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INTRODUCAO

A ansiedade ocorre normalmente em situacfes de percepcdo de ameaca
ou perigo, tratando-se de uma resposta adaptativa; comeca a se tornar anormal
quando ocorre sem motivos suficientes, com grande duracdo ou intensidade
elevada. O termo ansiedade generalizada apareceu pela primeira vez na terceira
edicdo do Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders (DSM-III), quando
a ansiedade psiconeurotica, um disturbio descrito no DSM-II, foi desmembrado em
transtorno de ansiedade generalizada e transtorno do panico (RICKELS AND RINN,
2002). Segundo o DSM-1V, os principais critérios diagnosticos caracteristicos sdo
ansiedade excessiva, ou irritacdo, seguida de varios eventos durante muitos dias
por um periodo de ao menos seis meses: agitacdo, fadiga, irritabilidade,
dificuldade de concentracdo, tensdo muscular, distarbios do sono (CONNOR AND
DAVIDSON, 1998; RESSLER et al.,2000; WALL AND MESSIER, 2001; RICKELS AND
RINN., 2002).

A prevaléncia pontual e ao longo da vida do Transtorno de Ansiedade
Generalizada (TAG) é respectivamente 1,6 % e 5,1%, ocorrendo comorbidades
psiquiatricas, como depressdo ou outras formas de ansiedade, em
aproximadamente 90% dos pacientes, e a sua sintomatologia resulta em prejuizo
social e diminuicdo da qualidade de vida do paciente (BALLENGER, 2001; SRAMEK et
al., 2002).

Ha um grande numero de dados na literatura sobre as bases biol6gicas da
ansiedade, o que levou ao desenvolvimento de diversas hip6teses ou modelos
neuroanatdémicos. Fatores bioldgicos e psicossociais parecem contribuir para o

desenvolvimento do TAG. O modelo mais conhecido foi proposto por Gray em



1983, em que concebe a ansiedade como um estado provocado pela ativacdo do
sistema comportamental inibitério (SCI), que modula as respostas ao estresse em
modelos animais e potencialmente regula estados persistentes de ansiedade em
humanos. Estes estudos pressupdem que o efeito ansiolitico dos farmacos resulta
da reducdo de sua atividade e inclui areas septohipocampais e as estruturas
aferentes noradrenérgicas e serotoninérgicas, nucleos da rafe e locus ceruleus.
Além disso, o cortex pré-frontal parece modular esse sistema (GRAY, 1983; ToOMAZ
et al., 1993; BALLENGER., 2001).

A importancia do modelo desenvolvido por Gray (1983) se deve a extensa
literatura pré-clinica que corrobora seus achados. A semelhanca entre os efeitos
comportamentais dos ansioliticos e o efeito de lesbes das areas septais e do
hipocampo em modelos animais sugere que estas estruturas desempenham um
papel fundamental na mediacdo da ansiedade. Os farmacos ansioliticos parecem
exercer seu efeito através da reducdo de serotonina e norepinefrina na area
septohipocampal. Sob condigcbes de estresse agudo ha uma amplificacdo na
atividade de norepinefrina e serotonina nas éareas citadas anteriormente. Os
benzodiazepinicos teoricamente reduzem a funcdo desse sistema agindo nos
receptores pré sinapticos GABA,, do nucleo da rafe e do locus ceruleus e nos pés-
sinpticos no hipocampo (GONzALEZ et al., 1998).

O estudo da neuroquimica e da neuroanatomia dos transtornos de
ansiedade tem sugerido que a sua fisiopatologia € complexa e esta associada a
alteracdes em diversos sistemas de neurotransmissores (BRAWMAN-MINTZER AND
LyDIARD, 1997). O &cido gama-aminobutirico (GABA) ¢é o principal

neurotransmissor inibitério no sistema nervoso central (SNC) e esta amplamente



distribuido em todas as regides cerebrais (SIEGHART AND SPERK, 2002). Os
receptores benzodiazepinicos também estdo amplamente distribuidos pelo SNC,
principalmente no cortex cerebral, cerebelo e amigdala. O sitio de ligacdo dos
benzodiazepinicos e do GABA fazem parte de um mesmo complexo
macromolecular, chamado receptor GABAa, funcionando de uma maneira
alostérica. Os benzodiazepinicos sdo agentes ansioliticos efetivos que aumentam
a transmissdao GABAérgica. Estudos em animais e humanos demonstraram um
significativo papel desse sistema na patofisiologia do TAG (FERNANDES et al.,
1999).

Em modelos animais de inducdo de estresse cronico, foi demonstrada uma
diminuicdo da ligagdo a receptores benzodiazepinicos no cortex frontal,
hipocampo e hipotalamo, regides associadas ao circuito do medo e da ansiedade.
Estudos evidenciaram uma reducdo do conjunto de sinapses dos receptores
GABAA em ratos heterozigotos para a subunidade &, principalmente no coértex
cerebral e no hipocampo, sugerindo que uma disfuncéo no receptor GABAa possa
representar uma predisposicdo aos transtornos de ansiedade (CONNOR AND
DAvIDSON, 1998). Além disso, diversos experimentos em humanos também
suportam essa hipotese. Os benzodiazepinicos sao efetivos no tratamento dos
pacientes com TAG, sendo que pessoas ndo ansiosas experimentam intensa
reagcdo de ansiedade quando expostas a p-carbolina, agonista inverso
benzodiazepinico. Posteriormente, o0s receptores benzodiazepinicos centrais

foram estudados através da medida da velocidade dos movimentos oculares



rapidos, controlados em parte pelos receptores benzodiazepinicos presentes na
ponte e no coliculo superior (FERNANDES et al., 1999).

Os dados provenientes de estudos pré-clinicos e clinicos sugerem o
envolvimento de diversas regides neuroanatdbmicas na reacdo de ansiedade e
medo (SANDFORD et al, 2000; LYDIARD, 2003). Em um estudo utilizando tomografia
com emissdo de positrons (PET) em dezoito pacientes com TAG e em quinze
controles se observou o metabolismo cerebral antes e apds trés semanas de
tratamento com benzodiazepinicos ou placebo. Antes do tratamento pacientes
com TAG apresentaram reducdo significativa nas taxas de metabolismo nos
ganglios da base (média entre caudado, putamen, e globo pélido), no lobo
temporal superior e no cingulado. As taxas metabdlicas também estavam
reduzidas na amigdala e no hipocampo, mas a diferenca nao foi significativa. O
tratamento com benzodiazepinicos resultou em um decréscimo significativo no
metabolismo da glicose na superficie cortical, especialmente o cértex occipital,
sistema limbico e ganglios da base; mas isto ndo estava associado com a
normalizacdo dos padrdes de glicose em cada regido descritos por Wu et al em
1991.

O sistema noradrenérgico origina-se na ponte e no bulbo. O locus ceruleus
€ o principal nacleo que contém norepinefrina (NE) e fornece inervacdes para o
cortex cerebral, o cerebelo, o sistema limbico, o tronco cerebral e a medula

espinhal. Os efeitos da NE sdo mediados por receptores a e . Os receptores oy

séo confinados & membrana pds-sinaptica, enquanto os a, podem ser pré ou pos-



sinapticos. Tanto os receptores B; quanto os [, foram encontrados no cérebro
(SANDFORD et al, 2000; BRUNELLO et al., 2003).

Inicialmente, diversos investigadores, como Sevy et al (1989), encontraram
aumento da concentracdo das catecolaminas plasmaticas e dos metabdlitos
urinérios em pacientes com TAG. O aumento da atividade da NE nesses pacientes
levantou a hipétese de que os niveis elevados de catecolaminas causariam uma
diminuicAo dos receptores ay-adrenérgicos pré-sinapticos, porém estudos
posteriores ndo acharam diferencas entre os pacientes com TAG e 0s controles.
Os autores concluiram que os achados iniciais estavam relacionados ao estresse
da puncdo venosa. Nao foram demonstradas diferencas significativas nos niveis
de catecol-O-metiltransferase, dopamina p-hidroxilase e monoaminoxidase entre
individuos com TAG e controles normais (MATHEW et al, 1980). Em contraste,
estudos utilizando métodos de desafio para examinar aspectos dinamicos ou
funcionais do sistema noradrenérgico evidenciaram diversas diferengas entre 0s
individuos com TAG e os controles (CAMERON et al, 1990; ABELSON et al, 1991).

O papel da NE no TAG ainda nao é claro, pois os dados dos estudos séo
controversos. Apesar dos niveis de catecolaminas estarem normais em situacdes
basais, os achados de uma provavel reducdo da sensibilidade dos receptores
adrenérgicos mostraram a necessidade de novos estudos para avaliagcdo da
funcdo da NE diretamente no SNC. Os corpos celulares das principais vias
serotoninérgicas originam-se nos nucleos da rafe. Eles inervam o hipotalamo,
talamo, ganglios basais e sistema limbico. Eison (1990) concluiu que a ansiedade

patolégica representaria uma atividade excessiva da serotonina (5-HT) nessas



areas cerebrais. Lesdes ou blogueio desse sistema teriam efeito ansiolitico em
modelos animais. Em animais, situacbes ameacadoras aumentam 0s niveis pré-
sinapticos de 5-HT e as regifes limbicas e corticais utilizam essas informacdes
para analisar e reagir a situacdo. Além disso, os subtipos de receptores 5-HTia, €
5-HT3 foram associados ao comportamento do medo (RESSLER AND NEMEROFF,
2000).

Camundongos sem os receptores 5-HT;a (5-HTia knockout mice)
apresentam diminuicdo da capacidade exploratéria e aumento do medo em
ambientes aversivos, sugerindo um aumento da ansiedade. Agonistas 5-HTia
como a buspirona, que seletivamente reduz a descarga dos neurdnios 5-HT em
modelos animais, demostraram auxiliar no tratamento do TAG, assim como o
bloqueador 5-HT,, nefazodona (FABRE et al., 2000). As evidéncias do envolvimento
da 5-HT no TAG sé&o baseadas nos achados de diversos estudos. Iny et al. (1994)
encontraram reducdo da ligacdo da paroxetina as plaquetas em pacientes com
TAG. Foram relatados niveis urinarios elevados da enzima lisossomal N-acetil--
glicosaminidase, marcador da atividade da 5-HT, nos individuos com TAG (Fabre
et al, 2000; Sandford et al, 2000). Além disso, diminuicdo dos niveis de 5-HT no
liquido cefalorraquidiano (LCR) em pacientes com este transtorno também foi
descrita. Entretanto, estudos demonstraram que o inibidor da sintese da 5-HT,
paraclorofenilalanina (PCPA), tem atividade ansiogénica em humanos,
relacionando a reducdo dos niveis de 5-HT a ansiedade. (INy et al, 1994).

O glutamato é o principal neurotransmissor excitatorio no SNC, sendo

também importante na plasticidade neuronal. Modelos animais de depressao



relacionados ao estresse demonstraram um aumento na expressdo génica da
subunidade NR; do N-metil-d-aspartato (NMDA) na area tegmentar ventral e
aumentos seletivos regionais na ligacdo ou funcdo do NMDA. A administracédo
cronica de antagonistas NMDA e agonistas parciais da glicina-B reduz os deficits
comportamentais em modelos de depressdo e ansiedade, assim como 0sS
antagonistas NMDA previnem o condicionamento e tém atividade ansiolitica direta.
O estresse parece estimular a liberacdo do glutamato no hipocampo, em parte
pelos efeitos dos glicocorticoides. A lamotrigina, um farmaco que reduz a liberacéo
do glutamato em humanos, atenua os efeitos dissociativos da cetamina.
Entretanto, a eficacia dos antagonistas NMDA no tratamento da ansiedade
humana ainda nao foi explorada (CHOINACKA-WOJCIK et al, 2001).

Ha trés grupos principais de psicofarmacos que tém sido usados no
tratamento da TAG: os benzodiazepinicos, as azapironas e os antidepressivos
(DAVIDSON, 2001; GORMAN, 2002; GORMAN, 2003). Um numero elevado de
benzodiazepinicos tem sido aprovado para o tratamento de transtornos de
ansiedade, assim como para tratamento a curto prazo de sintomas ansiosos. No
entanto o TAG frequientemente apresenta curso crénico e um tratamento a longo
prazo pode ser necessario. Estudos tém apontado para a maior eficacia dos
benzodiazepinicos em sintomas especificos do TAG, particularmente sintomas
somaticos e autonémicos. Por outro lado, os resultados sao pobres em relacédo
aos sintomas psiquicos, incluindo preocupacdo excessiva e irritabilidade. Ainda
que o0s benzodiazepinicos sejam largamente usados, ha poucos estudos
controlados que embasem os beneficios deste tratamento ao longo prazo. E

importante ressaltar que apesar de setenta por cento dos pacientes com TAG



responderem adequadamente aos benzodiazepinicos, menos de dois tercos
atinge remissao completa dos sintomas (GORMAN, 2002; KAPCZzINSKI et al, 2004).

Ha alguns anos o grupo das azapironas, representado pela buspirona, foi
introduzido para o tratamento de sintomas de ansiedade como os encontrados no
TAG. A buspirona € um agonista parcial pré e pés-sinaptico do receptor 5HT14 €
foi o primeiro farmaco aprovado pelo Food and Drug Administration (FDA), apés
0os benzodiazepinicos, para o tratamento do TAG (BALLENGER, 2001). Estudos
demonstraram a sua eficacia no TAG, que foi semelhante a dos
benzodiazepinicos. No entanto foi menos efetiva que os benzodiazepinicos nos
sintomas somaticos e autondmicos e parece nao ter muito sucesso quando estes
sintomas sao proeminentes; tem particular utilidade quando sé&o identificados
problemas relacionados ao abuso ou abstinéncia de farmacos. Alguns estudos,
demonstraram a eficdcia semelhante ao placebo (DaviDsoN, 2001; GORMAN,
2002).

Considerando as evidéncias do envolvimento da serotonina e norepinefrina
no TAG, faz sentido considerar o tratamento com antidepressivos que atuem
nesses sistemas. A venlafaxina XR tornou-se o primeiro farmaco aprovado no
tratamento simultdneo do humor na depresséo e da ansiedade no TAG, que tem
mecanismo de acdo que envolve os dois sistemas (SILVERSTONE AND SALINAS,
2001; Kapczinski et al, 2004).

Embora o tratamento com antidepressivos esteja bem estabelecido para os
diversos transtornos de ansiedade, como por exemplo transtorno do panico, fobia
social, transtorno obsessivo-compulsivo e transtorno do estresse pos- traumatico,

seu papel no TAG ainda n&o é claro (SILVERSTONE AND SALINAS, 2001).



Tradicionalmente, a depressdo e a ansiedade tém sido vistas como
transtornos distintos; porém varios estudos demonstram haver uma grande
sobreposicao entre eles (ANDREATINI E BACELLAR, 1999). Pouca atencdo tem sido
dada a diversos estudos que tém apontado a eficacia do tratamento com
antidepressivos no TAG, possivelmente devido a obstaculos como a mudanca nos
critérios diagnosticos e a alta resposta ao placebo. As evidéncias mais atuais
apontam para o uso de antidepressivos como primeira escolha, incluindo os
inibidores seletivos da recaptacdo de serotonina (paroxetina é aprovada pelo
Food and Drug Administration—FDA- para o tratamento do TAG) e os de acao
serotoninérgica e noradrenérgica, como venlafaxina e milnaciprano (RICKELS AND
RYNN, 2002).

O cloridrato de milnaciprano € um composto derivado do ciclopropano,
desenvolvido com a finalidade de tratar transtornos depressivos. Esse farmaco é
um inibidor seletivo da recaptacdo de norepinefrina e serotonina (ViAzzo et al.,
1996; PEREz et al., 1998; MocHiIzukl et al., 2002; VAISHNAvVI et al, 2004). Essa
capacidade inibitéria do milnaciprano € semelhante a de outros antidepressivos,
como a imipramina in vivo e in vitro (NELIAT et al., 1996; VAN AMERONGEN et al.,
2001). Porém, os efeitos anticolinérgicos, sedativos e cardiovasculares s&o
menores quando comparado aos antidepressivos triciclicos. Estudos in vitro,
demonstraram que o milnaciprano se liga ao transportador de serotonina e tem
pouca afinidade aos receptores pds-sinapticos a, e ar-adrenérgico, p-adrenérgico,
muscarinico, histaminico H;, dopaminérgico D,, 5-HT1, 5-HT2 e

benzodiazepinicos. Em ratos, ndo foram evidenciados efeitos sobre os receptores



B-adrenérgicos, serotoninérgicos 5-HT,, 5-HTi, a1 e ap-adrenérgico e
benzodiazepinicos (SPENCER AND WILDE, 1998; KAzuTA et al., 2002). Estudos em
modelo animal demonstraram que o milnaciprano reduz, agudamente, a atividade
dos neurdnios noradrenérgicos do Locus ceruleus. Entretanto, com aplicagdo
cronica, apés uma ou duas semanas, esses neurbnios tendem a recuperar 0s
niveis basais de atividade (MONGEAU et al., 1998).

O milnaciprano apresenta, além da acdo antidepressiva, efeitos ansioliticos
(MocHizukl et al, 2002). Muitos estudos tém sugerido que os estados de
ansiedade humana e animal diferem, respectivamente, quanto a fatores cognitivos
e comportamentais (SHEKHAR et al,2001), esta idéia é baseada na premissa de
gue a ansiedade é entendida como um estado afetivo (emocional) em humanos
(CLEMENT AND CHAPOUTHIER, 1998). Trabalhos recentes envolvendo modelos
animais tém contribuido extensivamente para a compreensao e caracterizacdo da
ansiedade animal como um comportamento de defesa (WALL AND MESSIER, 2001).
A norepinefrina, serotonina, e o glutamato sdo neurotransmissores diretamente
envolvidos nos parametros comportamentais como depressao, ansiedade e
memoria. O efeito antidepressivo do cloridrato de milnaciprano esta constatado na
literatura; no entanto, seus efeitos sobre ansiedade e memadria requerem maiores

estudos (MocHizuki et al, 2002).



1. OBJETIVOS
1.1 Geral

*Avaliar os efeitos comportamentais do tratamento agudo e cronico do cloridrato
de milnaciprano em ratos Wistar.

1.2 Especificos

*Avaliar os efeitos na memodria induzidos pelo uso do cloridrato de milnaciprano
em ratos, nos aparatos de esquiva inibitoria e habituagdo em campo aberto.
*Avaliar o efeito ansiolitico do cloridrato de milnaciprano em ratos submetidos ao

teste de labirinto em cruz elevado.



2. MATERIAIS E METODOS
2.1 Delineamento

Estudo experimental.
2.2 Local

O estudo foi desenvolvido no Laboratorio de Neurociéncias da Universidade
do Extremo Sul Catarinense — UNESC, na cidade de Criciuma -SC.
2.3 Experimentos

Para a avaliacdo dos parametros de ansiedade e memodria em modelo
animal, utilizou-se dois protocolos de administracdo do farmaco, um agudo e outro
crénico. Em ambos, apdés a administracdo, os animais foram submetidos aos
testes de labirinto em cruz elevado (plus-maze), habituagcdo ao campo aberto
(open field) e esquiva inibitéria (inhibitory avoidance). Este estudo foi controlado
por placebo. Foram utilizados ratos machos Wistar, com idades entre 70 a 90 dias
(250 a 300 g), alojados em caixas de plastico (40 X 30 x 15 cm), cinco por caixa,
sob um ciclo de 12 horas luz/escuro (as luzes ligam as 07:00 am.), temperatura
constante (23 + 1°C), comida e agua ad libitun. A distribuicdo dos grupos
farmacoldgicos foi realizada por tabela de randomizacéo.

Os animais foram submetidos a tarefas experimentais de comportamento
em esquiva inibitoria (inhibitory avoidance), habituacdo ao campo aberto (open
field) e labirinto em cruz elevado (plus-maze). Nos dois primeiros testes foram
estudados aprendizado e memdria e no terceiro a ansiedade.Neste estudo foram
feitos dois protocolos; um agudo e um cronico . No protocolo crénico os animais

foram divididos em 4 grupos. Em trés deles, foram administradas diferentes doses



de milnaciprano: 12,50; 25,00 e 50,00 mg/kg intraperitoneal (i.p.). Outro grupo
recebeu solucéo salina. Os ratos receberam uma injecéo por dia durante 28 dias e
foram testados 23 horas apo0s a ultima aplicacdo. No protocolo agudo foram
formados, também, 4 grupos, que receberam as mesmas doses que 0S grupos
cronicos; porém, os ratos receberam somente uma aplicacdo e foram treinados
apos 1 hora. Em ambos os protocolos cada grupo foi destinado a um Unico
aparelho, sendo utilizado, também, um grupo controle para cada equipamento.
2.3.1 Esquiva inibitéria (Inhibitory avoidance)

A esquiva inibitéria em roedores é um modelo animal de aprendizado e
memoéria amplamente usado. O aparelho de esquiva inibitéria € descrito
extensivamente na literatura (IzQUIERDO et al.,1997; ROESLER et al., 1999). As
medidas da caixa de esquiva inibitéria sdo 50 cm de comprimento, 25 cm de
largura e 25 cm de altura, composta de acrilico, sendo que a parte anterior é
transparente. O piso do aparelho consiste em uma grade de barras de aluminio (1
mm de diametro) paralelas com espacgos de 1 cm entre elas. Uma plataforma de 7
cm de comprimento com 2,5 cm de altura é colocada no piso, na lateral direita da
caixa. A caixa € conectada a um aparelho que permite regular a voltagem
desejada e um interruptor para liberar as descargas elétricas na grade do piso.

O protocolo experimental consiste de duas sessOes: treino e teste. No
treino, é cronometrado o tempo que o animal leva para descer da plataforma
(laténcia). Imediatamente apés o animal descer com as quatro patas na grade
recebe um choque de 0,4 mA por um periodo de 2s. ApoOs 24 horas, € realizada a
sessdo de teste, onde ndo é necessério fazer a administracdo de novo choque nas

patas. Nesta sessao € novamente cronometrado o tempo de laténcia, sendo que



o periodo maximo de permanéncia na plataforma € de 180 segundos. A sessédo de
treino, propde-se a aquisicdo da memoria da tarefa e a sesséo de teste propde-se
a avaliacao da retencdo da memoria da tarefa .
2.3.2 Habituagcdo ao campo aberto (Open field)

O aparato de habituacdo ao campo aberto € uma caixa com medidas de 60
X 50 cm e 40 cm de altura. O piso possui fundo vermelho, dividido com linhas
negras de modo a formar 12 quadrados de tamanhos iguais. A parede anterior do
aparelho é transparente de modo que o0 observador possa se posicionar a uma
distdncia que nao atraia a atengcdo do animal a fim de analisar o seu
comportamento. A habituacdo ao campo aberto (open field) é realizada em duas
sessdes (treino e teste) com um periodo de 24 horas de intervalo. O animal é
colocado, em ambas as sessfes, no quadrado posterior esquerdo, ficando livre
para explorar o ambiente por 5 min. S&o registrados 0s numeros de cruzamentos
e de comportamentos exploratérios (rearing) (VIANNA et al, 2000).
2.3.3 Labirinto em cruz elevado (elevated plus-maze)

O aparato de labirinto em cruz elevado consiste em dois bragos abertos de
50 cm de comprimento por 10 cm de largura, e dois bracos fechados de 50 cm de
comprimento, 10 cm de largura e 40 cm de altura com abertura superior
(ANDREATINI E LEITE, 1994; CANTO-DE-SOUZA et al, 2002; KORTE AND DE BOER ,
2003).0s bracos sao arranjados de uma maneira com que cada um fique disposto
um oposto ao outro e um espaco central, livre de obstaculos, onde o rato devera
ser colocado inicialmente. O aparato é elevado aproximadamente 50 cm do chéo.
O periodo de permanéncia em cada braco, bem como numero de cruzamentos

entre os bracos, é registrado por um observador que permanece na mesma sala



de uma forma que o animal ndo se incomode com a presenca do mesmo (CANTO-
DE-SOUZA et al, 2002). Farmacos ansioliticos aumentam o nimero de entradas nos
bracos abertos, enquanto que substancias ansiogénicas tém efeito oposto (Cruz,
FREI E GRAEFF, 1994).

O labirinto em cruz elevado foi validado farmacologicamente,
fisiologicamente e comportamentalmente para identificacdo de efeitos ansioliticos
e ansiogénicos de farmacos em ratos e camundongos por Pellow et al em 1985. E
um dos modelos animais mais utilizados para estudar ansiedade e o efeito de
antidepressivos sobre o comportamento ansioso, apresentando uma grande
contribuicdo para a descoberta de ansioliticos ou para o entendimento das bases
fisioldgicas e psicolégicas na ansiedade ; contudo as suas maiores vantagens
sdo sem duvida a simplicidade, baixo custo e a agilidade da analise (DAWSON AND
TRICKLEBANK, 1995; RODGERS et al, 1996; CRuz-MORALES, BORSINI et al, 2002;
SANTOS E BRANDAO, 2002). Podem ocorrer falsos positivos e falsos negativos,
particularmente quando o farmaco em questdo altera atividade locomotora
(DAWSON AND TRICKLEBANK, 1995; WEISS et al, 1998). O cloridrato de milnaciprano
nao altera a atividade locomotora (SPENCER AND WILDE, 1998). Sabe-se que
farmacos que aumentam a atividade exploratéria sem aumentar a acao
locomotora apresentam um efeito ansiolitico (WEIss et al, 1998)

2.4 Aspectos éticos
O presente estudo foi executado ap6s a aprovagdo do Comité de Etica em

Pesquisa da Universidade do Extremo Sul Catarinense.



2.5 Analise dos dados

Os dados foram armazenados e analisados em um banco de dados do
SPSS 10.0. Os dados relativos ao labirinto em cruz elevado e habituacdo ao
campo aberto foram descritos como meédia + erro padrdo da média e foram
analisados por ANOVA one-way seguido por teste de Duncan. Na habituacéo ao
campo aberto as diferencas entre as sessdes de treino e teste foram avaliadas
pelo teste t de Student. As analises obtidas do teste para esquiva inibitéria foram
nao-parameétricas porque este procedimento envolve um ponto de corte. Os dados
sao descritos como medianas (escalas interquartis) e foram descritos pelo teste de
Kruskal-Wallis seguido pelo teste de Mann-Whitney quando necessério. As
diferencas treino-teste foram avaliadas pelo teste de Wilcoxon. Os valores de p

inferiores a 0,05 foram considerados como estatisticamente significativos.
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Abstract

Serotonin (5-HT) and noradrenaline (NA) are involved in both the pathogenesis
and recovery from depression and anxiety. We examined the effects of acute and
chronic treatment with milnacipran, a serotonin/noradrenaline reuptake inhibitors
(SNRI) antidepressant, on anxiety and memory retention in rats. Male Wistar rats
received acute or chronic administration of milnacipran (12.5, 25 or 50 mg/kg) or
saline (control group). The animals were separately submitted to elevated plus-
maze, inhibitory avoidance and open-field tasks 1 h after injection, in the acute
group, or 23 h after last injection, in the chronic group. Our results showed an
anxiolytic-like effect after chronic administration of milnacipran at doses of 25 and
50 mg/kg. The treatment does not interfere in memory retention and habituation to
a novel environment at any doses studied. These findings support that milnacipran,
an established SNRI antidepressant, can also be useful in the treatment of anxiety

disorders.
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Introduction

When treating anxiety disorders, the use of antidepressant (ADs) may be an
effective alternative to benzodiazepines, which are known to have a high potential
for dependency and sedative effects. The selective serotonin (5-HT) reuptake
inhibitors (SSRI) have been reported to be effective for the treatment of
generalized anxiety disorder (GAD) (Rocca et al., 1997; Ballenger, 2001; Rickels
and Rynn, 2002; Gorman, 2003). Although clinical research has revealed
promising results concerning the effects of ADs on anxiety, results obtained from
animal models of anxiety (File, 1985; Chopin and Briley, 1987; Linnoila et al., 1987;
Hascoet et al. 2000, Mochizuki et al., 2002; Miyamoto et al., 2004) have remained
variable, and thus, controversial. Acute administration of established ADs in
animals has been reported to produce anxiogenic-like effects in some studies
(Linnoila et al., 1987; Mochizuki et al., 2002) and no specific effect in others
(Chopin and Briley, 1987; File, 1985). However various authors have shown that
ADs may even elicit anxiolytic-like responses (Handley and McBlane, 1992; Bourin
et al., 1996; Nowakowska et al., 1996; Miyamoto et al., 2004).

Serotonin (5-HT) and noradrenaline (NA) are involved in both the
pathogenesis and recovery from depression and anxiety (Blier et al., 1990;
Caldecott Hazard et al., 1991; Delgado et al., 1991,1993; Ballenger, 2001; Rickels
and Rynn, 2002; Gorman, 2003). The combination of SSRIs and NA reuptake
inhibitors (SNRIs) was thus shown to increase the antidepressant efficacy and to
switch refractory depressed patients to responder (Weilburg et al., 1989; Seth et

al., 1992) or to reduce the usual 3-4 week long delay before the onset of the



therapeutic effects on mood and behavior (Nelson et al., 1991). At the same time,
a new class of antidepressant was developed, called the serotonin/noradrenaline
reuptake inhibitors (SNRI). These drugs, such as milnacipran and venlafaxine
(Artigas, 1995) are at least as effective as SSRI and Tricyclic-antidepressants
(TCA) in major depression (Ansseau et al., 1989; Marcher et al., 1989; Schweizer
et al., 1991).

A serotonin/noradrenalin reuptake inhibitor (SNRI) venlafaxine, was the first
drug approved for the treatment of GAD and has also been to be effective in
treating depression (Sheehan 1999; Thase et al., 2001). However, there are few
studies evaluating the effects of milnacipran, an established SNRI antidepressant,
on anxiety (Mochizuki et al., 2002) and other cognitive parameters such as
associative memory and habituation to a novel environment.

In the present study, we evaluated the effects of acute and chronic
milnacipran administration on anxiety, associative memory and habituation to a

novel environment.

Methods and Materials

Animals

Male Wistar rats (250-300 g) were obtained from our breeding colony. They
were housed five to a cage with food and water available ad libitum, and were
maintained on a 12-h light/dark cycle (lights on at 7:00 AM). Behavioral procedures
were conducted between 13:00 and 16:00 h. All experimental procedures involving

animals were performed in accordance with National Institutes of Health guidelines



and with the approval of the ethics committee of Universidade do Extremo Sul

Catarinense.

Experimental design

The animals were submitted to acute (one injection) or chronic (28 injections
daily) milnacipran treatment. In both treatments, the rats received saline or
milnacipran (12.5, 25 or 50 mg/kg) intraperitonially in a volume of 1 ml/kg. The
animals were separately submitted to behavioral tasks 1 h after injection, in the

acute treatment, or 23 h after last injection, in the chronic treatment.

Behavioral Tasks

The elevated plus-maze task used in animal models of anxiety is described
in detail elsewhere (Rickels and Schweizer, 1987; Pellow et al., 1985). Briefly, the
apparatus consisted of two open arms (50 x 10 cm) and two enclosed arms (50 x
10 x 40 cm) arranged in such a way that the two arms of each type were opposite
to each other, and separated by a central platform (5 x 5 cm). The maze’s height
was 50 cm and the tests were conducted under dim red light. Animals were
allowed a 5-min exposure to red light in their own home cages before the testing
procedure. Next, they were placed individually on the central platform of the plus-
maze facing an open arm. During a 5-min test period, two observers recorded the
following measurements: the number of entries and the time spent in the open and
closed arms and the total number of arm entries.

The step-down inhibitory avoidance apparatus and procedures have been

described in previous reports (Quevedo et al, 1999). Briefly, the training apparatus



was a 50 x 25 x 25 cm acrylic box (Albarsch, Porto Alegre, Brazil) whose floor
consisted of parallel caliber stainless steel bars (1 mm diameter) spaced 1 cm
apart. A 7-cm-wide, 2.5-cm-high platform was placed on the floor of the box
against the left wall. In the training trial, animals were placed on the platform and
their latency to step down on the grid with all four paws was measured with an
automatic device. Immediately after stepping down on the grid, animals received a
0.4 mA, 2.0 s foot shock and returned to the home cage. A retention test trial was
performed 24 h after training. The retention test trial was procedurally identical to
training, except that no foot shock was presented. Retention test step-down latency
(maximum 180 s) was used as a measure of inhibitory avoidance retention.
Habituation to an open-field was carried out in a 40 x 60 cm open field
surrounded by 50 cm high walls made of brown plywood with a frontal glass wall.
The floor of the open field was divided into 12 equal rectangles by black lines.
Animals were gently placed on the left rear quadrant, and left to explore the arena
for 5 min (training session). Immediately following this, the animals were taken
back to their home cage, and 24 h later submitted again to a similar open-field
session (test session). Crossings of the black lines and rearings performed in both
sessions were counted. The decrease in the number of crossings and rearings
between the two sessions was taken as a measure of the retention of habituation

(Vianna et al., 2000).



Statistical Analysis

The data from the elevated plus-maze and open-field are reported as means
+ SEM and were analyzed by one-way ANOVA followed by the Duncan test. In the
open field, the differences between training and test sessions were analyzed by the
Student t-test. The analysis of the data obtained in the step-down inhibitory
avoidance task was nonparametric because this procedure involved a cutoff score.
The data are reported as medians (interquartile ranges) and were analyzed by the
Kruskal-Wallis test followed by the Mann-Whitney test when necessary. Training-
test differences were evaluated by the Wilcoxon test. P values less than 0.05 were

considered to be statistically significant.

Results
Elevated Plus-maze Task

In the chronic treatment, we observed a significant increase in the number of
entries in the open arms at doses of 25 and 50 mg/kg (p<0,001) and a significant
decrease in the number of entries in the closed arms at the dose of 50 mg/kg
(p<0,05) of milnacipran (figure 1.C). In addiction, a significant increase in the time
spent in the open arms (p<0,05) and a decrease in the time spent in the closed
arms (p<0,05) were observed in rats treated with 25 and 50 mg/kg of milnacipran
(figure 1.D).

In the acute treatment, no significant difference was observed among

groups in the parameters evaluated (figure 1.A and 1.B).



Inhibitory Avoidance Task

All groups showed significant difference in the latency to step-down the
platform from training and test session (p<0,005), but no significant difference In
the training and test latencies was observed among groups (p>0,12) in either the
acute (figure 2.A) and chronic (figure 2.B) treatment.
Open-Field Behavior
All groups showed significant difference in the number of crossings and rearings
between the training and test sessions (p<0,05). However, no significant difference
was observed in the number of crossings and rearings in the training and test
sessions among groups (p>0,19) in both acute (figure 3.A) and chronic (figure 3.B)

treatment.

Discussion

In the present study, we showed an anxiolytic-like effect of milnacipran in
the chronic treatment. We observed an increase in the number of entries in the
open arms in the animals chronically treated with 25 and 50 mg/kg of milnacipran.
At the same time, we observed a decrease in the number of entries in the closed
arms in the group chronically treated with 50 mg/kg. No significant difference was
detected in the total number of entries among groups, indicating that there was no
difference in motor activity among groups. In the acute treatment, no significant
difference was observed in the anxiety parameters among groups.

Neuropharmacological findings to date support the notion that 5-HT may be
a neurobiological substrate in anxiety and depression (Eison, 1990; Ballenger,

2001). Pharmacological manipulation of the serotonergic system in animal models



indicate that different mechanism (presumably due to 5-HT receptor specificities)
(Lucki, 1996) are involved in the development of anxiety (Handley, 1995; Griebel,
1995). The 5-HT1A-receptor subtype, in particular, has been shown to be
instrumental in the genesis of anxious behavior in animal models (Cao and
Rodgers, 1998; Collinson and Dawson, 1997).

Although the serotonergic system is considered one of the main
neurophathways involved in anxiety, 5-HT also has modulatory effects on the
noradrenergic system (Eison, 1990; Ninan, 1999; Ballenger, 2001). The interaction
between 5-HT and noradrenaline is reciprocal and therefore may play an important
role in the etiology of depressive and anxiety disorder and their treatment (Eison,
1990; Ninan, 1999; Ballenger, 2001).

NA facilitates the sympathetic response, i.e., physiological and behavioral
adaptations to stress, alarm, and threat. Consequently, noradrenergic dysfunction
leads to altered states of fear and arousal (Gray, 1988). Several studies have
associated alfa2-adrenergic receptor hyposensitivity (Abelson et al., 1991) or a
reduction in the density of alfa-2-adrenergic receptor binding sites (Cameron et al.,
1990) to the genesis of GAD.

Due to the neurobiological evidences involving serotonin and noradrenaline
system in the genesis of anxiety (Ressler and Nemeroff, 2000; Ballenger, 2001;
Rickels and Rynn, 2002; Gorman, 2003), it has been hypothesized that
medications modulating this system would be an effective treatment far this
disorder. A serotonin/noradrenalin reuptake inhibitor venlafaxine, was the first drug
approved for the treatment of GAD and has also been effective in treating

depression (Thase et al., 2001; Sheehan 1999). However, the anxiolitic effect of



venlafaxine is only reached after some weeks of treatment (Davidson et al., 1999;
Gelenberg et al.,, 2000; Rickels et al., 2000; Kelsey, 2000; Katz et al., 2002).
Tricyclic antidepressants (TCAs) also modulate 5-HT and/or NA, having varying for
these neurotransmitters. Imipramine in particular has been used as an
antidepressant/anxiolitic agent (Lydiard et al., 1996).

In our results, milnacipran showed anxiolitic-like effects in the chronic
treatment probably due to functional interaction between the serotonergic and
noradrenergic neuronal systems induced by milnacipran (Rénéric et al., 2001,
2002; Tachibana et al., 2004). In addition, milnacipran has been also recognized
as a non-competitive NMDA receptor antagonist (Shuto et al., 1995; Kazuta et al.,
2002). Although the binding affinity of milnacipran for the NMDA receptor is not
very high, the compound has the advantage of sufficiently penetrating into the
brain without serious side effects (Ansseau et al., 1994; Artigas, 1995; Kazuta et
al., 2002), making it a useful to treat depression and anxiety.

We have also evaluated other cognitive parameters, such as learning,
memory and habituation to a novel environment, after acute and chronic
milnacipran treatment. In the open-field task, no significant difference in the
numbers of crossings and rearings was observed among groups, either in the
acute or in the chronic treatment with milnacipran when compared to control,
indicating that milnacipran did not alter contextual memory of the animals. All
groups showed training-test significant difference, demonstrating no interference of
milnacipran in the habituation to a novel environment.

In the Inhibitory Avoidance Task was observed significant difference

between training-test latencies in all groups. In addiction, there were no significant



difference in the training and test latencies among groups, showing that acute and
chronic milnacipran administration did not affected memory retention in rats.

Taken together, ours findings indicate an anxiolytic-like effect of milnacipran
after chronic treatment without others cognitive alterations, differentially of
imipramine that, in previous reports, showed to induce an anxiolytic effect (Lydiard
et al.,, 1996) but produced impairment on memory retention in animal models
(Zarrindast et al., 2003, 2004). In addiction, the possible effect of milnacipran in
NMDA receptors can also contributes to its anxiolitic-like effects and do not
interfere in memory retention and habituation to a novel environment. These

results suggest that milnacipran can also be an effective treatment for anxiety.
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Legend of figures

Figure 1. Elevated plus-maze. Data are expressed as mean + SEM. Acute
treatment: no significant difference was observed in the number of entries (A) and
time spent in the arms (B). Chronic treatment: the number of entries in the open
arms was increased at doses of 25 and 50 mg/kg (p<0,001), the number of entries
in the closed arms was decreased at dose of 50 mg/kg (p<0,05) of milnacipran and
no significant difference was observed in the total number of entries (C). The time
spent in the open arms was increased and decreased in the closed arms at doses

of 25 and 50 mg/kg (p<0,05) (D).

Figure 2. Inhibitory avoidance task. Data are expressed as median (interquartile
ranges) training and test session latencies, in seconds. All groups (n=13-15),
showed significant training-test differences (Wilcoxon test, p < 0.01) in the acute

(A) and chronic (B) treatment.

Figure 3. Open-field task. Data are expressed as mean + SEM of number of
crossings and rearings in the training and test session. All groups (n=13-15)
showed training-test difference (Student-t test, p<0.0001) and no significant
difference was observed in the number of crossings and rearings in the training
and test sessions among groups in the acute (A) and chronic (B) treatment. In the

figures, C and R mean crossings and rearings, respectively.
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Resumo

Serotonina (5-HT) e norepinefrina (NE) estdo envolvidas na patogénese e
recuperacdo da depressdo e ansiedade. NOs analisamos os efeitos dos
tratamentos agudo e crénico com milnaciprano, um antidepressivo inibidor da
recaptacdo da serotonina e norepinefrina (IRSNE) sobre a ansiedade e a retencao
de memoaria em ratos. Ratos Wistar machos receberam doses agudas ou cronicas
de milnaciprano (12.5, 25 ou 50 mg/kg) ou salina (grupo controle). Os animais
foram separadamente submetidos ao labirinto em cruz elevado, esquiva inibitéria e
habituacdo ao campo-aberto 1 h apos a injecdo, no grupo agudo, ou 23 h apés a
dltima injegcdo, no grupo cronico. Nossos resultados mostraram um efeito
ansiolitico ap6s administracdo crbénica de milnaciprano nas doses de 25 e 50
mg/kg. O tratamento nao interferiu na retencdo de memdéria e adaptacdo a um
novo ambiente nas doses estudadas. Estes achados suportam que o
milnaciprano, um estabelecido antidepressivo ISRNE, pode também ser usado no

tratamento de transtornos de ansiedade.



Introducao

No tratamento dos transtornos de ansiedade, o uso de antidepressivos (AD)
pode ser uma alternativa eficaz comparado aos benzodiazepinicos, que sao
conhecidos por terem um elevado potencial para dependéncia e efeitos sedativos.
Os inibidores seletivos da recaptacdo da serotonina-5HT- (ISRS) tém sido
descritos como tratamento eficaz para transtorno de ansiedade generalizada
(TAG) (Rocca et al., 1997; Ballenger, 2001; Rickels and Rynn, 2002; Gorman,
2003).

Apesar de ensaios clinicos terem demonstrado resultados promissores no
que diz respeito aos efeitos dos AD sobre a ansiedade, resultados obtidos em
modelos animais de ansiedade (File, 1985; Chopin and Briley, 1987; Linnoila et al.,
1987; Hascoet et al. 2000, Mochizuki et al., 2002; Miyamoto et al., 2004) tém
permanecido variaveis e controversos. A administracdo aguda de AD
estabelecidos, em animais, tem sido descrita como causadora de efeitos
ansiogénicos em alguns estudos (Linnoila et al., 1987; Mochizuki et al., 2002) e
efeitos inespecificos em outros (Chopin and Briley, 1987; File, 1985). Contudo,
varios autores tém demonstrado que AD devem elicitar respostas ansioliticas
(Handley and McBlane, 1992; Bourin et al., 1996; Nowakowska et al., 1996;
Miyamoto et al., 2004).

Serotonina (5-HT) e norepinefrina (NE) estdo envolvidas na patogenesia e
recuperacao da depressao e ansiedade (Blier et al., 1990; Caldecott Hazard et al.,
1991; Delgado et al., 1991,1993; Ballenger, 2001; Rickels and Rynn, 2002;

Gorman, 2003). A combinacao de ISRS e de inibidores seletivos da recaptacao de



norepinefrina (ISRNE) tém demonstrado aumentar a eficacia antidepressiva e a
melhora da depressao refrataria (Weilburg et al., 1989; Seth et al., 1992) ou
reduzir a duracdo de 3-4 semanas até inicio dos efeitos terapéuticos sobre o
humor e comportamento (Nelson et al., 1991). Ao mesmo tempo, foi desenvolvida
uma nova classe de medicamentos antidepressivos, chamados de inibidores da
recaptacdo da serotonina/norepinefrina (IRSN). Estes farmacos, como o
milnaciprano e a venlafaxina (Artigas, 1995) sdo ao menos tao eficazes quanto os
ISRS e os antidepressivos triciclicos (ADT) na depressdo maior (Ansseau et al.,
1989; Marcher et al., 1989; Schweizer et al., 1991).

O inibidor seletivo da recaptacdo da serotonina/norepinefrina venlafaxina foi
o primeiro farmaco aprovado para o tratamento do TAG e também tem sido
demonstrado como eficaz no tratamento da depressao (Sheehan 1999; Thase et
al., 2001). Contudo, existem poucos trabalhos referidos avaliando os efeitos do
milnaciprano. Na literatura existem raras publicacbes avaliando os efeitos do
milnaciprano; porém ha poucos trabalhos avaliando os efeitos do milnaciprano,
um ISRSNE estabelecido como antidepressivo, sobre a ansiedade (Mochizuki et
al., 2002) e outros parametros, como memoéria e adaptacdo a um novo ambiente.

Neste artigo, nés avaliamos os efeitos do milnaciprano sobre a ansiedade,

memoéria e adaptacdo a um novo ambiente.



Materiais e Métodos

Animais

Ratos Wistar machos (250-300 g) foram obtidos de nossa colénia. Eles
ficavam em grupos de cinco, em uma caixa, com alimentacédo e agua disponiveis
ad libitum, sendo mantidos em um ciclo luz/escuro de doze horas (luzes ligam as
7:00 AM). Os procedimentos comportamentais foram concluidos entre 13:00 e
16:00 h. Todos os procedimentos envolvendo animais foram feitos conforme o
National Institutes of Health Guidelines e foram aprovados pelo Comité de Etica da

Universidade do Extremo Sul Catarinense.

Delineamento Experimental

Os animais foram submetidos ao tratamento agudo (uma injecdo) ou
cronico (inje¢cdes durante 28 dias) com milnaciprano. Em ambos os tratamentos,
0s ratos receberam intraperitonealmente solugéo salina ou milnaciprano (12.5, 25
or 50 mg/kg) em um volume de 1ml/kg. Os animais foram separadamente
submetidos a tarefas comportamentais 1 h ap6s a inje¢do, no tratamento agudo,

ou 23 h apés a ultima injecdo, no tratamento crénico.

Tarefas Comportamentais
O labirinto em cruz elevado (plus-maze), usado em modelos animais de
ansiedade, é descrito em detalhes na literatura (Rickels and Schweizer, 1987;

Pellow et al., 1985).



Brevemente, o aparato consiste de dois bracos abertos (50 x 10 cm) e dois
bracos fechados (50 x 10 x 40 cm) arranjados de modo que dois bragcos estejam
opostos de cada lado, e uma plataforma central (5 x 5 cm). A altura € de 50 cm e
os testes foram conduzidos sobre luz vermelha. Os animais foram expostos a luz
vermelha durante 5 minutos em suas caixas antes do procedimento. Apds, foram
colocados individualmente no centro da plataforma do labirinto em cruz elevado.
Durante os 5 minutos posteriores, as seguintes medidas foram efetuadas por dois
observadores:o niumero de entradas e o tempo gasto nos bracos abertos e
fechados e o numero total de entradas nos bracos.

O aparato e o procedimento para esquiva inibitéria foram descritos
previamente (Quevedo et al, 1999). Descrevendo brevemente, o aparato consiste
de uma caixa em acrilico, medindo 50 x 25 x 25 cm (Albarsch, Porto Alegre, Brasil)
com o0 piso consistindo em grade de barras paralelas de aluminio (1 mm de
didmetro) com espacos de 1lcm entre si. Uma plataforma com 7 cm de
comprimento e 2,5 cm de altura é colocada no piso, na lateral direita da caixa. No
experimento, os animais foram colocados sobre a plataforma e a laténcia (tempo)
para o animal descer da plataforma foi medida com um crondmetro automatico.
Imediatamente apés a descida, os animais receberam um choque de 0.4 mA por
2.0 s nas patas e retornaram a caixa. Apos 24 horas, foi repetido o procedimento
para verificar retencdo. Este procedimento foi idéntico ao anterior, exceto que néo
houve aplicacdo de choque. O tempo de laténcia (méaximo de 180 s) foi usado
como medida para retencéo de esquiva inibitoria.

Habituacdo ao campo aberto (open-field) foi realizada em um campo aberto

de 40 x 60 cm cercado por paredes altas de 50 cm feitas de madeira compensada



marrom, com uma parede frontal de vidro. O piso foi dividido em 12 retangulos
iguais por linhas pretas. Os animais foram cuidadosamente colocados no
quadrante esquerdo e deixados para explorarem a arena por 5 minutos (sesséo de
treinamento). Imediatamente apds, os animais foram levados as suas caixas, e 24
h apos, submetidos novamente a sessdo similar de habituacdo ao campo aberto
(sessdo teste). Os cruzamentos atraves das linhas pretas e os rearings (cada vez
que o rato se levantou para explorar) feitos nas duas sessdes foram contados. O
decréscimo no namero de cruzamentos e rearings entre as duas sessfes foi

usado como medida da retencéo de habituacdo (Vianna et al., 2000).

Anélise Estatistica

Os dados relativos ao labirinto em cruz elevado e habituagdo ao campo
aberto foram descritos como média + erro padrdo da média e foram analisados por
ANOVA one-way seguido por teste de Duncan. Na habituacdo ao campo aberto as
diferencas entre as sessbes de treino e teste foram avaliadas pelo teste t de
Student. As anadlises obtidas do teste para esquiva inibitéria foram n&o-
paramétricas porque este procedimento envolve um ponto de corte. Os dados séo
descritos como medianas (escalas interquartis) e foram descritos pelo teste de
Kruskal-Wallis seguido pelo teste de Mann-Whitney quando necessério. As
diferencas treino-teste foram avaliadas pelo teste de Wilcoxon. Os valores de p

inferiores a 0,05 foram considerados como estatisticamente significativos.



Resultados
Labirinto em cruz elevado

No tratamento crbénico, nds observamos um aumento significativo no
namero de entradas nos bragos abertos nas doses de 25 e 50 mg/kg (p<0,001) e
uma reducéo significativa no niamero de entradas nos bragos fechados na dose de
50 mg/kg (p<0,05) de milnaciprano (figure 1.C). Além disso, n6s observamos um
aumento significativo no tempo gasto nos bracos abertos (p<0,05) e diminuicdo no
tempo gasto nos bracos fechados (p<0,05) nas doses de 25 e 50 mg/kg de
milnaciprano (figura 1.D).

No tratamento agudo, ndo foram observadas diferencgas significativas entre
grupos nos parametros avaliados (figure 1.A e 1.B).
Esquiva inibitéria

Todos os grupos mostraram uma diferenca significativa na laténcia de
permanéncia na plataforma entre sesséo treino e teste (p<0,005), mas nao houve
diferenca significativa entre as laténcias do treino e teste entre grupos (p>0,12) no
tratamento agudo (figure 2.A) e cronico (figure 2.B).
Campo aberto
Todos o0s grupos mostraram uma diferenca significativa no numero de
cruzamentos e rearings entre sessdes treino e teste (p<0,05). Contudo, ndo houve
diferenca significativa no nimero de cruzamentos e rearings nas sessoes treino e
teste entre os grupos (p>0,19) nos tratamentos agudo (figure 3.A) e cronico (figure

3.B).



Discussao

Neste trabalho, nés demonstramos um efeito ansiolitico do milnaciprano no
tratamento cronico. NOs observamos um aumento no niumero de entradas nos
bracos abertos nos animais cronicamente tratados com 25 e 50 mg/kg de
milnaciprano. Ao mesmo tempo, observamos uma diminuicdo no numero de
entradas nos bragos fechados no grupo cronicamente tratado com 50 mg/kg. N&o
foi detectada diferenca estatisticamente significativa no nimero total de entradas
entre grupos, demonstrando auséncia de diferenca na atividade motora entre os
grupos estudados. No tratamento agudo, n&o foi observada diferenca
estatisticamente significativa nos parametros para ansiedade entre grupos.

Achados neurofarmacol6gicos dos dados suportam a no¢éo de que a 5-HT
possa ser um substrato neurobiol6gico na ansiedade e depressédo (Eison, 1990;
Ballenger, 2001). Manipulacdes farmacologicas do sistema serotoninérgico em
modelos animais indicam que mecanismos diferentes (provavelmente
especificidade aos receptores 5-HT) (Lucki, 1996) estdo envolvidos no
desenvolvimento da ansiedade (Handley, 1995; Griebel, 1995). O subtipo 5-HT1A
de receptor, em particular, tem demonstrado ser fundamental na génese do
comportamento ansioso em modelos animais (Cao and Rodgers, 1998; Collinson
and Dawson, 1997).

Apesar do sistema serotoninérgico ser considerado uma das principais
rotas envolvidas na ansiedade, 5-HT também tem efeitos modulatérios sobre o
sistema noradrenérgico (Eison, 1990; Ninan, 1999; Ballenger, 2001). A interacdo

entre 5-HT e norepinefrina é reciproca e entdo pode desempenhar um importante



papel na etiologia e tratamento da depressédo e ansiedade (Eison, 1990; Ninan,
1999; Ballenger, 2001).

A norepinefrina facilita a resposta simpatica, isto €., adaptacdes fisioldgicas
e comportamentais ao estresse e situacdes de alarme. Conseglentemente,
disfuncbes noradrenérgicas conduzem a alteracdes nos estados de medo e
estimulos (Gray, 1988). Varios estudos tém sido associados a hipersensibilidade
do receptor alfa-2-adrenérgico (Abelson et al.,, 1991) ou a uma reducdo na
densidade dos sitios de ligacdo dos receptores alfa-2-adrenérgicos (Cameron et
al., 1990) sobre a génese do TAG, mas isto ainda ndo esté totalmente esclarecido.

Devido a estas evidéncias neurobiolégicas envolvendo os sistemas
serotoninérgico e noradrenérgico sobre a génese da ansiedade (Ressler and
Nemeroff, 2000; Ballenger, 2001; Rickels and Rynn, 2002; Gorman, 2003), tem
sido feita a hipétese de que medicacdes que modulam este sistema possam ser
eficazes no tratamento deste disturbio. A venlafaxina, um inibidor seletivo da
recaptacao da serotonina e da norepinefrina, foi o primeiro farmaco aprovado para
o tratamento do TAG e tem demonstrado eficacia no tratamento da depresséo
(Thase et al., 2001; Sheehan 1999). Contudo, o efeito ansiolitico da venlafaxina é
obtido apds algumas semanas de tratamento (Davidson et al., 1999; Gelenberg et
al., 2000; Rickels et al., 2000; Kelsey, 2000; Katz et al., 2002). Antidepressivos
triciclicos (ADT) podem também modular 5-HT e/ou NE, havendo varia¢des para
estes neurotransmissores. Particularmente a imipramina tem sido usada como um
agente antidepressivo/ansiolitico (Lydiard et al., 1996).

Em nossos resultados, o milnaciprano mostrou efeito ansiolitico no

tratamento crénico provavelmente devido a interac@o funcional entre os sistemas



serotoninérgico e noradrenérgico induzidos pelo milnaciprano (Rénéric et al.,
2001, 2002; Tachibana et al., 2004). Além disso, milnaciprano tem sido
reconhecido como um antagonista nao-competitivo do receptor NMDA (Shuto et
al., 1995; Kazuta et al., 2002). Apesar da afinidade da ligacdo do milnaciprano ao
receptor NMDA ndo ser muito alta, o composto tem a vantagem de penetrar
suficientemente no cérebro, sem efeitos adversos graves (Ansseau et al., 1994;
Artigas, 1995; Kazuta et al., 2002), tornando-o util para o tratamento da depressao
e da ansiedade.

No6s também avaliamos outros parametros cognitivos, como aprendizado,
memoéria e adaptacdo a um novo comportamento, apds tratamento agudo e
cronico com milnaciprano. Na habituagdo ao campo aberto ndo houve diferencas
significativas no numero de cruzamentos e rearings entre 0S Qrupos, nos
tratamentos agudo e cronico com milnaciprano, em comparagdo com controles,
indicando que o milnaciprano nao altera a memoria contextual dos animais. Em
todos os grupos foi observada diferenca significativa entre o treino e o teste,
demonstrando auséncia de interferéncia do milnaciprano na adaptagédo a um novo
ambiente.

No teste de esquiva inibitoria foi observada diferenga significativa entre
laténcias teste-treino em todos os grupos. Além disso, ndo ha diferenca
estatisticamente significativa entre laténcias treino e teste em todos 0s grupos,
mostrando que a administragdo aguda e crénica de milnaciprano ndo afeta a
retencdo da memoria em ratos.

Juntamente, nd6s demonstramos neste artigo o efeito ansiolitico do

milnaciprano apos tratamento crénico sem outras alteragdes cognitivas, diferente



da imipramina que, em trabalhos prévios, mostrou um efeito ansiolitico (Lydiard et
al., 1996) mas produziu prejuizo na retencdo de meméria em modelos animais
(Zarrindast et al., 2003, 2004). Além disso, o possivel efeito do milnaciprano sobre
os receptores NMDA também pode contribuir para seus efeitos ansioliticos e nao
interfere na retencdo de memoria e adaptacdo a um novo ambiente. Estes
resultados sugerem que o milnaciprano possa ser eficaz no tratamento da

ansiedade.
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Legendas das figuras

Figura 1. Labirinto em cruz elevado. Dados sé@o expressos como media + erro
padrdo meédio. Tratamento agudo: nédo foram observadas diferencas
estatisticamente significativas entre o numero de entradas (A) e tempo gasto nos
bracos (B). Tratamento crénico: o numero de entradas nos bragos abertos foi
aumentado nas doses de 25 e 50 mg/kg (**p<0,001), o niumero de entradas nos
bracos fechados diminuiu na dose de 50 mg/kg (*p<0,05) de milnaciprano e nao
foi observada diferenca significativa no nimero total de entradas (C). O tempo
gasto nos bracos abertos estava aumentado e diminuido nos bracos fechados nas

doses de 25 e 50 mg/kg ('p<0,05) (D).

Figura 2. Esquiva inibitéria. Dados s&@o expressos como médios (faixas
interquartis) laténcia, em segundos, nas sessoes teste e treino. Todos os grupos
(n=13-15), mostraram diferencas treino-teste significativas (teste de Wilcoxon, p <

0.01) nos tratamentos agudo (A) e cronico (B).

Figura 3. Habituacdo ao campo aberto. Dados sdo expressos como média * erro
padrdo médio do nimero de cruzamentos e rearings nas sessofes treino e teste.
Todos os grupos (n=13-15) mostraram diferencas entre o treino e teste (teste t-
Student-, p<0.0001) e n&o foi observada diferenca estatisticamente significativa no
namero de cruzamentos e rearings nas sessoes treino e teste entre grupos sob
tratamento agudo (A) e cronico (B). Nas figuras, C e R significam cruzamentos e

rearings, respectivamente.
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6. CONCLUSOES

O milnaciprano:
e apresenta efeito ansiolitico no tratamento crénico;
e nao altera a memoria contextual em animais;

e ndéo afeta a retencdo da memaria em ratos.



7. PERSPECTIVAS
O conhecimento sobre a neurobiologia do TAG esta cada vez mais
consistente. S&0 necessarios mais estudos e ensaios clinicos para verificacdo da

acao ansiolitica do milnaciprano.
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