
efeito da Buprenorfina, associada ou ndo ao tratamento subcronico com Fluoxetina, sobre
respostas comportamentais de esquivas e fugas de ratos no LTE, que correspondem,
respectivamente, a manifestacao da ansiedade generalizada e do panico.

Sequencialmente sera apresentado um artigo contendo a analise dos resultados de trés

experimentos realizados com esta finalidade.
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HIGHLIGHTS

Inibidores Seletivos de Recaptacdo de Serotonina (ISRS) s&o utilizados no tratamento da
ansiedade.

Os efeitos desejados do ISRS ocorrem somente apds administracdo crénica.

Existe aumento dos sintomas de ansiedade no inicio da terapia farmacologica com ISRS.

A Buprenorfina causou efeito ansiolitico, mas ndo afetou respostas relacionadas ao panico.

A Buprenorfina antecipou o efeito ansiolitico da Fluoxetina, mas néo o panicolitico.
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RESUMO

Farmacos antidepressivos como os inibidores seletivos de recaptacdo de serotonina séo
utilizados no tratamento da ansiedade, panico e outros transtornos mentais. Os efeitos desejados
ocorrem somente ap0s administracdo crbnica, em torno de 3 a 4 semanas ap0s 0 inicio do
tratamento, com aumento dos sintomas de ansiedade no inicio da terapia farmacologica,
ocasionando a descontinuidade do uso desses farmacos. Além disso, ha relatos de resisténcia a
esse tipo de tratamento. Visando encontrar solugfes para tais problemas, fundamentados em
estudos que mostraram que mecanismos opioides favorecem a atividade inibitdéria da serotonina
em neur6nios da Substancia Cinzenta Periaquedutal Dorsal que modulam a fuga/panico, o
presente estudo teve por objetivo investigar o efeito da Buprenorfina, um agonista parcial de
receptores p-opioide e antagonista de receptores k-opioide, como agente ansiolitico e anti-
panico, como também avaliar se o efeito ansiolitico e antipanico da Fluoxetina seriam
antecipados pela associacdo com a Buprenorfina. Foram realizados 3 experimentos utilizando
ratos machos Wistar com peso médio de 200g no inicio das sessGes experimentais: 1. Tratamento
agudo com Buprenorfina IP nas doses (0,015mg/Kg, 0,03mg/Kg e 0,3mg/Kg), tendo como
controle positivo o Alprazolam 1P (4mg/Kg); 2. Tratamento subcronico 3 dias com Buprenorfina
IP (0,3mg/Kg); 3. Tratamento agudo com Buprenorfina (0,3mg/Kg) - associado ao tratamento
subcrénico com Fluoxetina 3 dias IP (10mg/Kg). Apds os tratamentos, os animais foram
submetidos a avaliagdo comportamental no Labirinto em T Elevado (LTE) e, subsequentemente,
ao Campo Aberto e ao Teste de Transicdo Claro-Escuro. No experimento 1 o teste
comportamental foi repetido 24 horas ap6s a primeira avaliacdo comportamental. Os resultados
mostraram que a Buprenorfina nas doses maiores diminuiu a laténcia das esquivas, sem alteracao
das fugas no LTE, diferentemente do que se constatou no tratamento agudo com o Alprazolam, o
qual diminuiu também as esquivas, mas aumentou a laténcia nas fugas, efeitos esses
interpretados respectivamente como, ansiolitico e panicolitico. Vinte e quatro horas depois ndo
se constatou mais efeito do Alprazolam, e o efeito da Buprenorfina sobre as esquivas sO foi
identificado na maior dose e apenas na LB. Em nenhuma das duas situa¢Ges houve aumento de
atividade motora. No teste de Transi¢cdo Claro-Escuro ndo se constatou efeito expressivo nas
condicdes estudadas, apenas possibilitou a escolha da maior dose para a continuidade do estudo,

ja que a intermedidria aumentou a atividade motora nesse teste 24h apds a injecdo. A
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Buprenorfina administrada subcronicamente também diminuiu as esquivas, sem afetar a laténcia
das fugas e o comportamento motor no campo aberto. Também ndo se identificou alteracdes no
Teste de Transicdo Claro-escuro. A Buprenorfina antecipou o efeito ansiolitico da Fluoxetina,
sem afetar as respostas relacionadas com a manifestacdo do panico. Entretanto ndo houve
confirmacdo dos achados no outro teste de ansiedade. Conclui-se que a Buprenorfina,
administrada de forma aguda e subcronica, diminuiu os comportamentos defensivos relacionados
com a ansiedade generalizada, e antecipou o efeito ansiolitico da Fluoxetina, podendo se
constituir em uma opcao relevante no tratamento dos transtornos de ansiedade na clinica, devido
a sua baixa capacidade de causar efeitos adversos e também diante da possibilidade de antecipar

os efeitos benéficos da fluoxetina, apenas com uma injecao.

Palavras-chave: Buprenorfina. Fluoxetina. Labirinto em T Elevado. Receptores opioides.
Transtorno de Ansiedade Generalizada. Transtorno do Panico.
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1. Introducéo

Farmacos antidepressivos tais como os Inibidores Seletivos da Recaptacdo de Serotonina
(ISRS) sédo atualmente considerados farmacos de primeira escolha no tratamento da ansiedade e
da depressdo, por exercerem um menor potencial de gerar efeitos adversos (Baldwin et al.,
2005).

No entanto, no primeiro estagio do tratamento, esses farmacos apresentam limitagdes no
seu uso: os efeitos desejados ocorrem somente apds um periodo de 3 a 4 semanas do inicio do
tratamento, com aumento dos sintomas de ansiedade na primeira fase da terapia farmacologica.
No intuito de controlar os sintomas evidenciados no periodo inicial do tratamento, farmacos
BDZs de alta poténcia sdo prescritos concomitantemente com essa classe de antidepressivos, mas
0s mesmos podem causar efeitos colaterais, dependéncia e abuso (Artigas et al., 1996; Hoffman
e Mathew, 2008). Diante de tais constatacGes muitos pesquisadores tém buscado novas
estratégias terapéuticas.

Dentre as varias possibilidades, uma constatacdo clinica em especial chamou a atenc¢do: o
efeito benéfico da Buprenorfina no tratamento dos transtornos de humor em pacientes resistentes
ao tratamento com farmacos antidepressivos (Bodkin et al., 1995). A Buprenorfina, farmaco de
grande potencial analgésico (Feng et al., 2012; Glover e Davis, 2008; Virk et al., 2009) € um
agonista parcial p-opioide e antagonista de receptores k-opioide e tem sido muito utilizado no
tratamento da dependéncia a opiaceos (Thanawala et al., 2008; Tian et al., 2009).

Tem sido descrito que a ativagdo de receptores K esta relacionada com a manifestacdo de
comportamentos defensivos atrelados ao aumentando da ansiedade, e que o efeito ansiolitico
constatado pelo uso da Buprenorfina seria explicado farmacologicamente por seu papel como
antagonista de tal receptor (Falcon et al., 2015; Feng et al., 2012). A Buprenorfina entdo, teria
supremacia em relacdo aos farmacos até entdo testados, especialmente os agonistas p-opioides
plenos como a Morfina, que sdo conhecidos por causarem efeitos adversos, em decorréncia do
seu uso continuo, dentre eles a euforia, a tolerancia e a dependéncia (Thanawala et al., 2008;
Tian et al., 2009; Wheeler-Cowan, 1991; Pasternak; Pan, 2013), o que contraindicaria 0
tratamento ou a associagdo com outras substancias na clinica. Considerando que agonistas
parciais p-opioides como a Buprenorfina, possuem carateristicas farmacologicas peculiares, com

alta afinidade e dissociacdo lenta desses receptores (Likar, 2006), este farmaco de fato poderia se
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constituir em uma expressiva alternativa farmacologica no tratamento dos transtornos de
ansiedade.

Fundamentando esta alternativa, tem sido demonstrado que opioides enddgenos estéo
envolvidos na modulagéo das reacdes aversivas relacionadas com o medo e ansiedade (Coimbra
et al., 1996; Coimbra; Branddo, 1997; Coimbra et al., 2000). Grande parte dos estudos realizados
com este enfoque tém realizado suas analises apds manipulac6es farmacoldgicas na Substancia
Cinzenta Periaquedutal Dorsal (SCPD). Nessa regido mesencefélica, encontram-se localizados
receptores opioides dos subtipos W, k e 8, porém h& uma predominancia dos receptores W, cuja
estimulacao tem sido relacionada a ansidlise, enquanto que a ativacéo dos receptores k tem sido
atrelada a ansiogénese (Motta et al., 1995; Morgan et al., 1998).

Pesquisadores tém demonstrado que a administracdo de baixas doses de morfina na
SCPD de ratos submetidos a testes comportamentais no LCE causa efeito ansiolitico,
posteriormente bloqueado pelo pré-tratamento com sistémico com a Naltrexona (Anseloni et al.,
1999) ou com a Naloxona (Motta; Brandao, 1993).

Na sequéncia desses estudos, Roncon e colaboradores (2013) mostraram que a
microinjecdo intra-SCPD de morfina causa efeito panicolitico no teste do LTE, que é blogueado
pelo pré-tratamento local com a naloxona ou com o antagonista de receptores 5-HTia WAY-
100635, mostrando haver uma interacdo entre as neurotransmissdes serotonérgica e opioidérgica
na SCPD. No mesmo sentido, foi mostrado ainda que o pré tratamento com naloxona bloqueia o
efeito  panicolitico promovido pelo agonista de receptores 5-HTia, 8-OH-DPAT, ambos
microinjetados intra-SCPD.

Ainda assim, procurando-se avaliar quais subtipos de receptores opioides estariam
envolvidos nesses efeitos, Roncon e colaboradores (2013) mostraram que o pré-tratamento com
0 antagonista seletivo de receptores p-opioide CTOP bloqueia o efeito anti-fuga do agonista de
receptores 5-HT1a, 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-DPAT também causa efeito do tipo panicolitico no LTE.

Os achados de que receptores 5-HT:a e p-opioide interagem de forma sinérgica séo
sustentados por evidéncias eletrofisioldgicas obtidas previamente na Substancia Cinzenta
Periaquedutal Ventral. Kishimoto e colaboradores (2001) mostraram que a ativagéo de receptores

5-HT1a e p-opioides inibem sinergicamente a liberacdo de GABA nesta estrutura, sendo este o
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mecanismo postulado como responsavel pelo controle da dor exercido por essa regido. Em
adicdo, lesdes em neurdnios serotonérgicos reduzem o binding do agonista seletivo de p-opioide,
DAMGO, a receptores p-opioide na Substancia Cinzenta Periaquedutal, mas ndo afetam o
binding do agonista seletivo de receptores &-opioides, o [3H]DPDPE (Allen et al., 1993).
Complementando essas informacdes, e justificando a importancia de estudos animais explorando
a interacdo entre opioides e 5-HT como nova estratégia para o tratamento da ansiedade, Cussac
et al. (2012) mostraram, em estudo in-vitro na SCP, que receptores 5-HT1a e p- opioides podem
formar heterodimeros, isto é, formam complexos contendo os dois receptores, podendo funcionar
assim de maneira interdependente.

Partindo do pressuposto de que existe interacdo entre sistema serotonérgico e
opioidérgico, propde-se a associacdo de um farmaco da classe dos opioides com os ISRS para
abreviar os efeitos tardios acima mencionados e para conter a exacerbacdo sintomética dos
transtornos de ansiedade.

Com base em tais descri¢fes cabe perguntar: serd que a Buprenorfina afeta as respostas
comportamentais relacionadas com a manifestacdo de diferentes subtipos de ansiedade? Sera
que a Buprenorfina associada a Fluoxetina podera antecipar os efeitos ansioliticos e panicoliticos
deste ISRS?

Fundamentados em estudos que mostraram que mecanismos opioides favorecem a
atividade inibitoria da serotonina em neurdnios da SCPD que modulam a fuga/panico, descritos
nesta introducdo, o presente estudo apresenta a hip6tese que a Buprenorfina, um agonista parcial
de receptores p-opioide e antagonista de receptores k-opioide, poderia se constituir em um
agente ansiolitico e panicolitico. Além disso, propde hipoteticamente que a Buprenorfina,
quando associada a um antidepressivo inibidor da recaptacdo da serotonina, que normalmente s6
ocasiona na clinica efeitos anti-ansiedade e anti-panico apds 21 dias de tratamento, anteciparia
tais efeitos.

Assim, visando testar a hipotese acima explicitada, o objetivo desta pesquisa foi avaliar o
efeito da Buprenorfina, associada ou ndo ao tratamento subcronico com Fluoxetina, sobre
respostas comportamentais de esquivas e fugas de ratos no Labirinto em T Elevado, que

correspondem, respectivamente, @ manifestacdo da ansiedade generalizada e do panico.
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2 Materiais e Métodos

2.1 Animais

O estudo foi desenvolvido no Laboratdrio de Fisiologia do Departamento de Ciéncias
Biologicas, na Faculdade de Ciéncias e Letras da UNESP, Campus de Assis.

Foram utilizados Ratos machos Wistar, obtidos do Biotério Central da UNESP-Botucatu,
pesando 200-250g no inicio das sessbes experimentais. Os animais foram alojados em caixas de
polipropileno (32x38x18 cm) forradas com maravalha (cinco ratos por caixa), recebendo agua e
comida ad libitum, exceto durante as avaliacGes. As caixas ficaram alocadas no biotério de
machos do Laboratério de Fisiologia, que possui temperatura constante (aproximadamente 21°C
+ 22°C) e iluminag&o controlada por timer, com intensidade de 50 lux no centro da sala (as luzes
foram acesas diariamente as 7h00 e apagadas as 19h00). Apds a chegada dos animais e
agrupamento dos mesmos, estes permaneceram em ambienta¢do no biotério por um periodo
minimo de uma semana. Foram submetidos a manipulagdo somente para limpeza e
reabastecimento de agua e comida trés vezes por semana. Todos os procedimentos foram
conduzidos de acordo com as normas da Sociedade Brasileira de Neurociéncia e Comportamento
visando minimizar o sofrimento animal. O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da Faculdade de Ciéncias e Letras da UNESP Assis (Registro 003/2015)
(Anexo 11).

2.2 Drogas

Foi utilizada a Buprenorfina, um agonista parcial de receptores p-opioides e antagonista
K-opioides, 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 oOrgéo pela Portaria/SVS n° 344
(Brasil, 1998).
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Esta medicacéo € controlada e vendida por prescricdo médica atraves de receita especifica
para entorpecentes e psicotrépicos, de acordo com a legislacdo descrita na Portaria/SVS n° 344
(Brasil, 1998), sendo assim, adotou-se o procedimento de extracdo do farmaco do adesivo para
administracdo por via intraperitoneal (IP).

Para extracdo do farmaco 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 pléstico, com &gua destilada estéril, no volume de 30ml para cada
10mg. Esse recipiente foi fechado com papel filme plastico e aluminio, e colocado em banho-
maria por 27 horas a uma temperatura de 37C°a 40°C. Em seguida os adesivos foram colocados
na borda do Becker por 5 minutos para escorrer todo o liquido do mesmo sequencialmente foi
armazenado em geladeira coberto com filme plastico e papel aluminio ao abrigo da luz

Foram utilizados os farmacos: Alprazolam 4mg/Kg, (Sigma- USA), e a Fluoxetina

10mg/Kg (Sigma- USA) dissolvidos em solucdo salina contendo 2% de Tween 80..

2.3 Testes comportamentais

Os testes foram realizados em sala exclusiva para avaliagdo comportamental do
Laboratorio de Fisiologia (temperatura de 21°C + 22°C), no periodo da tarde, entre 14 e 17
horas. Durante as sessdes experimentais, cada rato foi transportado individualmente em uma
caixa de polipropileno (28x17x30 cm), forrada com maravalha e coberta com tela e flanela.

Os aparelhos foram iluminados com uma lampada led fixada ao teto sobre o aparelho,
propiciando uma intensidade luminosa de 50 lux, evitando sombra em qualquer um dos bracos.
Entre as avaliacBes os aparelhos foram limpos com alcool a 20%. O experimentador permaneceu
fora da sala e os testes foram registrados por sistema de video e analisados por intermédio do
programa Etholog 2.25 (Ottoni, 2000).

Teste do Labirinto em T Elevado

Foi utilizado um LTE feito de madeira, constituido por trés bragos de mesmas dimensdes
(50x12 cm), elevados a 50 cm do piso. Um dos bragos era circundado por paredes laterais (40 cm
de altura) e estava disposto perpendicularmente aos 2 outros bragos abertos. Os bragos abertos

eram delimitados por uma protecdo de madeira de 1 cm de altura, a fim de se evitar a queda dos
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animais. Apds dois dias consecutivos de handling (manuseio delicado do animal por 5
minutos/dia), 24horas antes da avaliacdo comportamental, os animais foram mantidos
individualmente, por trinta minutos, em um dos bragos 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 porcdo proximal do braco aberto. Tem sido demonstrado que o
confinamento a um dos bracos abertos diminui as laténcias das fugas, tornando o teste mais
sensivel aos efeitos de drogas (Teixeira et al., 2000). Apds este procedimento foram
reconduzidos as suas caixas até o dia seguinte. O teste no LTE foi iniciado pela tomada da
esquiva inibitoria, onde o animal foi colocado na extremidade distal do braco fechado e foi
medido o tempo (laténcia) para 0 mesmo sair deste braco (Linha de Base). A mesma medida foi
tomada por mais duas vezes com intervalos de trinta segundos entre elas (Esquiva 1 e Esquiva
2). Apos 30 segundos do término da tomada da Esquiva 2 foi avaliado o comportamento de fuga.
Para isso, o animal foi colocado na extremidade do mesmo bracgo aberto em que foi confinado no
dia anterior e foi registrada a laténcia para a saida do braco aberto. Essa medida foi tomada por
trés vezes consecutivas, (Fuga 1, Fuga 2 e Fuga 3), com intervalos de 30 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
exposi¢do 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 diregdo ao centro do aparelho
(Graeff 1993; 1998; Viana et al.,1994; Zangrossi e Graeff, 1997).

Teste do Campo Aberto

Visando verificar a influéncia de alteracGes na atividade motora no desempenho dos
animais no LTE, 30 segundos ap6s a finalizagdo da avaliagdo no LTE os animais foram
colocados no centro do Campo Aberto por 5 minutos e foram contadas quantas vezes 0s 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 Transi¢do Claro-Escuro foi realizado numa caixa de madeira de (48x24x24)

cm, dividida em dois compartimentos de iguais dimensées, uma de cor branca (compartimento
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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 estavam demarcados 8 quadrados de (12x12 cm). A caixa era totalmente
fechada por uma tampa de madeira pintada de preto constituindo um compartimento escuro, e
uma tampa transparente de vidro possibilitando um compartimento claro.

Apobs 30 segundos depois de finalizado o Teste do Campo Aberto 0s animais foram
submetidos ao Teste de Transicdo Claro-Escuro por cinco minutos. 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 transicdes entre 0s dois compartimentos, nimero de quadrados percorridos no lado

claro.

2.2 Delineamento Experimental

Experimento 1 - Tratamento agudo com Buprenorfina nas doses 0,015 mg/Kg, 0,03mg/Kg
0,3mg/Kg IP, tendo como controle positivo o Alprazolam 4mg/Kg IP: avaliacdo imediata e
24 horas depois

Neste experimento a Buprenorfina foi injetada IP (0,015 mg/Kg n= 8; 0,03mg/Kg n=8;
0,3mg/Kg= 8) dez minutos antes das avaliacbes comportamentais. Animais controle receberam
salina (n=9). O Alprazolam (4mg/Kg n= 8) foi administrado 30 minutos antes das avaliacdes. Os
animais foram submetidos as avaliacBes comportamentais, iniciando-se pelo LTE, seguindo-se
pelo Campo Aberto e Transicdo Claro-Escuro, sempre com 30 segundos de intervalo entre os

testes. Esse conjunto de avaliagdes foi repetido 24 horas depois.

Experimento 2-- - Tratamento Subcronico com Buprenorfina (0,3mg/Kg)

A Buprenorfina foi injetada IP (0,3mg/Kg n=10) por trés dias consecutivos em horario
padronizado, sendo o terceiro dia injetada dez minutos antes das avaliagdes comportamentais.
Animais controle receberam salina (n=8). Os animais foram submetidos as avaliacGes
comportamentais, iniciando-se pelo LTE, seguindo-se pelo Campo Aberto e Transi¢cdo Claro-

Escuro, sempre com 30 segundos de intervalo entre os testes.
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Experimento 3 -Tratamento agudo com Buprenorfina (0,3mg/Kg) associado ao tratamento
subcroénico com Fluoxetina (10mg/Kg)

A Fluoxetina foi administrada por via intraperitoneal (10mg/Kg), subcronicamente por 3
dias. No dia da avaliacdo, 20 minutos apds injecdo de Fluoxetina, os animais receberam a
Buprenorfina (0,3mg/Kg), dez minutos antes das avaliaces comportamentais. Animais controle
receberam veiculo Tween 80 dissolvido em solucéo salina. Todos os grupos foram constituidos
por 10 animais. Posteriormente foram submetidos as avaliacbes comportamentais, iniciando-se
pelo LTE, seguindo-se pelo Campo Aberto e Transi¢cdo Claro-Escuro, sempre com 30 segundos

de intervalo entre os testes.

3. Resultados

Experimento 1 — Tratamento agudo com Buprenorfina nas doses 0,015 mg/Kg, 0,03mg/Kg
0,3mg/Kg , tendo como parametro o Alprazolam 4mg/Kg : avaliacdo imediata e 24 horas
depois
Labirinto em T Elevado
Esquivas

Na andlise do efeito da Buprenorfina sobre as esquivas inibitérias no LTE (Figura 1), a
ANOVA de medidas repetidas mostrou que houve efeito do tratamento [F,36=10,44; p<0,001],
houve efeito das repeti¢des [F(2,72=20,66; p<0,001] e interacdo entre o tratamento e as repeti¢oes
[Fe72=5,64; p<0,001]. O teste de Duncan apontou que houve aprendizagem nos animais
controles (p<0,05). Animais do Grupo Controle na E2 foram diferentes de todos os demais. O
Alprazolam e a Buprenorfina em todas as doses estudadas causaram diminui¢do nas esquivas
inibitdrias na E1 (p<0,05) e E2 (p<0,001), sem modificar a LB. Em contrapartida, na reexposicao
24 horas ap0s o primeiro teste, a ANOVA de medidas repetidas mostrou que ndo houve efeito do
tratamento [Fa.34) =2,40; p=0,069], houve efeito das repeticdes [F,68=9,32; p<0,001], mas ndo
se constatou interagdo entre o tratamento e as repeticdes [F,68)0,64; p=0,740]. O teste de Duncan
mostrou que ndo houve diferencas entre as esquivas em animais controles, pois devido a
repeticdo do teste a LB e as demais esquivas foram altas. Verificou-se prejuizo da esquiva
somente em decorréncia do tratamento com Alprazolam e apenas na E1 (p<0,05). A dose de
0,3mg/Kg de Buprenorfina causou diminuicdo na laténcia de saida do braco fechado somente na
LB (p<0,05).
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Efeito imediato da Buprenorfina
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Figura 1. Média+EPM das laténcias em segundos de Esquivas no LTE, imediatamente e 24 horas ap6s a injecao, na
reexposicdo ao teste, apresentada por animais tratados com Buprenorfina nas doses de 0,015mg/Kg, 0,03mg/Kg e
0,3mg/Kg e por animais do grupo controle. ANOVA de medidas repetidas seguida pelo teste post hoc de Duncan:
*p<0,05; ***p<0,001 representam as diferencas em relacéo a linha de base no mesmo grupo e *p<0,05; ***p<0,001
representam diferencas para com o grupo controle. Parte superior: Teste; Parte inferior: reexposi¢do ao LTE 24
horas apds o teste.
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Fugas

Quando se analisou as fugas (Figura 2) foi possivel perceber que houve efeito do
tratamento [Fa,36) =5,93; p<0,001], ndo houve efeito das repeticbes [F(,72) =0,03; p=0,961], e ndo
se constatou interagdo entre os fatores [F72) =0,06; p=0,999]. O teste de Duncan apontou que
animais tratados com Alprazolam foram diferentes de todos os demais nas diferentes fugas
(p<0,05).

Na reexposicdo ndo se evidenciou efeito do tratamento [F34=1,94; p=0,125], nem efeito
das repeticdes controles nas diferentes fugas [Fe8=1,53; p=0,223], como também n&o se
constatou interacdo entre os fatores [Fee8=1,86; p=0,082]. No entanto, chama a atengdo o
comportamento de animais tratados com Buprenorfina 0,03mg/Kg na Fuga 1, os quais
permaneceram um tempo maior que os controles e demais animais dos outros grupos
experimentais no braco aberto. Analisando separadamente esta fuga através da ANOVA de uma
via foi possivel detectar esta diferenca [Fa,34) =3,23; p=0,024]. Nesse caso, o teste de Duncan

apontou diferenca clara desse grupo para com todos os demais (p<0,05).

Campo Aberto

Analisando 0 nimero de quadrados percorridos no Campo Aberto pelos animais tratados
com Buprenorfina, a ANOVA mostrou que ndo houve efeito do tratamento [F36=1,60;
p=0,194]. Na reexposicdo também ndo se verificou efeito dos tratamentos [Fwa34 =1,01;

p=0,418]. Esses dados podem ser visualizados através da Figura 3.
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Efeito imediato da Buprenorfina
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Figura 2. Média+EPM das laténcias em segundos de Fugas no LTE, imediatamente e 24 horas ap6s a injecéo, na
reexposicdo ao teste, apresentada por animais tratados com Buprenorfina nas doses de 0,015mg/Kg, 0,03mg/Kg e
0,3mg/Kg e por animais do grupo controle. ANOVA de medidas repetidas seguida pelo teste post hoc de Duncan:
*p<0,05 representa diferengas em relacdo aos demais grupos na avaliagdo da Fuga 1 e *p<0,05 e **p<0,01
representam diferenca para com o grupo controle. Parte superior: Teste; Parte inferior: reexposi¢do ao LTE 24 horas
apos o teste.
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Figura 3 Média+EPM do nimero de quadrados percorridos no Campo Aberto, imediatamente e 24 horas apos a
injecdo, na reexposicao ao teste, apresentada por animais tratados com Buprenorfina nas doses de 0,015mg/Kg,
0,03mg/Kg e 0,3mg/Kg e por animais do grupo controle. Parte superior: Teste; Parte inferior: reexposi¢do ao LTE
24 horas apos o teste.
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Teste de Transi¢do Claro-Escuro

No Teste de Transicdo Claro-Escuro, ndo se constatou efeito dos tratamentos quando se
analisou o tempo de laténcia para saida do lado claro [Fu34=0,52; p=0,527], tempo de
permanéncia no compartimento claro [Fa36=2,17; p=0,092] e espreita [F,36=0,46; p=0,761],
mas houve efeito do tratamento nas transicdes [Fuz36=5,42; p=0,002] e nos quadrados
percorridos [F,35=4,84; p=0,003]. Curiosamente, animais tratados com Buprenorfina na dose de
0,03mg/Kg apresentaram aumento nas transi¢des e no nimero de quadrados percorridos nesse
teste (p<0,01), lembrando que esses mesmos animais apresentaram aumento na laténcia para
saida do braco aberto, ou seja, prejuizo na Fuga 1, conforme descrito acima. Na reexposicao
também ndo se constatou efeito dos tratamentos sobre os comportamentos avaliados: laténcia de
saida do lado claro [F@34=2,79; p=0,042], tempo de permanéncia no compartimento claro
[F@324=1,65; p=0,183]; espreita [F@34=0,94; p=0,452]; transicdes [F(34=2,53; p=0,058];
quadrados percorridos [Fa34=2,58; p=0,054]. No entanto, pode-se verificar que nessas duas
Gltimas variaveis, transicdes e quadrados, o valor de p foi fronteirico. De fato, o teste de Duncan
apontou que os animais tratados com Buprenorfina 0,03mg/Kg apresentaram aumento do nimero
de quadrados percorridos em relagcdo aos demais grupos e aumento das transi¢cdes em relagao aos
animais tratados com Alprazolam e Buprenorfina 0,015mg/Kg (p<0,05), quando avaliados
imediatamente ap6s a injecdo. Todos esses dados podem ser visualizados através das Figuras 4 e
5.
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Figura 4. Média+EPM do tempo em segundos para saida do lado claro, como também de permanéncia no lado claro
do teste apresentado por animais tratados com Buprenorfina nas doses de 0,015mg/Kg, 0,03mg/Kg e 0,3mg/Kg e
por animais do grupo controle. Teste post hoc de Duncan: *p<0,05representa diferenca para com o grupo tratado
com Alprazolam; f fronteirico (p=0,06) representa diferenca em relacdo ao grupo controle. Parte superior: Teste;
Parte inferior: reexposicdo ao Teste de Transi¢do Claro-Escuro 24 horas ap0s o teste.
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Figura 5. Média+EPM do nimero de tentativas (espreitas), de transicdes e de quadrados percorridos no lado claro
no Teste de Transicdo Claro-Escuro apresentado por animais tratados com Buprenorfina nas doses de 0,015mg/Kg,
0,03mg/Kg e 0,3mg/Kg e por animais do grupo controle. ANOVA seguida pelo teste de Duncan: *p<0,05 e **p<0,01
representam diferengas para com o grupo controle.
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Experimento 2 - Tratamento Subcrénico comBuprenorfina (0,3mg/Kg)

Labirinto em T Elevado
Esquivas

Quanto a apresentacdo das esquivas no LTE (Figura 6) a ANOVA de medidas repetidas
mostrou que ocorreu efeito do tratamento [F,16) =7,16; p=0,016], houve efeito das repeti¢oes
[Fes2) =17,73; p=0,001], mas ndo se verificou interagdo entre o tratamento e as repeticOes
[F32=1,69; p=0,200]. 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 diminuiu a laténcia da E1 e da E2 (p<0,05).
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Figura 6. MédiatEPM das laténcias em segundos das esquivas no LTE apresentadas por animais submetidos ao
tratamento subcrdnico com Buprenorfina e seus controles. ANOVA de medidas repetidas seguida pelo teste de
Duncan: *p<0,05, ***p<0,001representam diferencas em relacdo a linha de base no mesmo grupo e * p<0,05
representa a diferencga para o grupo controle.
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Fugas

N&o se constatou efeito da Buprenorfina sobre as fugas nem no tratamento [F(1,16=0,36;
p=0,550], assim como também ndo se constatou efeito das repeti¢cdes [F(2,32=0,37; p=0,690] e
nem interacao entre o tratamento e o0s grupos [F(,32=0,60; p=0,560] (Figura 7).
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Figura 7. MédiatEPM das laténcias em segundos das fugas no LTE apresentadas por animais submetidos ao
tratamento subcronico com Buprenorfina e seus controles.

Campo aberto

Analisando o nimero de quadrados percorridos no Campo Aberto pelos animais tratados
subcrénico de Buprenorfina (Figura 8), a ANOVA mostrou que ndo houve diferencas em relacdo
ao controle [F(,16=4,49; p=0,050].
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Figura 8. Média+EPM do numero de quadrados percorridos no Campo Aberto por animais tratados com
Buprenorfina na dose de 0,3mg/Kg, administrada subcronicamente e por animais do grupo controle.

Teste de Transi¢cdo Claro-Escuro

No Teste de Transi¢cdo Claro-Escuro (Figura 9), ndo se constatou efeito dos tratamentos
em nenhuma das variaveis analisadas quando se analisou o tempo de laténcia para saida do lado
claro [F(1,14=0,31; p=0,580], tempo de permanéncia no compartimento claro [F 16=3,23;
p=0,091] e espreitas [F,16=1,65; p=0,217]. N&do houve efeito do tratamento nas transicOes
[F,16)=0,740; p=0,402] e nos quadrados percorridos [F(,16=2,21; p=0,160].
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Figura 9. Média+EPM do tempo em segundos para saida o lado claro, como também de permanéncia no lado claro,
do nimero de tentativas (espreitas), de transi¢fes e de quadrados percorridos apresentados por animais tratados com
Buprenorfina na dose de 0,3mg/Kg administrada subcronicamente e por animais do grupo controle.
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Experimento 3 - Tratamento agudo com Buprenorfina (0,3mg/Kg) associado ao tratamento

subcroénico com Fluoxetina (10mg/Kg)

Labirinto em T Elevado
Esquivas

Quanto a apresentacao das esquivas no LTE (Figura 10) a ANOVA de medidas repetidas
mostrou que ocorreu efeito do tratamento [Fs36=3,23; p=0,030], houve efeito das repeti¢Oes
[F2,72=33,03; p=0,001] e verificou interacdo entre o tratamento e as repeticoes [F 72)=9,68;
p=0,001]. O teste de Duncan apontou que houve aumento na laténcia das esquivas apresentadas
pelos animais controles (p<0,001) e pelos animais do grupo Fluoxetina + veiculo (p<0,001)
caracterizando uma curva de aprendizagem. Mostrou também que a Buprenorfina + Veiculo
diminuiu a laténcia da E2 (p<0,05) em relagdo ao grupo veiculo. O grupo que foi tratado com
Fluoxetina + Buprenorfina diminuiu a laténcia da E2 em relacdo ao grupo Controle

Veiculo+Veiculo (p<0,01) e em relacdo ao grupo Fluoxetina + Veiculo (p<0,05).

Efeito da associacéo entre Fluoxetina e Buprenorfina
300 - LTE - Esquivas o

250 +
200 -

150

Laténcia (s)

g n
R,

"
ek
]

moE Ty nE
My

R SR SR

o

o
a

Linha de base Esquiva 1 Esquiva 2
m Veiculo OVeiculo+Buprenorfina @ Fluoxetina + veiculo @ Fluoxetina+Buprenorfina

Figura 10 . MédiazEPM das laténcias em segundos das esquivas no LTE apresentadas por animais submetidos ao
tratamento com Buprenorfina 0,03mg/Kg, associado ao tratamento subcrdnico de 3 dias com Fluoxetina 10mg/Kg, e
seus controles. ANOVA de medidas repetidas seguida pelo teste de Duncan:**p<0,01; ***p<0,001representam as
diferencas em relacdo a linha de base no mesmo grupo; ** p<0,05 representa a diferenca para com o grupo controle.
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Fugas
N&o se constatou efeito da Buprenorfina sobre as fugas no tratamento [F39=2,44;
p=0,070], assim como também ndo se constatou efeito das repeti¢cdes [F(2,76=2,39; p= 0,090] e

nem interacao entre o tratamento e os grupos [F,76)= 0,85; p=0,530] (Figura 11).
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Figura 11. MédiatEPM das laténcias em segundos das fugas no LTE, apresentadas por animais submetidos ao
tratamento com Buprenorfina 0,3mg/Kg, em associacdo com o tratamento subcrénico com Fluoxetina 10mg/Kg, e
seus controles.

Campo Aberto

Analisando o nimero de quadrados percorridos no Campo Aberto pelos animais tratados
com Buprenorfina (Figura 12), a ANOVA mostrou que houve diferencas em relacdo ao controle
[F(3,38)=22,39 p=0,001]. O teste de Duncan mostrou que houve diferencagrupo Fluoxetina +
Veiculo em relagdo ao grupo controle (p<0,01) e entre o grupo Fluoxetina+ Buprenorfina em

relacdo ao grupo controle (p<0,001)
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Efeito da associacéo entre Fluoxetina e Buprenorfina
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Figura 12. Média+EPM do numero de quadrados percorridos no Campo Aberto por animais tratados com
Buprenorfina 0,3mg/Kg, em associa¢do com o tratamento subcrénico com Fluoxetina 10mg/Kg, e por animais do
grupo controle.

Teste de Transi¢do Claro-Escuro

No Teste de Transicdo Claro-Escuro, ndo se constatou efeito dos tratamentos quando se
analisou o tempo de laténcia para saida do lado claro [F@3s =0,12 p=0,940], o tempo de
permanéncia no compartimento claro [F38=3,90; p=0,010] e as espreitas [F38=6,10;
p=0,001]. N&o houve efeito do tratamento quando se analisou as transi¢des [F=7,48; p=0,005] e

o0s quadrados percorridos [F3s) =7,14; p<0,001].
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Efeito da associacdo entre Fluoxetina e Buprenorfina
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Figura 13. Média+EPM do tempo em segundos para saida do lado claro, como também de permanéncia no lado
claro, do nimero de tentativas (espreitas), de transicbes e de quadrados percorridos, apresentado por animais

tratados com Buprenorfina na dose de 0,3mg/Kg, associada a Fluoxetina 10mg/Kg, e por animais do grupo controle.
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4. Discussao

Quanto ao LTE, nos trés experimentos, 0s animais controles apresentaram um aumento
da laténcia nas esquivas da Linha de Base a Esquiva 2, caracterizando uma curva esperada, que
representa um comportamento de evitacdo a ambientes aversivos. Ndo se constatou qualquer
modificacdo nas fugas nos animais controles. Esses resultados em conjunto mostram que as
condicOes do teste foram totalmente controladas, ja que os dados obtidos estdo em consonéncia
com o que se constatou em outros laboratérios utilizando esse mesmo teste (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).Houve um nitido efeito ansiogénico quando os animais controles foram reexpostos ao
aparato utilizado no teste 24h depois do teste, resultado este visivel apenas quando se avaliou as
esquivas, que se apresentaram aumentadas, prejudicando a curva de aprendizagem esperada.
Esses resultados foram identificados em estudo prévio realizado em nosso laboratério (Baleotti,
2017). O mesmo se observou quando o comportamento motor dos animais controles foi avaliado
no Campo Aberto e no Teste de Transicdo Claro-Escuro, ou seja, os resultados obtidos sdo
consoantes ao que se constatou em outras pesquisas.

O Alprazolam, um agonista de receptores GABA, foi utilizado como um controle positivo
para o efeito ansiolitico e antipanico, comprovando as constataces em outras investigacoes
(Branddo; Graeff, 2012; Graeff; De Bortoli et al., 2006, 2008; Guimaraes, 2012; Mitte et al.,
2005; Sant"Ana et al., 2016; Zangrossi e Graeff, 2012; Zanoveli et al., 2005; 2007 e 2010). De
fato, o Alprazolam causou o efeito esperado, diminuindo as esquivas e aumentando as fugas,
efeitos esses identificados como, respectivamente, ansiolitico e panicolitico. O Alprazolam nao
afetou a atividade motora dos animais, e ndo causou modificacdo no Teste de Transi¢do Claro-
Escuro. Quando os animais tratados com Alprazolam foram avaliados 24 horas ap6s o teste ndo
se observou nenhuma modificagdo comportamental em nenhum dos 3 experimentos. A
explicacdo cientifica para este aspecto € que este farmaco tem um tempo de meia vida de cerca
de 11,4 horas nos individuos saudaveis. A concentracdo plasmatica no homem tem um pico de
uma ou duas horas apos a ingestdo, quando 70% a 80 % de Alprazolam liga-se as proteinas
plasméaticas no sangue circulante, sendo metabolizado no figado, originando o metabolito
hidroxialprazolam que possui metade da acdo do Alprazolam (Goodman e Gilman, 2005;

Mandrioli et al., 2008). Provavelmente nos roedores deve haver uma diferenca para este perfil, j&
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que 30 minutos apds a ingestdo observou-se nitido efeito ansiolitico e panicolitico. No entanto,
logo depois, no Teste de Transicdo Claro-Escuro este efeito ndo mais se evidenciou.

A avaliacdo do efeito imediato da Buprenorfina em doses baixas mostrou maior
efetividade deste farmaco em possibilitar efeito ansiolitico do que doses mais altas testadas,
avaliadas em experimento anterior realizado por outra pesquisadora de nosso laboratdrio
(Baleotti, 2017). Nesse experimento prévio, além do efeito ansiolitico foi evidenciado também
aumento de atividade motora, dificultando a interpretacdo dos resultados, o que néo se constatou
nos resultados atuais.

No estudo apresentado por Falcon et al. (2015), a Buprenorfina foi administrada em
camundongos machos avaliados no Teste do Nado Forcado e ao teste da Hipofagia induzida
pela novidade, com o objetivo de avaliar, respectivamente, comportamentos defensivos
relacionados com a depressdo e coma ansiedade. A Buprenorfina foi injetada por via
intraperitoneal em 3 doses, sendo que a dose efetiva foi 0,25mg/kg, produzindo reducbes
significativas na imobilidade no nado forcado e na laténcia da aproximacao do alimento no teste
da Hipofagia, 24 horas apés a administracdo. Efeitos similares foram observados na
administracdo cronica ao longo de 6 dias, cuja avaliacdo foi introduzida, pois na clinica o que se
utiliza sdo os adesivos, que disponibilizam o farmaco gradualmente, ao longo de 7 dias. Glover
(2008) demonstrou os efeitos da Morfina e Buprenorfina administradas cronicamente e foram
avaliados, na tolerancia, tolerdncia cruzada e retirada dos farmacos, no intuito de avaliar a
abstinéncia desses farmacos no teste de sobressalto potencializado pelo medo e do pré-
tratamento com Naloxona. Os testes foram realizados em ratos machos da linhagem Sprague-
Dawley. Os farmacos foram administrados por via subcutanea em diferentes doses, visando
também avaliar a significancia da curva dose-efeito. As curvas mostraram que a Buprenorfina é
40 vezes mais potente que a da Morfina. A Naloxona reverteu esses efeitos. A Morfina e a
Buprenorfina mostraram tolerancia cruzada em seus efeitos ansioliticos e analgésicos sugerindo
um receptor comum que desencadeiam seus efeitos.

Na presente investigacdo constatou-se prejuizo nas esquivas, efeito este reconhecido como
efeito ansiolitico da Buprenorfina, tanto na avaliacdo aguda como na subcrénica, mas sem afetar
as fugas. Em nenhuma dessas situagdes houve aumento de atividade motora. No entanto,
diferentemente dos estudos relatados acima, ndo houve ansidlise 24 h apds o tratamento.

Somente a maior dose afetou a primeira esquiva (LB), o que ndo permite a afirmacdo de que



68

houve alteracdo no padrdo comportamental que levasse a pensar em diminuicdo da ansiedade.
Convem ressaltar, que muito embora tenha se averiguado uma tendéncia, os resultados da
Buprenorfina no LTE ndo foram reproduzidos no Teste de Transi¢do Claro-Escuro, ou seja, ndo
se constatou ansiolise nesse teste.

A analise dos dados referentes ao experimento onde a Buprenorfina foi administrada em
baixas doses, mostrou que a melhor dose administrada foi de 0,3mg/Kg, pois a dose
intermediaria, mesmo apresentando um dado relacionado com o efeito anti-panico, teve um perfil
conflitivo, j& que no Teste do Claro-Escuro causou aumento de atividade motora.

Alguns aspectos precisam ser destacados nessa analise: Esperava-se um efeito tardio da
Buprenorfina. Segundo Hang e Dale (2004), a Buprenorfina apresenta duracdo de acdo longa. A
ligacdo da Buprenorfina a receptores p-opioides é lenta, comparada ao mecanismo de ligacdo
com outros receptores. A dissociacdo lenta deste farmaco a partir dos resultados da interacéo
entre a Buprenorfina e o receptor e a longa duracdo do efeito, é vantajosa na retirada do
medicamento, diminuindo os efeitos de abstinéncia, devido ao tempo que o farmaco demora para
desligar-se do receptor. Pesquisas tém demonstrado que a Buprenorfina se dissocia de forma
lenta dos receptores, possuindo curva dose-efeito em forma de sino, onde a dose efetiva ED50,
proporciona maior eficacia e seguranca em relacdo aos efeitos colaterais e ao risco de
dependéncia fisica, diferentemente da caracteristica linear da curva da Morfina (Likar, 2006);
Ainda Assim, é provavel que o efeito ansiolitico observado tenha sido possibilitado pelo
antagonismo k (Falcon et al., 2015; Glover e Davis, 2008; Karp et al., 2014; Likar, 2006; Virk et
al., 2009; Yamamoto et al., 2006).

O efeito ansiolitico evidenciado em decorréncia do tratamento com a Buprenorfina
encontra sustentacdo em inlmeras pesquisas prévias que vém se acumulando e fortalecendo a
area (Anseloni et al., 1999; Coimbra et al., 1996; Coimbra; Branddo, 1997; Coimbra et al., 2000;
Motta; Branddo, 1993; Motta; Penha; Branddo, 1995; Nobre et al., 2000).

Utilizando também o LTE, Roncon e colaboradores (2013), mostraram que a
microinjecdo intra-SCPD de morfina em ratos machos causou efeito panicolitico, que foi
bloqueado pelo pré-tratamento local com a naloxona ou com o antagonista de receptores 5-HT1a
WAY-100635, mostrando haver uma interacdo entre as neurotransmissdes serotoninérgicas e
opioidérgica na SCPD. No mesmo sentido, foi mostrado ainda que o pré tratamento com

naloxona bloqueou o efeito panicolitico promovido pelo agonista de receptores 5-HT1a, 8-OH-
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DPAT, ambos microinjetados intra-SCPD. Ainda assim, o pré-tratamento com o antagonista
seletivo de receptores p-opioide CTOP bloqueou o efeito anti-fuga do agonista de receptores 5-
HT1a, 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-DPAT também causa efeito do tipo panicolitico no LTE.

Tais aspectos reforcam os dados obtidos e a hipotese do estudo. No entanto, como
explicar o sinergismo constatado em decorréncia da associagdo entre fluoxetina subcronica e
Buprenorfina aguda? Cussac et al. (2012) mostraram, em estudo in-vitro na SCP, que receptores
5-HT:1a e p- opioides podem formar heterodimeros, isto &, formam complexos contendo os 2
receptores, podendo funcionar assim de maneira interdependente, o que justificaria a antecipacao
do efeito ansiolitico constatado. Isto é possivel devido a uma complexidade funcional dos
receptores opidides que pode conferir-lhes esta possibilidade de formagéo desses heterodimeros
de receptores, dando origem a uma ampla diversidade farmacoldgica, cujas propriedades
funcionais diferem dos receptores monomeéricos (Hang e Dale, 2004).

Estudos prévios experimentais utilizando a Fluoxetina no LTE mostraram que a
Fluoxetina inibiu o comportamento de fuga no Labirinto em T Elevado, apresentando um efeito
semelhante ao panicolitico (Zanovelli et al., 2007) A Fluoxetina, um inibidor da recaptacdo de
serotonina (ISRS), tem sido utilizada na pratica clinica para tratamentos de transtornos de humor
e ansiedade patolégica como depressdo e transtornos do panico (Zanovelli et al., 2007). Sabe-se
que a Fluoxetina produz seus efeitos entre 4 a 6 semanas, efeito tardio que pode ser indicativo de
que alteracBes no sistema serotoninérgico sdo subjacentes a sua eficacia (Hensler, 2003). A
demora da Fluoxetina em apresentar efeitos ansioliticos pode colocar pacientes resistentes ao
tratamento em risco devido uma exacerbacdo da ansiedade no inicio do tratamento (Falcon,
2015). No presente estudo a associagdo entre a Fluoxetina e a Buprenorfina antecipou o efeito
ansiolitico, mas ndo afetou as respostas de fugas. Clinicamente esta associacdo seria um grande

beneficio, pois minimizaria os efeitos do ISRS em questao.
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5. Conclusdes

Conclui-se que a Buprenorfina, administrada de forma aguda e subcronica, diminuiu a
manifestacdo de comportamentos defensivos relacionados com a ansiedade generalizada, e
antecipou o efeito ansiolitico da Fluoxetina, confirmando parcialmente a hipotese proposta, ja
que ndo houve qualquer modificacdo nas respostas comportamentais relacionadas com o panico.

Esses resultados permitem indicar que esta associacdo poderia se constituir em uma
opcao relevante no tratamento dos transtornos de ansiedade na clinica, devido a sua baixa
capacidade de causar efeitos adversos e também diante da possibilidade de antecipar os efeitos

benéficos da Fluoxetina.
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Examples: 'as demonstrated (Allan, 2000a, 2000b, 1999; Allan and Jones, 1999). Kramer et al.
(2010) have recently shown ...."

List: References should be arranged first alphabetically and then further sorted chronologically if
necessary. More than one reference from the same author(s) in the same year must be identified
by the letters 'a', 'b', 'c', etc., placed after the year of publication.

Examples:

Reference to a journal publication:

Van der Geer, J., Hanraads, J.A.J., Lupton, R.A., 2010. The art of writing a scientific article. J.
Sci.

Commun. 163, 51-59.

Reference to a book:

Strunk Jr., W., White, E.B., 2000. The Elements of Style, fourth ed. Longman, New York.
Reference to a chapter in an edited book:

Mettam, G.R., Adams, L.B., 2009. How to prepare an electronic version of your article, in:
Jones, B.S., Smith, R.Z. (Eds.), Introduction to the Electronic Age. E-Publishing Inc., New York,
pp. 281-304.

Reference to a website:

Cancer  Research UK, 1975. Cancer  statistics reports for the UK.
http://www.cancerresearchuk.org/aboutcancer/statistics/cancerstatsreport/ (accessed 13 March
2003).

Reference to a dataset:
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[dataset] Oguro, M., Imahiro, S., Saito, S., Nakashizuka, T., 2015. Mortality data for Japanese
oak wilt disease and surrounding forest compositions. Mendeley Data, V1.
https://doi.org/10.17632/xwj98nb39r.1.

Journal abbreviations source

Journal names should be abbreviated according to the List of Title Word Abbreviations.
Video
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Elsevier accepts video material and animation sequences to support and enhance your scientific
research. Authors who have video or animation files that they wish to submit with their article
are strongly encouraged to include links to these within the body of the article. This can be done
in the same way as a figure or table by referring to the video or animation content and noting in
the body text where it should be placed. All submitted files should be properly labeled so that
they directly relate to the video file's content. In order to ensure that your video or animation
material is directly usable, please provide the files in one of our recommended file formats with a
preferred maximum size of 150 MB in total. Any single file should not exceed 50 MB. Video
and animation files supplied will be published online in the electronic version of your article in
Elsevier Web products, including ScienceDirect. Please supply 'stills' with your files: you can
choose any frame from the video or animation or make a separate image. These will be used
instead of standard icons and will personalize the link to your video data. For more detailed
instructions please visit our video instruction pages.

Note: since video and animation cannot be embedded in the print version of the journal, please
provide text for both the electronic and the print version for the portions of the article that refer
to this content.

Supplementary material

Supplementary material such as applications, images and sound clips, can be published with your
article to enhance it. Submitted supplementary items are published exactly as they are received
(Excel or PowerPoint files will appear as such online). Please submit your material together with
the article and supply a concise, descriptive caption for each supplementary file. If you wish to
make changes to supplementary material during any stage of the process, please make sure to
provide an updated file.

Do not annotate any corrections on a previous version. Please switch off the 'Track Changes'
optionin Microsoft Office files as these will appear in the published version.

RESEARCH DATA

This journal encourages and enables you to share data that supports your research publication
where appropriate, and enables you to interlink the data with your published articles. Research
data refers to the results of observations or experimentation that validate research findings. To
facilitate reproducibility and data reuse, this journal also encourages you to share your software,

code, models, algorithms, protocols, methods and other useful materials related to the project.
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Below are a number of ways in which you can associate data with your article or make a
statement about the availability of your data when submitting your manuscript. If you are sharing
data in one of these ways, you are encouraged to cite the data in your manuscript and reference
list. Please refer to the "References" section for more information about data citation. For more
information on depositing, sharing and using research data and other relevant research materials,
visit the research data page.

Data linking

If you have made your research data available in a data repository, you can link your article
directly to the dataset. Elsevier collaborates with a number of repositories to link articles on
ScienceDirect with relevant repositories, giving readers access to underlying data that gives them
a better understanding of the research described.

There are different ways to link your datasets to your article. When available, you can directly
link your dataset to your article by providing the relevant information in the submission system.
For more information, visit the database linking page.

For supported data repositories a repository banner will automatically appear next to your
published article on ScienceDirect.

In addition, you can link to relevant data or entities through identifiers within the text of your
manuscript, using the following format: Database: xxxx (e.g., TAIR: AT1G01020; CCDC:
734053; PDB: 1XFN).
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Mendeley Data

This journal supports Mendeley Data, enabling you to deposit any research data (including raw
and processed data, video, code, software, algorithms, protocols, and methods) associated with
your manuscript in a free-to-use, open access repository. During the submission process, after
uploading your manuscript, you will have the opportunity to upload your relevant datasets
directly to MendeleyData. The datasets will be listed and directly accessible to readers next to
your published article online. For more information, visit the Mendeley Data for journals page.
Data in Brief

You have the option of converting any or all parts of your supplementary or additional raw data

into one or multiple data articles, a new kind of article that houses and describes your data.
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Data articlesensure that your data is actively reviewed, curated, formatted, indexed, given a DOI
and publicly available to all upon publication. You are encouraged to submit your article for
Data in Brief as na additional item directly alongside the revised version of your manuscript. If
your research article is accepted, your data article will automatically be transferred over to Data
in Brief where it will be editorially reviewed and published in the open access data journal, Data
in Brief. Please note an open access fee of 250 USD is payable for publication in Data in Brief.
This fee applies to articles submitted before 31 December 2017. Full details can be found on the
Data in Brief website. Please use this template to write your Data in Brief.

Data statement

To foster transparency, we encourage you to state the availability of your data in your
submission.

This may be a requirement of your funding body or institution. If your data is unavailable to
access or unsuitable to post, you will have the opportunity to indicate why during the submission
process, for example by stating that the research data is confidential. The statement will appear
with your published article on ScienceDirect. For more information, visit the Data Statement
page.

ARTICLE ENRICHMENTS

AudioSlides

The journal encourages authors to create an AudioSlides presentation with their published
article.

AudioSlides are brief, webinar-style presentations that are shown next to the online article
onScienceDirect. This gives authors the opportunity to summarize their research in their own
words and to help readers understand what the paper is about. More information and examples
are available. Authors of this journal will automatically receive an invitation e-mail to create an
AudioSlides presentation after acceptance of their paper.

Interactive plots

This journal enables you to show an Interactive Plot with your article by simply submitting a
data file. Full instructions.

Additional information

As part of the submission process your paper may be screened for English language usage and

conformity to the guide for authors before it reaches the review stage. This is to ensure the
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journal's high standards are maintained and the review process is kept to a minimum. Passing
this check is not a guarantee that your submission will subsequently proceed to the peer review
process, which is a decision to be made at the sole discretion of the journal editor.

Drugs. Proprietary (trademarked) names should be capitalized. The chemical name should
precede the trade, popular name, or abbreviation of a drug the first time it occurs. The
manufacturer's name and location should be included in the text.

Anesthesia. In describing surgical procedures on animals, the type and dosage of the anesthetic
agente should be specified. Curarizing agents are not anesthetics; if these were used, evidence
must be provided that anesthesia of suitable grade and duration was employed.

AFTER ACCEPTANCE

Online proof correction

Corresponding authors will receive an e-mail with a link to our online proofing system, allowing
annotation and correction of proofs online. The environment is similar to MS Word: in addition
to editing text, you can also comment on figures/tables and answer questions from the Copy
Editor.

Web-based proofing provides a faster and less error-prone process by allowing you to directly
type your corrections, eliminating the potential introduction of errors.
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If preferred, you can still choose to annotate and upload your edits on the PDF version. All
instructionsfor proofing will be given in the e-mail we send to authors, including alternative
methods to the onlineversion and PDF.

We will do everything possible to get your article published quickly and accurately. Please use
this proof only for checking the typesetting, editing, completeness and correctness of the text,
tables and figures. Significant changes to the article as accepted for publication will only be
considered at this stage with permission from the Editor. It is important to ensure that all
corrections are sent back to us in one communication. Please check carefully before replying, as
inclusion of any subsequente corrections cannot be guaranteed. Proofreading is solely your
responsibility.

Offprints
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The corresponding author will, at no cost, receive a customized Share Link providing 50 days
free access to the final published version of the article on ScienceDirect. The Share Link can be
used for sharing the article via any communication channel, including email and social media.
For na extra charge, paper offprints can be ordered via the offprint order form which is sent once
the article is accepted for publication. Both corresponding and co-authors may order offprints at
any time via Elsevier's Webshop. Corresponding authors who have published their article open
access do not receive a Share Link as their final published version of the article is available open
access on ScienceDirect and can be shared through the article DOI link.

AUTHOR INQUIRIES

Visit the Elsevier Support Center to find the answers you need. Here you will find everything
from

Frequently Asked Questions to ways to get in touch.

You can also check the status of your submitted article or find out when your accepted article
will be published.

© Copyright 2014 Elsevier | http://www.elsevier.com
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ANEXO Il - CERTIFICADO DE APROVACAO DA CEUA

g‘, RSO EALIASTA UNIVERSIDADEESTADUAL PAULISTA )
unesp TN Faculdade de Ciéncias e Letras de Assis

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMALIS - CEUA

CERTIFICADO

CERTIFICAMOS que o Projeto “Efeito da buprenorfina,
um agonista parcial de receptores p-opioide e antagonista de
receptores k-opioide, como agente anti-panico”, Registro n°
003/2015, sob responsabilidade da Pesquisadora Telma Gongalves
Carneiro Spera de Andrade, conforme registrado, atende a legislagao
vigente no que tange o respeito aos principios éticos na experimentagao
animal.

CERTIFICAMOS, ainda, que o Relatério Final devera ser
entregue impreterivelmente em abril/2017.

Assis, 10 de margo de 2016.

Edistane éérrej‘rc_ﬁs de Souza
Coordenadora da Comissao de Etica no Uso de Animais - CEUA

Av. Dom Antdnio, 2100 - ASSIS/SP - CEP. 19806-900 - Fone: (18) 3302-6541- 3302-5811
hitp//www.assis.unesp.br — e-mail. ceua@assis.unesp.br
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