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Resumo

O transtorno do panico (TP) se caracteriza por ocorréncia repetida de
ataques de panico, nos quais o individuo experimenta taquicardia, nauseas,
sensacao de sufocacdo, medo de morrer e/ou enlouquecer, dentre outros
sintomas. Atualmente seu tratamento farmacolégico de primeira escolha
preconiza a utilizacdo dos inibidores seletivos da recaptacdo de serotonina,
como a fluoxetina. Essas e outras drogas que porventura sdo utilizadas no
tratamento do TP (como o0s antidepressivos triciclicos) tém como
desvantagem o tempo de laténcia até que surjam seus efeitos, além da
resisténcia ao tratamento farmacoldgico por uma parcela significativa de
pacientes. Com base neste quadro, ha um grande interesse na pesquisa de
novas formas de terapias para os pacientes com TP. Nesse sentido, surge a
opiorfina, um peptideo analgésico e antidepressivo encontrado na saliva
humana, capaz de inibir enzimas que degradam opioides endbgenos, 0s
quais tém papel na promocao de efeito panicolitico.Existe alta densidade de
receptores opioides na substancia cinzenta periaquedutal dorsal
(SCPd),regidao envolvida na fisiopatologia do TP. Este estudo investigou se
associacao da opiorfina acelera e/ou facilita o efeio antipanico da fluoxetina
em ratos, utilizando o teste do labirinto em T elevado (LTE). Observamos
gue a opiorfina associada a fluoxetina ndo acelerou mas facilitou os efeitos
panicoliticos da fluoxetina.

Introducao

A SCPd é a estrutura cerebral mais diretamente envolvida na etiologia do
panico (DEL-BEN; GRAEFF, 2009). Sabe-se que ha uma alta densidade de
receptores opioides nesta estrutura, e que sua ativagdo causa um efeito
panicolitico em testes comportamentais com ratos. Entretanto, os opioides
endogenos sdo rapidamente degradados apds sua liberacdo na fenda
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sinaptica por enzimas (endopeptidase neutra e aminopeptidase N). A
opiorfina € um peptideo produzido e secretado naturalmente na saliva
humana, nas lagrimas, no plasma sanguineo, no sémen e no leite materno
gue tem como acéo inibir a acdo de tais enzimas, aumentando portanto a
concentracdo de opioides. Os efeitos fisioloégicos de sua administracao ja
foram demonstrados em estudos pré-clinicos, que indicaram atividades
analgésica e antidepressiva, sem potencial de abuso nem tolerancia (POPIK
et al., 2010). Este trabalho objetivou investigar o sinergismo entre a opiorfina
e a fluoxetina, avaliando aceleracdo e/ou facilitacdo do efeito antipanico em
ratos expostos ao LTE.

Materiais e métodos
Animais, tratamento e delineamento experimental

Foram utilizados ratos (Rattus novergicus) da linhagem Wistar de 55 dias
com peso variando entre 230-260 g. Opiorfina era dissolvida huma solugéo
veiculo de salina estérii 0,9% com 2,0% de DMSO, e fluoxetina era
dissolvida numa solucdo veiculo de salina estéril 0,9% com 2,0% de
polissorbato. Veiculo ou fluoxetina eram administrados diariamente durante
7 ou 21 dias antes da cirurgia, e opiorfina + veiculo ou opiorfina + fluoxetina
eram administrados 7 dias ap0és a cirurgia.

ETAPA 1 — Avaliacdo da aceleracédo de efeito panicolitico da fluoxetina pela
opiorfina: avaliamos se a microinje¢cao intra SCPd de opiorfina em dose sub
efetiva (2,5nmol) poderia facilitar o aparecimento do efeito panicolitico obtido
com a administracdo diaria de doses efetivas da fluoxetina (10 mg/Kg) por
via i.p.durante 7 dias. Para isso, 0S seguintes grupos experimentais
(n=10/por grupo) foram formados: veiculo + veiculo, veiculo + fluoxetina (10
mg/kg, ip), opiorfina (2,5nmol) + veiculo e opiorfina (2,5nmol) + fluoxetina (10
mg/kg, ip).

ETAPA 2 — Avaliacdo da facilitacdo do efeito panicolitico da fluoxetina:
avaliamos se a microinjecao intra SCPd de opiorfina em dose sub efetiva
(2,5nmol) poderia facilitar o efeito panicolitico obtido com a administracéo
diaria (durante 21 dias) de doses sub efetivas da fluoxetina (5 mg/Kg) por via
I.p. Para isso, 0s seguintes grupos experimentais (n=10/por grupo) foram
formados: veiculo + veiculo, veiculo + fluoxetina (5 mg/kg, ip), opiorfina
(2,5nmol) + veiculo e opiorfina (2,5nmol) + fluoxetina (5 mg/kg, ip).

Cirurgia esterotaxica

A cirurgia consistiu na implantacao de canulas guia na SCPd para o teste do
LTE, que era realizado 7 dias depois, no qual serviria para microinjecao de
drogas. A canula era fixada ao cranio do animal por meio de uma resina
acrilica, e ocluida com um mandril de a¢o inoxidavel de mesmo comprimento
para evitar possiveis entupimentos.

Analise comportamental
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Teste do LTE: € um aparato de trés bracos de madeira de iguais dimensdes,
elevados 50 cm do chéo. No dia do teste, 0os animais tratados com as drogas
especificas eram colocados no final do braco fechado, e registravam-se o0s
tempos que levavam para deixar este braco com as quatro patas (linha de
base, esquiva inibitéria 1-2); apés 30s desse teste, 0s animais eram
colocados no fim do braco aberto, e o tempo que levavam para deixar esse
braco com as quatro patas foi registrado por trés vezes (fugas 1-3).

Teste do campo aberto (CA): foi utilizado para avaliar possiveis efeitos das
drogas sobre a locomog¢é&o dos animais. 30s ap0s o teste do LTE, os animais
foram colocados individualmente no CA para percorrer livremente, e mediu-
se a distancia percorrida em 5min com o programa de monitoramento por
video ANY-maze (Stoelting. Co., EUA).

Resultados e Discussao

Os dados séo apresentados como média £ EPM dos grupos experimentais e
submetidos a analise de variancia de medidas repetidas (RMANOVA) para
avaliar ambos os dados de esquiva e fuga. Para analise estatistica,
fluoxetina e seu veiculo séo referidos como fator pré-tratamento, e opiorfina
e seu veiculo séo referidos como sendo o fator tratamento.

ETAPA 1 - RMANOVA mostrou que houve aquisicdo da esquiva inibitéria
(Fes52 = 32,19; p < 0,001). O teste ainda mostrou que ndo houve efeito de
pré-tratamento (F126 = 2,80; p>0,05), tratamento (Fi26 = 0,53; p > 0,05)
nem de intera¢do entre pré-tratamento x tratamento (F1,26) = 2,76; p > 0,05).
Considerando os dados de laténcias de fuga colabadas (média das 3 fugas),
nao houve efeito na ANOVA de duas vias para os fatores pré-tratamento
(Fa,26) = 0,11; p > 0,05), tratamento (F1,26) = 0,41; p > 0,05) nem de interagéo
entre os fatores (Fu,26 = 0,72; p > 0,05). Em relagéo ao teste do campo
aberto, ANOVA de duas vias mostrou que a locomocé&o néo foi afetada pelo
pré-tratamento (Fq26) = 0,27; p > 0,05), tratamento (Fa,26) = 0,17; p > 0,05)
nem pela interagédo entre ambos (F26 = 0,41; p > 0,05).

ETAPA 2 - RMANOVA indicou que todos os grupos testados adquiriram
aprendizado na esquiva inibitoria (Fe52 = 32,2; p < 0,001). Entretanto, ndo
houve efeito de pré-tratamento (F(126 = 0,38; p > 0,05), tratamento (F,26) =
3,48; p > 0,05) nem de interacdo entre pré-tratamento x tratamento (F1.26) =
3,5; p > 0,05). J4 em relacéo aos dados de laténcia de fuga, os resultados
mostraram que houve diferenca relacionada ao tratamento (Fps2) = 4,25; p <
0,05). ANOVA de uma via indicou diferenga na medida da fuga 1 (Fs 29
=4,66; p < 0,05). O teste post-hoc de Duncan foi realizado, e esse mostrou
que a interacdo do pré-tratamento x tratamento originou laténcias de fuga
significativamente maiores quando comparada 0s outros grupos. Quando as
fugas foram colabadas, observou-se também que havia diferengas entre os
grupos, por ANOVA de uma via (F29) = 4,21); p > 0,05). Teste post-hoc de
Duncan foi aplicado, e também verificou-se que diferenca estatisticamente
significante no grupo da interacdo pré-tratamento x tratamento. A distancia
percorrida pelos animais no teste do campo aberto foi submetida a ANOVA
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de duas vias, a qual mostrou ndo haver mudahga na atividade locomotora
causada por pré-tratamento (Fa29 = 0,22; p > 0,05), tratamento (Fq 29 =
0,99; p > 0,05) nem pela interagéo entre ambos (F(1,29) = 0,66; p > 0,05).

Conclusodes

O atual tratamento do TP utiliza antidepressivos como a fluoxetina, que
possuem um tempo de laténcia e necessitam alcancar altas concentracdes
no organismo para apresentar seus efeitos panicoliticos. Os resultados
obtidos indicam que a administracdo de opiorfina associada a fluoxetina nao
acelerou os efeitos panicoliticos da fluoxetina, mas que foi capaz de facilita-
los. Nesse contexto, a opiorfina abre a perspectiva de tratamento
combinado, permitindo reduzir a dose necessaria de fluoxetina. Este efeito
possivelmente estd relacionado a uma interacdo farmacologica entre os
receptores opioides MOR e serotoninérgicos 5-HT14 (RANGEL et al., 2014).
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