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RESUMO

Transtornos de ansiedade, como transtorno de panico e ansiedade generalizada,
sao cronicos e podem ser bastante incapacitantes. Estima-se que cerca de 25 a 30% da
populacdo sofre de algum tipo de transtorno de ansiedade. Os farmacos disponiveis
para tratamento desses transtornos sdo os ansioliticos (benzodiazepinicos e néo
benzodiazepinicos) e antidepressivos (inibidores seletivos da recaptacéo de serotonina,
inibidores da recaptacdo de serotonina e noradrenalina, antidepressivos triciclicos).
Esses farmacos estdo associados com significativos efeitos colaterais, incluindo
sedacdo, sonoléncia, diminuicdo da coordenagdo motora, no caso dos
benzodiazepinicos, e disfuncbes sexuais, gastrointestinais e de sono, no caso dos
antidepressivos. Relevante para este projeto, estima-se que 20-47% dos pacientes sao
refratarios a esses tratamentos, justificando o grande interesse no desenvolvimento de
novos farmacos. E provavel que este objetivo s6 seja alcancado com o desenvolvimento
de farmacos com mecanismo de acdo inovador. O sistema glutamatérgico tem sido
considerado como fonte de novos alvos farmacoldgicos em transtornos psiquiatricos. A
N-acetilcisteina (NAC) é um modulador glutamatérgico que mostrou efeitos positivos
tanto em modelos pré-clinicos como em testes clinicos em varias desordens
psiquiétricas, incluindo depresséo e esquizofrenia. No entanto, dados sobre seus efeitos
em relacdo a ansiedade sdo ainda escassos, por essa razdo, esse trabalho tem como
objetivo elucidar o potencial ansiolitico de N-acetilcisteina. O objetivo desse trabalho foi
explorar o potencial ansiolitico de N-acetilcisteina, usando os modelos T-maze elevado,
supresséo alimentar por novidade e hipertermia induzida por estresse em camundongos.
Verificou-se que NAC foi capaz de prevenir o aumento da temperatura no teste de
hipertermia induzida por estresse em camundongos Swiss e impediu a aquisicdo da
esquiva inibitéria no teste t-maze elevado em camundongos BALB/C. Os resultados
sugerem potencial efeito ansiolitico de NAC.

Palavras-chave: N-acetilcisteina, ansiedade, T-maze, supressao alimentar por

novidade, hipertermia induzida por estresse.



1. INTRODUCAO

1.1. Transtornos de Ansiedade

Transtornos de ansiedade (TA) sdo cronicos e podem ser incapacitantes,
representando um alto custo para os individuos e para a sociedade (Kessler et al 2007).
Esses transtornos sdo acompanhados de importante morbidade neuropsicolégica, sendo
a forma mais comum de transtorno psiquiatrico, afetando cerca de 25 a 30% da
populacdo e ocorrendo em pelo menos um episodio durante a vida (Kessler et al 2003).
Individuos com ansiedade elevada sdo mais propicios do que aqueles que nao tem
ansiedade a ter uma grande variedade de condicbes meédicas incluindo doencas
cardiovasculares, auto-imunes e neurodegenerativas; além disso, estdo em maior risco
de mortalidade precoce (Carrol et al. 2009, Eaker et al. 2005, Li et al 2008, Spitzer et al.
2009).

De acordo com o Manual de Diagndstico e Estatistico de Transtornos Mentais
(DSM-IV - 1994) existem pelo menos sete subtipos de transtornos de ansiedade
reconhecidos: ansiedade generalizada (AG), transtorno de panico (TP), fobia social (FS),
estresse pos-traumatico (TEPT) e transtorno obsessivo compulsivo (TOC). Ainda que o
DSM-V (2013) tenha alterado algumas destas categorizagdes, particularmente
colocando em um sub-grupo préprio os transtornos compulsivos, estes sao transtornos
reconhecidos na clinica com marcante presenca de ansiedade.

Os TA séo caracterizados por uma expressao inadequada ao medo, acarretando
diversos sintomas fisicos, afetivos e comportamentais, que tem expresséo variada para
cada subtipo de transtorno de ansiedade. E importante ressaltar que o medo é uma
resposta adaptativa as situacfes de perigo, assim como a ansiedade (Bear et al 2008).
O medo e a ansiedade tém uma consideravel sobreposicdo, tanto em suas
caracteristicas comportamentais, como fisiolégicas e neuroldégicas. No entanto, existem
diferencas fundamentais entre os dois: o0 medo é definido por uma reacdo abrupta de
luta-ou-fuga acompanhada de intensa excitacdo em resposta a uma ameaca intensa e
identificavel. Sendo assim, 0 medo nos permite evitar ameacas e perigos imediatos.
Alternativamente, a ansiedade é caracterizada por um estado mais prolongado de

tensdo, preocupacdo e apreensado incertas, sobre eventos futuros potencialmente

7



negativos (Barlow et. al. 2000). Nos TA ocorre uma resposta de estresse inadequada,
ocorrendo mesmo quando o estressor ndo esta presente ou quando ndo ha ameaca
imediata (Bear et al 2007).

1.2. Transtorno de ansiedade generalizada

O transtorno de ansiedade generalizada (TAG) € caracterizado por preocupacao
excessiva e expectativa apreensiva, persistente e de dificil controle. De forma nenhuma
€ trivial, podendo acarretar grande dano psicolégico e social ao individuo e
apresentando apenas 20% de chance de recuperacgéo (Stahl et al. 2000).

Entre os critérios diagnosticos, de acordo com o DSM-1V, estéo:

a) Ansiedade e preocupacdo excessivas (expectativa com apreensao),
ocorrendo mais dias do que néo, durante pelo menos seis meses, a respeito de diversos
eventos ou atividades.

b) Dificuldade de controlar a preocupacao.

c) Ansiedade e preocupacédo associadas a trés ou mais dos seguintes sintomas,
presentes nos ultimos seis meses: inquietacdo, cansaco facil, dificuldade de
concentracgéo, irritabilidade, tensdo muscular e disturbios do sono.

d) A ansiedade, preocupacao ou os sintomas fisicos causam sofrimento clinico
significativo ou prejuizo no funcionamento social ou ocupacional.

e) A perturbacdo ndo se deve aos efeitos fisiologicos diretos de substancias
(drogas de abuso ou medicamentos) ou de condicdo médica geral (p. ex.,
hipertireoidismo), nem ocorre exclusivamente durante transtornos de humor, transtorno

psicotico ou transtorno do desenvolvimento.

1.3. Transtorno de panico

O transtorno de panico (TP) é uma doenca psiquiatrica cronica que afeta 5 % da
populacdo ao longo da vida, atingindo 2 vezes mais mulheres que homens. E
caracterizado pela presenca de ataques subitos e inesperados de ansiedade recorrentes

acompanhados de sintomas fisicos. Geralmente, esses ataques sdo seguidos de
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preocupacOes persistentes acerca de ter um novo ataque e modificagcbes do
comportamento relacionadas a eles (Cordioli et al 2011).

Os sintomas associados ao TP incluem medo e ansiedade, assim como
pensamento catastrofico com sensacdo de ameaca ou iminente perda de controle, morte
ou insanidade (Stahl et al. 2000), que frequentemente levam a tentativas de fugir da
situacdo. O ataque de panico € acompanhado de diversos e variaveis sintomas fisicos,
que podem ser cardiacos, gastrointestinais, neurolégicos e pulmonares, podendo
simular diferentes doencas clinicas. Entre os comportamentos associados ao TP estdo a
tentativa de evitar situagbes que possam causar ansiedade ou situacbes que tenham
sido associadas a ataques de panico anteriores.

O ataque de panico geralmente tem a duracdo de 5 a 30 minutos e, para ser
classificado como ataque de panico, deve conter no minimo 4 dos seguintes sintomas:

a) Palpitagcbes ou taquicardia

b) Sudorese

c) Tremores

d) Sensacao de sufocacado ou “respiracao curta”

e) Sensacao de asfixia

f) Dor ou desconforto toracico

g) Nauseas ou colicas abdominais

h) Tonteira, desequilibrio ou desmaio

i) Desrealizacdo (sensacao de irrealidade) ou despersonalizacdo (sensacéo de
estar separado de si préprio)

j) Temor de perder o controle ou “enlouquecer”

k) Medo de morrer

l) Parestesias

m) Calafrios ou ondas de calor

1.4. Bases biologicas dos transtornos de ansiedade

Embora muito se tem estudado sobre transtornos de ansiedade, ainda sé&o
escassos ha literatura dados sobre seus mecanismos neurais, existindo poucas

evidéncias na caracterizacdo de déficits cognitivos mais especificos para os varios tipos
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de transtornos de ansiedade (Duval et al 2015). Apesar disso, muitos estudos e
descobertas tem sido feitos através de modelos animais de ansiedade e estudos de
imagem em humanos.

Uma série de regibes responsaveis por receber e processar informacoes
sensoriais, como o coértex occipital, giro fusiforme, e tadlamo, tém sido implicadas no
neurocircuito do TA (Maren et. al. 2001; Lang et. al. 1998). Essas areas tém um aumento
na ativacdo em resposta a estimulos em pacientes ansiosos quando comparados com
controles (Duval et. al. 2015).

Amplas evidéncias de estudos basicos e de imagem também sugerem a
importancia de regides envolvidas no processamento e geragdo de emocgdes, como 0
estriado (Ferry et. al. 2014), a amigdala (Lee et. al. 2013; Herry et. al. 2010; Marek et. al.
2013), a insula (Maren et al. 2001; Stein et. al. 2007; Shankman et. al. 2014) e o Cortex
dorsal cingular anterior (Whalen et. al. 1998). Estas areas desempenham um grande
papel na identificacdo de estimulos de medo e respostas de geracdo de medo. Estas
regides frequentemente tém anormalidades estruturais e sdo hiperativas na ansiedade
em comparacdo aos controles. Extensas evidéncias sugerem hiperativacdo na amigdala
em todos os transtornos de ansiedade (Shin et. al. 2010), que por essa razao possui um
papel de extrema importancia. O nucleo central da amigdala possui projecdes
colinérgicas para estruturas do prosencéfalo basal, as quais podem modular
seletivamente processos sensoriais e de aprendizado atraves de projecdes
colinérgicas ascendentes para regibes corticais ativados apos situacdes que
causem surpresa (Pessoa et al. 2010).

Regifes envolvidas na regulacdo da resposta a ameacga sdo particularmente
importantes nos TA. Estudos basicos e estudos de imagem em humanos mostraram que
o cortex pré-frontal medial, hipocampo, cértex pré-frontal dorsolateral e o cortex rostral
cingulado anterior tem sido implicados na resposta ao medo (Duval et. al. 2015).

O hipotalamo possui um papel central importante, pois orquestra a resposta
humoral, visceromotora e somaticomotora. A resposta humoral € mediada pelo eixo
hipotalamo-hipdfise-adrenal (HPA). O eixo HPA regula a secrecdo do cortisol pela
glandula adrenal, sendo que o cortisol contribui para a resposta fisiol6gica do corpo ao
estresse (Bear et al. 2007). A amigdala e o hipocampo regulam o eixo HPA. A ativacao

inadequada da amigdala e a diminuicdo de resposta do hipocampo tém sido relacionada
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com TA, pois dessa forma, o eixo HPA estaria desregulado, assim como a liberacdo do
cortisol (Bear et al. 2007).
Varios neurotransmissores estdo implicados nos TA, entre os principais destaca-

se a noradrenalina, a serotonina, 0 GABA e o glutamato (Braga et al. 2010).

1.5. O sistema glutamatérgico nos transtornos psiquiéatricos

Nas ultimas décadas o sistema glutamatérgico se tornou um importante alvo de
estudo e vem ganhando crescente interesse na pesquisa relacionada a disturbios
psiquiatricos e comportamentais. Sendo o glutamato uma molécula presente em todo o
sistema nervoso central, cuja transmissédo esta sujeita a uma fina regulacdo e que, ao
mesmo tempo em que € modulado, também modula varios outros sistemas de
neurotransmissores, vem se tornando um alvo farmacolégico importante na area dos
transtornos psiquiatricos (Hashimoto et al. 2011).

A evidéncia do papel do glutamato foi marcadamente destacada pela acéo
antidepressiva imediata do antagonista de receptores NMDA cetamina quando
administrada em doses subanestésicas (Zarate et al., 2006). Em relacdo aos transtornos
de ansiedade, também foi verificado a acdo de farmacos que agem no sistema
glutamatérgico. O acamprosato, que € um antagonista de receptores NMDA, reverteu o
comportamento ansioso causado pela retirada da administracdo de anfetamina em
camundongos (Koltunowska et al., 2013). Em outro estudo, um agonista de receptores
mGlu 2/3 denominado LY354740 apresentou efeito ansiolitico no teste comportamental
Plus-maze elevado. Todas essas evidéncias, apontam para o glutamato como sendo um

alvo potencial para o desenvolvimento de farmacos com acao ansiolitica.

1.6. Tratamentos farmacol6gicos nos transtornos de ansiedade

A farmacoterapia € uma ferramenta importante no manejo e tratamento de
transtornos de ansiedade. Em transtornos psiquiatricos em geral, ha cada vez mais uma
maior gama de evidéncias que apontam para a importancia de tratamentos
farmacoldgicos, principalmente quando concomitantes com psicoterapia. Entre os

principais farmacos utilizados, estao:
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Inibidores seletivos da recaptacdo de serotonina (ISRS): Os ISRS inibem a
recaptura de serotonina, aumentando este neurotransmissor na fenda sinaptica. Estes
sao os farmacos de primeira escolha para tratamento de TP, pois além de terem eficacia
comprovada para este mal, combinam um espectro eficaz para condicbes comorbidas
como depressdo por exemplo, além de estarem associados com razoavel seguranca e
tolerabilidade (Cordioli et al 2011). Também sdo muito Uteis no tratamento de transtorno
de ansiedade generalizada e outras subclasses de transtornos de ansiedade como
fobias e transtorno de estresse pOs-traumatico. Entre os principais ISRS estdo a
fluoxetina, a sertralina e o citalopram.

Inibidores da recaptacao de noradrenalina (IRNA): Essa classe de farmaco atua
através da inibicdo da recaptura de noradrenalina, aumentando este neurotransmissor
na fenda sinaptica. O principal IRNA é a venlafaxina, também considerado tratamento de
primeira linha para TP (Cordioli et al. 2011).

Antidepressivos triciclicos (ADTs): Os ADTs também séo eficazes no tratamento
de TP, no entanto muitas vezes esses farmacos apresentam efeitos colaterais graves
como ganho de peso e sonoléncia, além de apresentarem risco de superdosagem e
menor tolerabilidade, relegando esses farmacos a segunda escolha.

Benzodiazepinicos (BZDs): Os BZDs atuam seletivamente nos receptores
GABAa que medeiam a transmissdo sinaptica inibitéria em todo o sistema nervoso
central, intensificando a resposta ao GABA. Nos ultimos anos, o uso de BZDs vém
declinando e dando lugar aos antidepressivos, apesar disso, esses farmacos ainda séo
largamente utilizados para alivio de ansiedade intensa e incapacitante ou em estagios
iniciais do tratamento com antidepressivos. Entre os principais BZDs se encontram o
diazepam, o alprazolam e o clonazepam. Esses farmacos sdo muito Uteis para tratar
crises de ansiedade aguda e ha muitos relatos de que em TP a combinagédo de um ISRS
com um BZD pode ser melhor do que com um ISRS sozinho (Rang et al. 2012).

Os farmacos discutidos anteriormente possuem datados beneficios terapéuticos
para tratamento de transtornos de ansiedade, no entanto, também apresentam na
maioria dos casos efeitos adversos, que podem variar de leves a graves. Uma
peculiaridade dos antidepressivos, € que estes podem levar dias ou mesmo semanas
para fazer efeito, 0 que em muitos casos acaba sendo um grande empecilho quando se

trata de casos mais severos da doenca. Além disso, os antidepressivos podem causar
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efeitos adversos como nauseas, insbnia, disfungbes metabdlicas, sexuais e de sono. Ja
0s benzodiazepinicos podem produzir paradoxalmente aumento da irritabilidade e
agressividade em alguns individuos, além de apresentarem efeitos adversos como
sonoléncia, sedacao, efeitos toxicos decorrentes de superdosagem e dependéncia fisica
e emocional.

Apesar deste armamentarium terapéutico, chama atencdo o fato de que em
transtornos tao prevalentes, cerca de 20 — 47% (Pollack et al. 2007) dos pacientes sao
refratarios aos tratamentos farmacologicos disponiveis. Esse quadro por si s6 evidencia
a necessidade da busca de novas estratégias terapéuticas, de farmacos com

mecanismos de agao inovadores.

1.7. N-acetilcisteina

N-acetilcisteina (NAC) tem sido utilizada nos ultimos 30 anos principalmente
como mucolitico em doenca pulmonar obstrutiva crénica (DPOC) e como tratamento
para overdose por paracetamol. Nos ultimos anos, porém, tem surgido uma gama de
evidéncias que sugerem que NAC pode ter diversos beneficios terapéuticos em
multiplos transtornos neuropsiquiatricos (Berk et al 2013).

NAC é o derivado N-acetyl do aminoéacido L-cisteina e é rapidamente absorvido
apos uma dose por via oral (Arakawa et al 2007). L-cisteina é rapidamente oxidada no
meio pro-oxidante do cérebro formando cistina. Cistina € o0 substrato do antiporter
cistina-glutamato, o qual transporta o glutamato para fora da célula em troca de cistina,
regulando dessa maneira os niveis de glutamato extracelular e facilitando, assim, a
entrada de cisteina no interior da célula (Kau et al 2008). Dentro da célula, cistina pode
ser reduzida a cisteina, que é o componente limitante da sintese da molécula enddégena
antioxidante glutationa (Lushchak et al. (2012). A capacidade de NAC de regular tanto a
atividade do antiporter cistina-glutamato e a biossintese da glutationa é a chave para sua
eficacia terapéutica.

Ha uma crescente gama de estudos na literatura demonstrando a acdo de NAC
em diversos transtornos psiquiatricos como esquizofrenia, transtorno bipolar, adicdo a
drogas de abuso e depressédo (Berk et al 2013). Isso se deve provavelmente ao

mecanismo de acdo multifacetado de NAC, pois este atua, diretamente ou
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indiretamente, na neurotransmissdo de glutamato e dopamina e, além disso, tem
importante agdo antioxidante e anti-inflamatoria.

Existem também estudos de NAC relatados em transtornos de ansiedade como
tricotilomania (Grant et al. 2009; Odlaug 2007) e Transtorno Obsessivo Compulsivo
(Lafleur et al 2006) em humanos, sendo que em ambos foi observado consideravel
reducdo dos sintomas. Em modelos animais ha um estudo de NAC no teste Marble-
Burying em camundongos (Egashira, et al. 2012) demonstrando acdo ansiolitica de
NAC. Apesar da potencial acao terapéutica de NAC em transtornos de ansiedade, ainda
had poucos dados em modelos animais que possam comprovar efeito ansiolitico e

subsidiar desenhos de provas clinicas.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito de N-acetilcisteina em modelos animais de ansiedade e panico
em camundongos.

2.2 Objetivos especificos

S&o objetivos especificos desse trabalho:

() avaliar os efeitos ansioliticos e panicoliticos de NAC no teste de T-maze

elevado em camundongos BALB/C com tratamento agudo;

(i) avaliar os efeitos ansioliticos de NAC no teste de hipertermia induzida por

estresse em camundongos Swiss com tratamento agudo e subagudo;

(iii) avaliar os efeitos ansioliticos de NAC no teste de supressao alimentar por
novidade em camundongos Swiss e C57BL/6 com tratamento agudo e subagudo;
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3. ARTIGO CIENTIFICO

Artigo preparado segundo as normas da revista NEUROPHARMACOLOGY.

http://www.elsevier.com/journals/neuropharmacology/0028-3908/guide-for-authors
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RESUMO

Introducdo: Transtornos de ansiedade, como transtorno de panico e ansiedade
generalizada, s@o crbnicos e podem ser bastante incapacitantes. Estima-se que cerca
de 25 a 30% da populacédo sofre de algum tipo de transtorno de ansiedade. Os
farmacos disponiveis para tratamento desses transtornos apresentam diversos efeitos
adversos, tem eficacia aguém do desejado e, significativamente, estima-se em 20 — 47%
a fracdo de pacientes refratarios aos tratamentos disponiveis. Torna-se, portanto,
relevante desenvolver novos farmacos, preferencialmente com mecanismo de acao
inovador. O sistema glutamatérgico, tem sido considerado como fonte de novos alvos
farmacoldgicos em transtornos psiquiatricos. A N-acetilcisteina (NAC) é um modulador
glutamatérgico que mostrou efeitos positivos tanto em modelos pré-clinicos como em
testes clinicos em vérias desordens psiquiatricas, incluindo depressdo e esquizofrenia.
No entanto, ha poucos dados quanto a seu efeito em transtornos de ansiedade.
Objetivos: examinar os efeitos de NAC em diferentes testes comportamentais de
ansiedade em camundongos. Métodos: Foi realizado o teste T-maze elevado,
supresséo alimentar por novidade e hipertermia induzida por estresse em camundongos
BALB/C e Swiss com diferentes doses e tratamentos de NAC. Os dados foram
analisados por ANOVA de uma via seguida pelo teste post hoc de Student-Newman-
Keuls (SNK) ou pelo modelo de equacbes de estimacdes generalizadas (GEEE).
Resultados: Verificou-se que NAC foi capaz de prevenir o aumento da temperatura no
teste de hipertermia induzida por estresse em camundongos Swiss e impediu a
aquisicdo da esquiva inibitéria no teste t-maze elevado em camundongos BALB/C.
Apenas diazepam foi capaz de diminuir a laténcia para ingesta de alimento no teste de
supresséao alimentar por novidade. Concluséo: Foi observado efeito ansiolitico de NAC
nos testes T-maze elevado e supressao alimentar por novidade em camundongos, o que

sugere NAC como um possivel tratamento para transtornos de ansiedade.

Palavras-chave: N-acetilcisteina, ansiedade, transtorno de péanico, T-maze,

supresséao alimentar por novidade, hipertermia induzida por estresse.
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1. INTRODUCAO

Transtornos de ansiedade sao prevalentes, cronicos, podem ser
significativamente incapacitantes, representando um alto custo para os individuos e para
a sociedade (Kessler et al 2007). Transtornos de ansiedades sédo a forma mais comum
de transtorno psiquiatrico, afetando cerca de 25 a 30% da populacdo e ocorrendo em
pelo menos um episdédio durante a vida (Kessler et al 2005).

O manejo terapéutico de transtornos de ansiedade é realizado com assisténcia
psicoldgica e farmacoterapia; no entanto, estima-se que cerca de 40-50% dos pacientes
sao refratarios a esses tratamentos (Wu et al., 2012). As drogas de primeira escolha sao
os antidepressivos (inibidores seletivos da recaptacdo de serotonina, os inibidores da
recaptacdo de serotonina e noradrenalina e o0s antidepressivos triciclicos) e os
ansioliticos (benzodiazepinicos e ndo benzodiazepinicos). No entanto, esses farmacos
causam diversos efeitos colaterais, incluindo sonoléncia ou sedagao e diminuicdo da
coordenacdo motora, no caso dos benzodiazepinicos, e disfun¢bes sexuais,
gastrointestinais e de sono, no caso dos antidepressivos. Dessa forma, € de grande
interesse a busca por novos farmacos com mecanismo de acédo inovador, que sejam
mais eficazes e/ou apresentem menos efeitos adversos do que os farmacos atualmente
disponiveis.

Nas ultimas décadas o sistema glutamatérgico passou a ser foco de atencao na
neurobiologia em geral, e vem ganhando grande interesse na pesquisa relacionada a
transtornos psiquiatricos e comportamentais. Sendo o glutamato uma molécula presente
em todo o sistema nervoso central, cuja transmissao esta sujeita a uma fina regulacéo e
gue ao mesmo tempo em que é modulado também modula varios outros sistemas de
neurotransmissores, vem se tornando um alvo farmacologico importante na area de
psiquiatria (Hashimoto, 2011). Evidéncia do potencial inovador de drogas cujo efeito se
da através da modulacdo glutamatérgica, € a acdo antidepressiva imediata do
antagonista de receptores NMDA cetamina quando administrada em doses
subanestésicas (Zarate et al., 2006).

A N-acetilcisteina (NAC) é um precursor de cisteina que age no trocador cistina-
glutamato presente em astrocitos, aumentando a quantidade de glutamato
extrassingptico (Baker et al., 2008). Essa elevacdo promove uma maior ativagdo de

receptores metabotrépicos mGlu2/3 localizados no espacgo extra sinaptico, resultando
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em diminuicdo da liberacdo sinaptica de glutamato e consequente redugcdo na ativacao
de receptores glutamatérgicos pés sinapticos, especialmente do tipo NMDA (Dean et al.,
2010). O potencial da utilidade de NAC em transtornos psiquiatricos tem sido
documentado, tanto em modelos pré-clinicos (Linck et al., 2012) como em estudos
clinicos (Berk et al., 2008; Berk, 2013). No entanto estudos sobre os efeitos ansioliticos
do NAC séo escassos, resumindo-se a tricotilomania em humanos (Grant et al., 2009),
no teste Marble-Burying em camundongos (Egashira, 2012) e dados néo publicados de
nosso laboratério (Noetzold, 2014). O objetivo deste trabalho € investigar os efeitos do
NAC em modelos de ansiedade (supresséao alimentar por novidade, hipertermia induzida
por estresse e T-maze) em camundongos, Uteis como subsidios ao desenho das

necessarias provas clinicas.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Animais

Foram utilizados camundongos machos adultos (45 dias) da linhagem Swiss,
BALB/C e C57BL/6. Os animais foram adquiridos da Universidade Federal de Pelotas
(UFPel) e foram mantidos por pelo menos 15 dias de ambientacéo no biotério setorial do
departamento de farmacologia do Instituto de Ciéncias Béasicas da Saude (ICBS) em
ambiente controlado com temperatura entre 20 e 24 °C, ciclo claro/escuro de 12h/12h
(luz acessa das 7h as 19h) e com alimentacéo padrao para a espécie e agua ad libitum.
Todos os experimentos foram aprovados pela comissdo de ética no uso de animais
(CEUA).

2.2. Drogas

N-acetilcisteina (NAC) foi adquirida da Sigma-Aldrich (St. Louis, Estados Unidos)
e diazepam em ampola da Teuto Brasil (Goias, Brasil). Todos os farmacos foram
diluidos em solucéo salina e as solu¢des foram administradas por injecao intraperitoneal

(i.p.) no volume de 0,1 mL/10 g de peso corporal.

2.3. Testes comportamentais
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2.3.1.Teste de supressao alimentar por novidade: Foram utilizados
camundongos da linhagem Swiss e C57BL/6. O aparato do teste consiste de uma arena
de madeira quadrada (40 x 40 x 40 cm) com o ch&o coberto por uma fina camada de
maravalha. Os animais permaneceram em jejum durante as 24 horas anteriores ao teste.
No dia do teste, um Unico pellet de alimento (ragdo normal) foi colocado no centro da
caixa sobre um papel filtro branco redondo e o animal foi posicionado em um dos cantos
da caixa. Foi medido o tempo de laténcia para o animal comecar a comer. O teto
maximo do teste foi de 5 minutos (Santarelli et al.,, 2003). Em seguida, o animal foi
transferido para a sua gaiola de origem e foi medida a quantidade de alimento
consumido em 5 minutos.

Para este teste foi avaliado o efeito de tratamento agudo (salina, diazepam 1
mg/kg, NAC 30 e 60 mg/kg) onde as administracfes por via i.p. ocorreram 30 minutos
antes da realizacéo do teste e tratamento subagudo (salina, diazepam 1 mg/kg, NAC 10
e 30 mg/kg) com administracao durante 4 dias antes do teste.

2.3.2. Hipertermia induzida por estresse: Foram utilizados camundongos da
linhagem Swiss. Os camundongos foram isolados em caixas-moradia 24 horas antes do
teste. As administracbes foram realizadas por via intraperitoneal 60 minutos antes do
teste. As temperaturas retais foram medidas por meio de um termémetro enquanto o
animal era mantido imével e seguro pela médo do pesquisador. A sonda foi mantida no
local até que as leituras fossem feitas. A temperatura retal foi medida duas vezes em
cada camundongo, sendo que a primeira medicao (T1) induz a leve estresse, causando
um aumento de temperatura; 10 minutos apos foi feita a segunda medicdo (T2). A
diferenca entre as temperaturas (T2-T1) foi a medida de hipertermia induzida por
estresse (Borsini et al. 1998). Os animais foram divididos nos seguintes grupos
experimentais com n de 10 animais par cada grupo: tratamento agudo, onde as drogas
(salina, diazepam 2 mg/Kg, NAC 60, NAC 100 e NAC 150 mg/Kg) foram administradas
60 min antes do teste e tratamento subagudo, onde as drogas (salina, diazepam 2
mg/kg, NAC 10, 30 ou 60 mg/kg) foram administradas durante 4 dias, sendo que a ultima
administragao foi realizada 60 min antes do teste.
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2.3.3. T-Maze Elevado: Descrito por Graeff et al 1993 e 1998 e adaptado para
camundongos por Pulga et al 2012. Foram utilizados camundongos das linhagens
BALB/C. O aparato € em forma de T e consiste em trés bracos de iguais dimensdes (30
x 5 cm), sendo que o braco vertical € fechado por paredes de acrilico escuro de 20 cm
de altura; os dois bracos horizontais sdo abertos, mas contém uma borda de acrilico de
0, 25 cm de altura em toda sua extensao. A sala foi iluminada apenas por luz vermelha.
O experimento foi realizado entre 8:00 h e 15:00 h e consistiu de duas sessdes: na
sessdao de treino o animal foi exposto a um dos bracos abertos durante 30 min; 24 horas
apos foi realizada a sessao de teste, em que cada animal foi colocado na extremidade
do bracgo fechado. Anotou-se a laténcia para que o animal saisse do brago fechado em
trés tentativas consecutivas separadas por um intervalo de 30 segundos. 30 segundos
apos a ultima tentativa, cada animal foi colocado na extremidade do mesmo braco
aberto que foi utilizado na sesséo de treino; anotou-se a laténcia de fuga para o brago
fechado, em trés tentativas consecutivas separadas por 30 segundos de intervalo. Foi
utilizado um ponto de corte de 300 segundos para ambas as laténcias. Os experimentos
foram filmados por uma cémera digital instalada acima do aparato, e posteriormente

analisado através do software ANY-Maze (Stoelting Co., Wood Dale, IL, USA).

2.4. Andlise estatistica

Os dados de supressao alimentar e T-maze foram analisados por ANOVA de
uma via seguida pelo teste post hoc de Student-Newman-Keuls (SNK). Os dados do
teste de hipertermia induzida por estresse foram analisados pelo modelo de equagbes
de estimacdes generalizadas (GEEE), pois este se mostrou mais adequado para este
tipo de analise em comparacdo ao ANOVA (Guimardes et al. 2012). Foram
considerados significativos valores de p<0,05. Foi utilizado o programa Prism GraphPad
5.0 e SPSS 8.0 para Windows.

3. RESULTADOS

Os resultados de supressdo alimentar sdo mostrados nas Figuras 1 e 2.
Diazepam diminuiu significativamente (F»2s = 8.112 e p<0.005) a laténcia para ingesta
de alimento em camundongos Swiss (Fig. 1A), mas nédo C57 (F3 3= 0.5474 e p>0.05)

(Fig. 1B), quando administrado agudamente (Fig. 1). Nao houve diferencas significativas
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na quantidade de alimento ingerido entre 0s Varios grupos e tratamentos (Swiss: F3 g =
8917; C57: F33, = 1.188 e p>0.05) (Fig. 1B), o que indica que nenhuma das drogas
interfere no apetite. Na administracdo subaguda, ndo houve diferenca significativa entre
0S grupos seja na laténcia (Fs 32 = 0.8061 e p>0.05) (Fig. 2A) ou no consumo (Fz 3, =
0.8284 e p>0.05) (Fig. 2B).

A figura 3 apresenta os dados do teste de hipertermia induzida por estresse.
Com administracdo aguda (Fig. 3A), NAC preveniu o aumento da temperatura nas
doses de 60 mg/Kg (Wald chi-square;=0.011 e p>0.05) e 100 mg/Kg (Wald chi-square,
=0.021 e p>0.05), quando comparada com os animais controle. Diazepam ndo mostrou
efeito (Wald chi-square; =4.556 e p>0.05). Com administracdo subaguda, tanto NAC 10
mg/Kg (Wald chi-square;=0.413 e p>0.05) e NAC 60 mg/Kg (Wald chi-square; =2.459 e
p>0.05), quanto diazepam (Wald chi-square;=1.092 e p>0.05) foram efetivos em
prevenir o aumento da temperatura (Fig. 3B). Nado houve diferencas significativas na
temperatura basal (T1 °C) entre todos os grupos (Fs24=2.111 e p>0.05) o que indica
gue nenhuma das drogas interfere na temperatura.

A figura 4 apresenta os dados obtidos no teste T-maze elevado. Diazepam e
NAC mostraram efeito ansiolitico, inibindo a aquisicdo da esquiva inibitéria (F, 24 = 4.825
e p>0.001).

4. DISCUSSAO

Este estudo traz evidéncias adicionais quanto aos efeitos ansioliticos de NAC,
mostrando seu efeito nos testes de hipertermia induzida por estresse e esquiva inibitoria
no T-maze elevado. Como observado em outros modelos animais utilizando
camundongos da linhagem CF1 (Noetzold, 2014), a administracdo subaguda parece
diminuir a dose necessaria para o efeito ansiolitico.

No teste de supressao alimentar por novidade, apenas diazepam se mostrou
efetivo em reduzir a laténcia para ingesta de alimento em camundongos Swiss, mas néo
em C57BL/6. Na literatura o uso de camundongos da linhagem C57BL/6 é predominante
(Wincott et al. 2014; Sahay et al. 2011; Bambico et al. 2010), mas também ha dados em
camundongos da linhagem Swiss (Gai et al. 2014). Nao se observou atividade de NAC
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agudo ou sub-agudo, em nenhum dos parametros analisados. A validacao do teste nas
linhagens e condi¢des usadas neste estudo néo parece robusta.

No teste de hipertermia induzida por estresse a primeira medicéo de temperatura
(T1) é um agente estressor, que causa aumento da temperatura e drogas ansioliticas
sao capazes de impedir esse aumento (Van der Heyden et al. 1997). NAC administrado
agudamente foi capaz de impedir o aumento da temperatura nas doses de 60 e 100
mg/Kg; com administracdo subaguda, tanto diazepam, como NAC (10 e 60 mg/Kg) foram
capazes de prevenir esse aumento. Os dados demonstram o efeito ansiolitico de NAC,
num modelo validado com o controle positivo diazepam.

No T-maze elevado foi analisada a laténcia para o animal sair do braco fechado
em trés sessdes consecutivas. Como os camundongos evitam lugares abertos, altos e
claros, as laténcias para saida do braco fechado tendem a aumentar a cada uma das
trés sessbes, jA que ha aprendizado e memdria associados a experiéncia (esquiva
inibitéria). NAC 60 mg/Kg, assim como seu controle diazepam, foram capazes de
prevenir a aquisicdo da esquiva inibitéria, demonstrando seu efeito ansiolitico.

Os antidepressivos tém sido os farmacos de primeira escolha para tratamento de
transtornos de ansiedade (Rang et al. 2012). Ja foi demonstrado que NAC possui agéo
antidepressiva em testes comportamentais realizados em camundongos (Link et al.
2012). Foi sugerido que NAC pode diminuir a dose ativa de alguns antidepressivos,
sugerindo emprego como adjuvante para aumentar a efetividade e aderéncia de
antidepressivos (Costa-campos et al. 2013). Levando em consideracdo que muitas
vezes 0s TA e depressao sdo comoérbidos e se sobrepbem (Miller et al 2009), os dados
deste trabalho apontam para uma nova vantagem do uso concomitante de NAC e

antidepressivos usados para transtornos de ansiedade.

5. CONCLUSAO

Este estudo foi capaz de demonstrar efeito ansiolitico positivo de NAC em testes
comportamentais de ansiedade em camundongos. Por NAC possuir um mecanismo de
acao diferente dos farmacos ja utilizados na clinica médica e por ndo apresentar efeitos
adversos importantes, sugere-se NAC como um forte candidato para tratamento de

transtornos de ansiedade. Obviamente, mais estudos sao necessarios, tanto em
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modelos animais e em andlises bioquimicas, quanto em testes clinicos, para que se
possa caracterizi-lo de forma mais completa.
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Figura 1 — Efeitos do tratamento agudo com N-acetilcisteina no teste de
supressao alimentar induzida por novidade em camundongos Swiss (A)e
C57BL/6 (B). ApOs 24 horas de privacdo de alimento os camundongos (n = 6-10 por
grupo) foram submetidos ao teste de supressédo alimentar por novidade. Salina
(SAL), diazepam (DPZ) e N-acetilcistina (NAC) 30 e 60 mg/Kg foram administradas
30 min antes do teste. Imediatamente apds o teste os animais foram transferidos
para sua caixa moradia e o consumo de comida foi avaliado por 5 min. Média * erro
padrdo * p < 0,05 x salina.; One Way ANOVA — SNK.
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Figura 2 — Efeitos do tratamento sub-agudo com N-acetilcisteina no teste de
supressao alimentar induzida por novidade em camundongos C57BL/6. (A)
Laténcia para comer; (B) Consumo de alimento da caixa moradia. Apos 24 horas de
privacao de alimento os camundongos (n = 6-10) foram submetidos ao teste. Salina
(SAL), diazepam (DPZ) e N-acetilcisteina (NAC) 10 e 30 mg/kg foram administrados
durante 4 dias, sendo a Ultima administracdo 30 min antes do teste. Imediatamente
apos o teste o consumo de comida foi avaliado por 5 min na caixa moradia. Média +
erro padréo * p < 0,05 x salina.; One Way ANOVA — SNK.
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Figura 3 — Efeito de n-acetilcisteina no teste de hipertermia induzida por
estresse em camundongos Swiss. SAL: salina, DZP: diazepam 2mg/Kg, NAC 10-
150: N-acetilcisteina 10-150 mg/Kg. Tratamentos administrados 60 min antes do
teste (agudo) (3A) ou durante 4 dias, sendo a ultima administracdo 60 min antes do
teste (sub-agudo) (3B). T1 = temperatura basal; T2 = segunda medicdo de
temperatura. Média + erro padrao * p < 0,05, Generalized estimating equation model
(GEE) — Bonferroni e One Way ANOVA — SNK.
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Figura 4 - Efeito de n-acetilcisteina na aquisicdo da esquiva inibitéria no teste T-
maze elevado. Salina (SAL), diazepam 1 mg/Kg (DZP), n-acetilcisteina 60 mg/kg
(NAC) foram administrados 30 min antes do teste. Laténcias para sair do braco
fechado em trés sessbes consecutivas. Média + erro padrdo. * p < 0,05, One Way
ANOVA — SNK
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5. Conclusdes e perspectivas

O presente estudo foi capaz de demonstrar efeito ansiolitico de NAC nos testes
comportamentais de hipertermia induzida por estresse e T-maze.

Este trabalho tinha como um dos objetivos especificos avaliar o potencial
panicolitico de NAC no teste de T-maze elevado. Foram realizados diversos pilotos com
o intuito de validar o comportamento de escape de uma-via, ou seja, a fuga do braco
aberto em trés sessdes consecutivas. Para que se possa avaliar esse comportamento
de escape, € necessario que as trés laténcias sejam semelhantes, ndo ocorrendo
interferéncia por aprendizado. Drogas panicoliticas seriam capazes de aumentar a
laténcia para fuga do bragco aberto nas trés sessdes (Graef et al 1993 e 1998). Foram
realizadas inUmeras tentativas de adaptacdo do protocolo, incluindo mudancas de
iluminacao da sala de experimentacgéo, tempo de ambientacdo dos animais tanto na sala
como no aparato, utilizacdo de diferentes linhagens de camundongos (Swiss e BALB/C).
Apesar disso, ndo foi possivel validar o teste. Tem sido discutido na literatura a
dificuldade para validacdo do T-maze em camundongos e ratos (Carvalho-Netto et al.
2003), principalmente na sessao de escape e a validagdo desse teste tem se mostrado
elusiva (Zangrossi et al 2014).

Ainda que esses dados sejam preliminares e que mais estudos devam ser
realizados, o presente trabalho cumpriu seu objetivo de demonstrar o potencial
ansiolitico de NAC.

Como perspectiva pretende-se realizar mais testes comportamentais em
animais, visando uma melhor caracterizacdo do efeito ansiolitico de NAC em diferentes
doses e tratamentos (como tratamento sub-crénico de 15 dias e crénico de 21 dias com
menores doses). Apesar das dificuldades de padronizacdo e utilizacdo de modelos de
transtornos de panico em animais, pretendemos avaliar os possiveis efeitos panicoliticos
de NAC em diferentes doses e tratamentos. Testes bioquimicos também serdo de
grande importancia para os estudos futuros.

Dessa forma, visa-se obter dados robustos que deem base para futuros testes
clinicos, com potencial de validar e verificar o desenvolvimento de NAC como um futuro

tratamento para transtornos de ansiedade.
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