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RESUMO

Os Disturbios de Ansiedade (DA) sao doengas frequentes, altamente incapacitante e
com grande impacto socioeconémico. A ansiedade € um problema psicologico que se traduz
por um sentimento de inseguranga ou medo sem fundamento real. Todos nés somos
ansiosos em determinado momento da vida sem que isso seja patoldgico.

Para o tratamento a curto prazo de DA, as Benzodiazepinas (BZDs) sao uteis devido
ao seu rapido inicio de agao ansiolitica. No entanto, estes compostos possuem propriedades
sedativas, podem induzir tolerancia, apresentam potencial de abuso e podem provocar
sintomas de abstinéncia se suspensos de forma abrupta. Para o tratamento a longo prazo de
DA, os farmacos de primeira linha sao os antidepressores, mais propriamente os Inibidores
Seletivos da Recaptagao de Serotonina (ISRS) e os Inibidores Seletivos da Recaptagao de
Serotonina e Noradrenalina (ISRSN). A principal desvantagem destes compostos € o seu
inicio de acao lento.

E dbvio que hd uma necessidade de novas abordagens farmacolégicas que combinam
a eficacia ansiolitica rapida com a falta de inducao de tolerancia, de potencial de abuso e
sintomas de abstinéncia.

Até agora, um dos alvos farmacologicos mais importantes para o desenvolvimento de
compostos ansioliticos € o sistema GABAérgico. Os neuroesterdides sao potentes
moduladores de recetores do acido Y-aminobutirico do tipo A (Gamma-AminoButyric Acid —
GABA).

Tendo em conta a neuroesteroidogénese, a Proteina Translocadora (18 KDa)
(Translocator Protein (18 kDa), TSPO) foi recentemente identificada como um potencial novo
alvo terapéutico. A TSPO é suposto ter um papel importante na sintese de neuroesterdides.
Os ligandos TSPO, como a Etifoxina e a XBDI73, podem promover a sintese de
neuroesteroides, através da indugao da translocagao de colesterol para a membrana interna
mitocondrial.

Este trabalho concentra-se na fisiopatologia dos disturbios de ansiedade e na TSPO

como um novo alvo terapéutico no tratamento destes disturbios.

Palavras-Chave: Distirbios de Ansiedade, Benzodiazepinas, Antidepressores,

recetores GABA,, Neuroesteroides, TSPO, ligandos TSPO, Etifoxina, XBD173.



ABSTRACT

Anxiety disorders are common and highly disabling diseases with major socio-
economic impact. Anxiety is a psychological problem, which results in a feeling of insecurity
or fear without any real foundation. We are all anxious at some point in life without this
being pathological.

For short-term treatment of anxiety disorders, benzodiazepines are useful due to
their rapid onset of anxiolytic action. However, these compounds have sedative properties,
may induce tolerance, have abuse liability and can cause withdrawal symptoms if abruptly
suspended. The first-line choices for long-term treatment are antidepressants, namely, the
Selective Serotonin Reuptake Inhibitors and Selective Serotonin and Noradrenaline
Reuptake Inhibitors. The major disadvantage of these compounds is their delayed onset of
action.

It is obvious that there is a need for novel pharmacological approaches that combine
a rapid anxiolytic efficacy with the lack of tolerance induction, abuse liability and withdrawal
symptoms.

Until now, one of the most important targets for the development of anxiolytic
compounds pharmacological is the GABAergic system. Neurosteroids are potent receptor
modulators of GABA, receptors.

Regarding endogenous neurosteroidogenesis, recently TSPO has been identified as a
potential novel therapeutic target. TSPO is supposed to play an important role for the
synthesis of neuroactive steroids. TSPO ligands, such as Etifoxina and XBD173 may promote
the synthesis of neurosteroids by inducing the cholesterol translocation to the inner
mitochondrial membrane.

This work focuses on the pathophysiology of anxiety disorders and TSPO as a new

therapeutic target in the treatment of these disorders.

Key-words: Anxiety Disorders, Benzodiazepines, Antidepressives, GABA,

receptors, Neuroactive steroids, TSPO, TSPO ligands, Etifoxina, XBD173.



| INTRODUCAO

A origem da palavra ansiedade deriva do alemao, cuja raiz angh, significa
estreitamento ou constricao, aperto. Para o radical Grego Anshein, significa: estrangular,
sufocar, oprimir. No latim, o seu sinébnimo seria angustus, que expressa desconforto ou angor
que significa falta de ar, opressao ou ainda angere que significa constrigao, sufocagao, panico.

As estratégias terapéuticas mais eficazes para os DA sao o tratamento farmacologico
e a psicoterapia (terapia cognitivo-comportamental), ou uma combinagio de ambos."
Contudo, o tratamento farmacoldgico destes disturbios é ainda um desafio terapéutico, uma
vez que "o composto ideal ansiolitico" ainda nao foi desenvolvido.

Atualmente, a medicagao de emergéncia ou de curto prazo e a medicagao a longo
prazo podem ser claramente diferenciadas.

As BZDs, como moduladores diretos do recetor GABA,, sao utilizadas como
medicamento de emergéncia no tratamento de DA, devido a sua rapida agao. No entanto, as
BZDs atuam como sedativos e induzem tolerancia e apresentam potencial de abuso
associado a sintomas de abstinéncia. Os antidepressores com propriedades ansioliticas sao
também usados como tratamento de primeira linha de DA a longo prazo ou ansiedade
cronica. Mas em contrapartida, o inicio de agao dos antidepressores leva varias semanas,
dada a laténcia para o efeito terapéutico que os caracteriza.

Obviamente, sao necessarias novas abordagens farmacologicas que combinem uma
rapida agao ansiolitica com a falta de indugao de tolerancia, de abuso e sintomas de
abstinéncia.

Os neuroesterodides sao moduladores alostéricos da fungao do recetor GABA,, que
desempenham um papel importante na fisiopatologia de DA. A TSPO, por sua vez, é
fundamental para a sintese de neuroesterdides, promovendo o transporte de colesterol a
partir do exterior da membrana mitocondrial interna, que é o passo limitante da velocidade
na neuroesteroidogénese. Os ligandos TSPO aumentam a neurotransmissao GABAérgica,
promovendo a neuroesteroidogénese sem efeitos diretos no recetor GABA,. Esses
compostos podem, portanto, também ser valiosos para o tratamento de doengas
neurologicas. Por esta razao, a TSPO mostra ser um potencial alvo terapéutico para o
desenvolvimento de novos farmacos ansioliticos.

Este trabalho concentra-se na fisiopatologia dos disturbios de ansiedade e na TSPO

como um novo alvo terapéutico no tratamento destes disturbios.



2 DISTURBIOS DE ANSIEDADE

Os psiquiatras e neurologistas explicam a ansiedade como provocada pela libertagao
de hormonas e neurotransmissores; os psicélogos explicam como consequéncia de aspectos
mentais, como pensamentos, crengas e incertezas; os terapeutas alternativos ja dizem que se
deve ao desequilibrio energético e dos chakras.

A ansiedade é uma emogao cujos componentes sao psicologicos e fisiologicos,
fazendo parte do espectro normal das experiéncias humanas. Esta é considerada um sinal de
alerta, permitindo ao individuo ficar atento a um perigo iminente e utilizar recursos
necessarios para lidar com essa ameaga. Ela permite ao individuo reunir os comportamentos
eficientes para lidar da melhor maneira com uma determinada situagao. Por outras palavras é
um sentimento util, nem sempre € a vila da historia. Foi ela que preservou a nossa espécie
até aos dias atuais.” Segundo Nardi®, “sem ansiedade estariamos vulnerdveis aos perigos e ao
desconhecido, sendo algo que estd presente no desenvolvimento normal, nas mudangas e nas
experiéncias inéditas”.

A ansiedade pode ser uma reagao normal a estimulos desestabilizadores ou que
possam amedrontar as pessoas. Essa reagao pode ocorrer com sintomas psicolégicos, como
apreensao, desconforto, medos variados, e também com sintomas fisicos, como taquicardia,
aumento da frequéncia respiratoria, alteragoes de pressao arterial, entre outros. Quando a
ansiedade ocorre sem que existam motivos objetivos, reais e proporcionais para isso,
dizemos que ela ¢ patoldgica.

O Manual de Diagnostico e Estatistica de Transtornos Mentais, elaborado pela
American Psychiatric Association fornece uma classificagio de DA, que inclui Disturbio de
Ansiedade Generalizado (DAG), Transtorno de Panico (TP) (episédio de medo insuportavel
em associagoes a sintomas somaticos como sudorese, taquicardia, dor toracica, tremor,
asfixia) com ou sem agorafobia, ansiedade situacional (fobica) desencadeada por estimulo
especifico (espagos fechados, aranhas, interagdes sociais), que inclui as fobias especificas,
fobia social, Transtorno Obsessivo-Compulsivo (TOC) e Transtorno de Stresse Pos-

Traumatico (TSPT). Entre estes, a DAG e TP sio os mais comuns.”

2.1 Epidemiologia
Os distirbios mentais sao responsaveis por mais de 12% da carga global de doenga
em todo o mundo, valor que sobe para 23% nos paises desenvolvidos.”) Estimativas do
Conselho Europeu do Cérebro indicam que 27,4% da populagao da Uniao Europeia (UE)

com idade entre 18 e 65 anos sofre, em cada ano, de um qualquer tipo de problema de
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saude mental, numero que foi atualizado em 2013 para 38,2% apos a inclusao dos dados de
uma ampla avaliagio da infincia e adolescéncia, e do ingresso de novos membros na UE.?

Muitas pessoas tém um disturbio diagnosticavel, outras tém problemas de salude
mental “subliminares”, o que significa que nao cumprem os critérios de diagndstico de
disturbios mentais, mas também estao em sofrimento e, portanto, devem beneficiar de
intervencio.?

Portugal apresentou a prevaléncia mais elevada dos oito paises da Europa que
integraram o estudo (22,9%), sendo o 2° a nivel mundial dos nove entao divulgados (depois
dos Estados Unidos da América, com 26,4%), situagao tao mais preocupante quanto alguma

evidéncia prévia correlacionou diretamente a taxa de prevaléncia das doengas mentais com

os indices nacionais de desigualdades sociais e de satde (Fig. 1).”!

Comparacao da Prevaléncia

Perturbacbes da| Perturbagdes Perturbacgdes Perturbagﬁes do Todas
Ansiedade Depressivas Impulsividade Alcool

Portugal 16,5 79 3,5 1,6 22,9
Bélgica 6,9 6,2 1,0 1,2 12,0
Franca 12,0 8,5 1,4 0,7 18,4
Alemanha 6,2 3,6 0,3 11 9,1
Italia 5,8 3,8 0,3 0,1 8,2
Holanda 8,8 6,9 1.3 3,0 14,9
Espanha 59 4,9 0,5 0,3 9,2
Ucrania 7.1 9,1 3,2 6,4 20,5
EUA 18,2 9,6 6,8 3,8 26,4

Figura | Comparagdo da Prevaléncia das PerturbagSes Psiquiatricas nos Adultos (exceto perturbagoes
psicoticas esquizofreniformes e delirantes), em Portugal, alguns paises da Europa e nos EUA (2013).¢

2.2 Fisiopatologia

Toda a emogao é uma experiéncia subjetiva acompanhada de manifestagoes
fisiologicas detectaveis por métodos da neurociéncia. Esses correlatos fisiologicos, que sao
respostas do sistema nervoso autonomo, podem ser detectaveis também por meio de
manifestagdes comportamentais (respostas motoras), e portanto, observaveis e
quantificaveis. Nos seres humanos, a experiéncia subjetiva é de dificil acesso dificultando a
exata identificacio destas manifestacoes.”

A fisiopatologia dos DA carrega algumas caracteristicas comuns. Parece haver uma
maior ativagao de areas relacionadas com a emogao, como a amigdala, e uma ineficacia/falha
do cortex pré-frontal em controlar as regioes hiper-excitadas. Normalmente o cortex pré-

frontal, (area cortical filogeneticamente envolvida em processos cognitivos superiores)

exerce o controlo e regulagio de repostas emocionais sobre o sistema limbico,
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especialmente sobre a amigdala. Este desequilibrio esta relacionado com a diminuicao da
atividade inibitoria do sistema GABAérgico e a uma consequente excitacao pelos sistemas
neurotransmissores glutamatérgicos. Outro fator comum a alguns DA ¢é a desregulagao do

eixo hipotalamico-hipofisario-adrenal, no qual se supée um aumento dos niveis de cortisol.”

3 FARMACOLOGIA

Em geral, os DA sao tratados com psicofarmacos, tipos especificos de psicoterapia
(terapia cognitivo-comportamental), ou ambos. As opgoes de tratamento dependem do tipo
de disturbio e da preferéncia da pessoa. Antes do inicio do tratamento, o médico deve
realizar um cuidadoso diagndstico para determinar se os sintomas do doente sao causados
por um DA ou por um problema fisico. Se é diagnosticado um DA, o tipo de disturbio ou a
combinacao de disturbios que estao presentes devem ser identificados, bem como quaisquer
condi¢cdes coexistentes, tais como depressio ou abuso de substancias."

O tratamento psicofarmacologico continua a ser um desafio, porque "o composto
ansiolitico ideal" ainda nao foi desenvolvido. O uso de psicofarmacos é muito frequente e é
em geral muito eficaz, porém, o seu uso pode trazer efeitos adversos e, em alguns tipos de
psicofarmacos, risco de dependéncia. Além disso, a suspensao deste tipo de tratamento
costuma favorecer o retorno dos sintomas de ansiedade (ansiedade de ricochete ou
rebound).

A medicagao de emergéncia/curto prazo e a medicagao a longo prazo devem ser

diferenciadas, um vez que, ambas tém as suas indicagoes e vantagens/desvantagens

especificas.

3.1 Benzodiazepinas

As BZDs sao farmacos sedativos e hipnoticos que foram, pela primeira vez,
introduzidos em Portugal em 1960. Foram consideradas como tranquilizantes eficazes com
menos efeitos adversos em contraste com os barbituricos e farmacos relacionados, tendo
sido substituidos rapidamente estes Ultimos como hipnodticos e sedativos. Sao
frequentemente utilizadas para uma variedade de situagoes que incluem o controlo de
convulsoes, ansiedade, espasmos musculares, sedagao pré-operatoria, desordens que
provoquem movimentos involuntarios, na abstinéncia do alcool, insonia e condigoes
cardiovasculares e gastrointestinais (sindroma do célon irritavel).®

Devido ao seu consumo generalizado, estes farmacos tém um grande potencial de
abuso, pelo que, o seu consumo durante longos periodos tem sido desaconselhado, devido

ao risco de conduzir a habituacao, tolerancia e dependéncia, o que pode levar a sindromes
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de privagao aquando da interrupgao do tratamento. Quanto ao uso cronico, para além dos
riscos de dependéncia, tem efeitos ao nivel das capacidades psicomotoras. Além disso, estao
muitas vezes associados a episodios de overdose, isoladamente ou em combinagao com
outras substancias.”

A acao molecular das BZDs baseia-se em duas atividades fundamentais: facilitam a
(SNC) em sitios especificos com uma afinidade que tem uma estreita relagio com a sua
poténcia ansiolitica.'” A ligacio das BZDs ao recetor GABA, leva a um aumento da
frequéncia de abertura dos canais de cloreto associados a este recetor. A abertura destes
neuronal. Assim a ligacao das BDZs potencia a agao do GABA no complexo recetor GABA,
— recetor de benzodiazepinicos. Enquanto que o local de ligagado do GABA esta situado
entre as subunidades a e B, o local de ligagao dos compostos benzodiazepinicos encontra-se
entre as subunidades o e y. Os compostos benzodiazepinicos ligam-se portanto a locais
distintos do local de ligagao do GABA, atuando de modo alostérico aumentando a afinidade
do GABA para o recetor quando este se encontra em baixas concentragoes, e por
conseguinte, aumenta a frequéncia de abertura do canal idnico. Em concentra¢coes de GABA
semelhantes as observadas nas sinapses, a desativagao do recetor é prolongada, indicando
aumento da ligagdo do GABA e/ou probabilidade aumentada de abertura do canal. O
consequente influxo aumentado de cloreto provoca hiperpolarizagao da membrana e diminui
a excitabilidade neuronal. Concluindo assim, que o efeito maximo dos agonistas dos
recetores de benzodiazepinicos esta limitado pela quantidade de GABA na biofase e pela
intensidade maxima dos efeitos desse composto enddgeno. Esta condigao explica a escassa
toxicidade aguda destes farmacos, que, mesmos administrados em doses multiplas das
terapéuticas, sao desprovidos de efeitos depressores do SNC fatais.

O aumento da neurotransmissao do GABA resulta em diversas agoes farmacoldgicas
tais como sedagao/hipnose, ansidlise (sedagao minima), relaxamento dos musculos
esqueléticos, por inibicao na espinhal medula da transmissao a nivel do neurdnio aferente
primario do arco reflexo e efeitos anticonvulsionantes. A estimulagao dos recetores GABA
do Sistema Nervoso Periférico (SNP) pode ainda causar uma diminuigao da contractilidade
cardiaca e vasodilatagao. Estas mudangas podem ter o potencial para alterar a perfusao

tecidular.



3.2 Antidepressores

Os antidepressores foram desenvolvidos para tratar casos de depressao, mas
também podem ser utilizados para ajudar pessoas com DA. No entanto, apesar de
comecarem a alterar a quimica do cérebro logo apds a primeira toma, é geralmente
necessario cerca de 4 a 6 semanas para que os sintomas de ansiedade comecem a
desaparecer. Torna-se, portanto, importante manter a medicagao por tempo suficiente para
usufruir dos seus efeitos ansioliticos.

Os antidepressores procuram o equilibrio das substincias quimicas naturais do
cérebro responsaveis pela transmissao de potenciais de agao entre neuronios. Estas
substancias quimicas sao chamadas de neurotransmissores, e afectam o nosso humor e as
nossas respostas emocionais. A noradrenalina e a serotonina sao os mais relevantes no
processo.

Dentro dos antidepressores, a classe mais popular no tratamento de DA é a dos
ISRSs. Os ISRSs como a fluoxetina, sertralina, o escitalopram, a paroxetina, e o citalopram
sio normalmente prescritos neste tipo de distdrbios.!" Outra classe de antidepressores, de
aparecimento mais recente, € a dos ISRSN que sao desprovidos de afinidade para recetores,
o que contribui para a minimizacdo de reagoes adversas a nivel do SNC e do aparelho
cardiovascular. A venlafaxina, um ISRSN, é normalmente utilizada para tratar a DAG.

No tratamento de DA, os antidepressores sao geralmente prescritos inicialmente em
doses muito baixas, aumentando a dose com o passar do tempo. Alguns antidepressores
triciclicos também funcionam em casos de ansiedade. Por exemplo, a imipramina é prescrita
no TP e DAG. A clomipramina é utilizada no tratamento de TOC. Estes sao igualmente
prescritos em doses muito baixas de inicio e aumentados com o passar do tempo.

Em suma, os antidepressores devido a auséncia de desenvolvimento de tolerancia e
de potencial de abuso, sao mais adequados para o tratamento a longo prazo de DA. Os
ISRSs e os IRSNs sao geralmente considerados como a opgao de tratamento de primeira
linha, como resultado de sua ampla eficacia ansiolitica e boa tolerabilidade. No entanto, a
agitacao e insonia, sao efeitos adversos que podem ocorrer devido ao tratamento com
ISRS/IRSN, podendo apresentar um impacto negativo sobre a adesao a terapéutica dos
doentes. Além disso, o inicio da eficacia ansiolitica dos antidepressores normalmente leva

varias semanas.



4 POTENCIAIS ALVOS TERAPEUTICOS

Até agora, um dos alvos farmacologicos mais importantes para o desenvolvimento de
compostos ansioliticos € o sistema GABAérgico.

O GABA é considerado o neurotransmissor mais abundante do SNC dos mamiferos
onde cerca de 30 a 40% de todas as sinapses estao envolvidas com a transmissao desse
mensageiro. As membranas celulares da maioria dos neurodnios e astrocitos do SNC de
vertebrados expressam recetores GABA, que diminuem a excitabilidade neuronal através de
varios mecanismos. Em virtude da sua distribuicao disseminada, estes recetores influenciam
muitos circuitos e fungoes neurais. Os farmacos que modulam os recetores GABA afetam a
reatividade e a atengao, a formagao da memoria, a ansiedade, o sono e o téonus muscular. A
modulagao da sinalizaggo GABA também constitui um mecanismo importante para o
tratamento da hiperatividade neuronal focal ou disseminada na epilepsia.('?

O GABA medeia os seus efeitos neurofisiologicos através da ligagao a recetores
GABA. Existem dois tipos de recetores GABA: os recetores GABA ionotropicos (GABA, e
GABA,) que consistem em proteinas de membrana de multiplas subunidades que se ligam ao
GABA, e os recetores GABA metabotrépicos (GABA;) que sao recetores heterodiméricos
acoplados a proteina G que afetam as correntes idnicas neuronais através de segundos
mensageiros.

Os recetores GABA, desempenham um papel importante como alvos farmacologicos

para compostos ansioliticos.!?

Estes recetores sao glicoproteinas transmembranares
pentaméricas organizadas para formar um poro idnico central circundado pelas cinco
subunidades, tendo cada uma delas, quatro dominios que atravessam a membrana. Na
atualidade, ja foram identificadas |6 subunidades diferentes do recetor GABA, (al-6, B1-3,
vI-3, 6, & ™, 6). Os recetores GABA, sinapticos consistem, na sua maioria, em duas
subunidades o, duas subunidades B e uma subunidade v.('?

O GABA ¢ o ligando enddgeno que causa a abertura do recetor GABA,. Uma vez
ligado o GABA, este provoca mudangas na conformagao da membrana, o que acaba por
promover a abertura dos poros, a fim de permitir a entrada de ides cloreto de acordo com
o gradiente eletroquimico."?

Os recetores GABA, contém sitios de ligagao para muitos moduladores diferentes

(Fig. 2).09
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Figura 2 Locais de ligagao para diferentes moduladores no recetores GABA, retido de Nothdurfter et
al, 20129

As BZD, por exemplo, ligam-se a um local entre as subunidades o e y como ja
referido anteriormente. Os recetores de BZDs centrais (Central Benzodiazepine Receptors —
CBRs) estao localizados no cérebro e formam um local alostérico no complexo recetor
GABA, — recetor de benzodiazepinicos. Quando as BZDs ou outros agonistas ligam-se ao
CBR, atuam sinergicamente com o GABA para aumentar o fluxo de cloreto através do canal
de ides, causando uma hiperpolarizagio da membrana pos-sinaptica.'® Estudos
comportamentais mostraram que os CBRs sao responsaveis pela ansidlise e sedagao do
GABA,, tornando os ligandos que atuam neste local de importante significado terapéutico."?

Para melhorar a seguran¢a e reduzir os efeitos adversos, incluindo tolerancia e
dependéncia fisica, foram feitos muitos esfor¢os para desenvolver novos moduladores de
recetores GABAA. Modelos animais com mutacao seletiva de subunidades dos recetores
GABA, revelaram a obtencao de sedagao/hipnose através de um aumento na atividade dos
recetores contendo subunidades al. Em contrapartida, a ansidlise é produzida pela
modulagao dos recetores contendo a2 ou a3, enquanto a amnésia esta associada a recetores
contendo a5. Além disso, alguns medicamentos que estao disponiveis potencializam a
neurotransmissao GABAérgica por mecanismos diferentes das BZDs. Embora a maioria
destes compostos sejam utilizados no tratamento de perturbagoes convulsivas, o potencial
ansiolitico de alguns destes farmacos pode ser demonstrados com mais ou menos éxito.
Obviamente, existe uma necessidade para o desenvolvimento de novas abordagens
farmacologicas para o tratamento de DA, que combinem a elevada poténcia ansiolitica sem
os efeitos secundarios das BZDs, tais como a sedagao, a indugao de tolerancia e potencial de
abuso, que estio associados com sintomas de abstinéncia.('¥

Os neuroesteroides endogenos sao moduladores da fungao do recetor GABA,. Sao

sintetizados no cérebro e sio derivados de colesterol.'® A evidéncia tem apontado que a
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TSPO parece ter um papel importante para a sintese de neuroesteroides. A TSPO esta
basicamente localizada na membrana mitocondrial externa; medeia o transporte de
colesterol para a membrana mitocondrial interna, facilitando assim a sintese de
neuroesterdides.!” Tem sido correlacionada a prevaléncia de varios tipos de estados e
disturbios relacionados com a ansiedade, com a reduzida expressao de TSPO em células de
sangue periférico.'® Além disso, também os niveis de expressio de TSPO no cérebro foram
correlacionados com ansiedade.'”

Sendo assim a TSPO representa um alvo farmacologico apelativo para o

desenvolvimento de compostos ansioliticos.

5 TSPO

5.1 Descoberta da TSPO

@ descobriram que as BZDs que atuam nos recetores

Em 1977, Braestrup e Squires
centrais, como por exemplo o diazepam, também se ligam a locais que nao estao associados
com o complexo recetor GABA, — recetor de benzodiazepinicos, no SNP e no SNC.
Originalmente encontrados no rim do rato, esses recetores farmacologicamente distintos
dos até agora conhecidos, os CBRs, foram denominados "recetores benzodiazepinicos
periféricos" (Peripheral Benzodiazepine Receptors — PBRs). Quando foi identificado pela
primeira vez, o PBR foi classificado de acordo com a sua distribuicao nos tecidos e de
acordo com a classe de ligandos para os quais apresentava afinidade. Ao contrario dos CBRs,
os PBRs estao localizados nas membranas mitocondriais e no plasma de tecidos por todo o
corpo.!'?

A fungao do PBR é principalmente em torno da sintese de esterdides. As Porfirinas,
tais como a protoporfirina IX e o heme, sao os mais conhecidos potentes ligandos
endogenos do PBR.?" Outros ligandos endégenos do PBR sio as endozepinas, uma familia
de neuropeptideos que podem deslocar as BZDs do seu local de ligagao do recetor GABA,.
As endozepinas resultam do processamento proteolitico de um precursor polipéptido, o
Inibidor da Ligagao do Diazepam (Diazepam-Binding Inhibitor — DBI), cuja interagao com a
proteina promove a translocagao de colesterol para o interior da membrana mitocondrial, e
assim, a sintese de esteréides.*?

No entanto, com a descoberta continua de diversos ligandos sintéticos do PBR e a

distribuicao generalizada do PBR em locais, tanto centrais como periféricos, levou a

necessidade de uma mudanga de nomenclatura.



7 bropuseram um novo nome para o PBR,

Em 2006, Papadopoulos e colaboradores
a "Translocator Protein (TSPO) (18 kDa)", que reflete melhor a fungao e a distribuicio nos
tecido dessa proteina.

Entre as principais razoes para a mudanga do nome destacam-se:

I. Nao apenas os benzodiazepinicos tem afinidade por estas moléculas, mas também
o colesterol e as porfirinas;

2. Ja foram descritos sitios centrais como, por exemplo, em células da glia;

3. Falta de conhecimento sobre a via de transdugao do sinal e auséncia de factos que
comprovem ser esta proteina um recetor classico devido a sua localizagao celular
variavel (mitocondrial ou nuclear).

Esta mudanca de nomenclatura foi submetida e aprovada pelo HUGO Gene

Nomenclature Committee.("”

5.2 Estrutura e Localizacao da TSPO
A TSPO forma um complexo com outras proteinas mitocondriais especificas, tais
como, o canal de anides dependente da voltagem (Voltage-Dependent Anion Channel — VDAC)

e o transportador do nucleétido adenina (Adenine Nucleotide Transporter — ANT) (Fig 3).'¥

Cytosol

ANT

Mitochondrial Matrix

Figura 3 Estrutura molecular e localizagdo da TSPO e suas proteinas associadas nas membranas
mitocondriais. Retirado de Scarf et al, 2009.¢"

A ligagao especifica dos ligandos a TSPO requer apenas a proteina TSPO, no entanto,
pensa-se que a TSPO requer o VDAC e o ANT, a fim de ser uma unidade funcional, uma vez
que a ligagao sem estas proteinas associadas € de pouco significado funcional. Assim, sugere-
se que a TSPO por si s6 transporta os sitios de ligacio especificos de ligandos.®
A TSPO também interage com as proteinas que nao estejam localizadas entre as

membranas mitocondriais. A PRAX-| é uma proteina caracterizada recentemente com 220-

250 kDa que se encontra no citoplasma da célula e a Unica proteina citoplasmatica conhecida
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que co-localiza com TSPO na mitocondria.”? A PRAX-I funciona como uma proteina
adaptadora, isto é, recruta ligandos a partir do citoplasma para que eles interajam com a
TSPO.*)

A TSPO é uma proteina de 18-kDa com 169 aminoacidos e com cinco dominios
transmembranares.”¥ No entanto, sendo uma proteina ligada & membrana, a TSPO é um
alvo extremamente dificil de estudar. Problemas com a expressao, purificagao e estabilizagao
da proteina tém dificultado a determinagao da sua estrutura cristalina. Em vez disso, os
pesquisadores tentaram elucidar a estrutura molecular utilizando outras abordagens, como
simulagdes termodinamicas, imunodetecio, ressonancia magnética nuclear, entre outras.*

A TSPO distingue-se farmacologicamente dos recetores do SNC acoplados a
recetores GABA, localizados nos neuronios e nao tém relagio com o GABA ou com os
ioes cloreto. Além disso, diferencia-se também desses recetores quanto aos aspectos
anatémicos, estruturais e fisiologicos.*®

A TSPO é expressa em varios érgaos, embora os mais elevados niveis de expressao
sao encontrados em tecidos que contém células que sintetizam esterdides (por exemplo,
suprarrenais, gbnadas e as células cerebrais).”” Dentro do SNC, a TSPO é expressa em

células da glia e microglia.®®

5.3 Func¢des da TSPO

Apesar de serem extensamente caracterizadas do ponto de vista farmacolégico e

bioquimico e implicadas em varios processos biologicos, as agcoes da TSPO nao estao
; (26)
totalmente elucidadas.

Tem sido demonstrado que a TSPO modula a producao de esteroides por facilitar a
ligacdo e a translocagao do colesterol do meio extracelular para o meio intracelular da
mitocondria, onde é transformado em pregnenolona, que é a forma primaria da sintese de
todos as hormonas esterodides. Adicionalmente, outros trabalhos tém indicado a presenga
desses recetores no nucleo, no complexo de Golgi, nos lisossomas, nos peroxissomas e, até

7. (27)
mesmo, na membrana plasmatica.

Tem sido correlacionada a prevaléncia de varios tipos de estados e distlrbios
relacionados com a ansiedade, com a reduzida expressao de TSPO em células de sangue

periférico.'® Além disso, também os niveis TSPO no cérebro foram associados com

ansiedade.'”



5.3.1 Papel da TSPO na neuroesteroidogénese
A TSPO medeia o transporte de colesterol a partir do exterior para o interior da
membrana mitocondrial, o que é o passo limitante da sintese de neuroesteréides'”'®,
incluindo  estradiol,  testosterona, pregnenolona, sulfato de  pregnenolona,
tetrahidroprogesterona, alopregnanolona, tetrahidrodeoxicorticosterona

(tetrahydrodeoxycorticosteron ~ —  THDOC),  desidroepiandrosterona,  sulfato  de

dehidroepiandrosterona, entre outros (Fig. 4).!'®
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Figura 4 Biossintese e metabolismo de neuroesteroides. Retirado de Nothdurfter et al. 2012.¢"

Os neuroesterdides sao potentes moduladores de quase todos os tipos de
transmissao sinaptica. Eles podem alterar tanto a libertagao de varios neurotransmissores,
como a atividade de recetores de neurotransmissores® e, portanto, podem agir como
inibidores ou estimuladores da excitabilidade neuronal.?**® Foi demonstrado pela primeira
vez que os neuroesteroides alopregnanolona e 3X,5-THDOC podem modular a
excitabilidade neuronal através da sua interagio com os recetores GABA, (Fig. 5).%)

Os neuroesterdides ao atuarem sobre o sistema GABAérgico exercem uma agao
ansiolitica importante.” A formacio de neuroesterdides induzida por ligandos TSPO pode
resultar, portanto, num acessorio para inibicaio neuronal GABAérgica de uma regiao
especifica do cérebro. Os neuroesterdides sintetizados nos neurénios glutamatérgicos

principais do cortex podem atuar nos recetores GABA, autdcrinos (isto &, nos recetores da

mesma célula neuronal) e/ou paracrinos (isto €, nos recetores localizados nos neuronios

distais).®?
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Figura 5 Acao ansiolitica dos neuroesteroéides induzidos pela ligagdo do ligando TSPO. Retirado de
Nothdurfter et al. 2012.%%

No que diz respeito as redes neuronais envolvidas na modulagao do recetor GABA,
por neuroesteroides, o mecanismo mais provavel parece ser a libertagio paracrina de
neuroesterdides a partir das células gliais e microglia.®" No entanto, existem estudos in vitro
que sugerem que os neuronios também podem expressar TSPO, o que ainda nao pode ser
confirmado in vivo.®"

A questao de os interneurdnios GABAérgicos expressarem TSPO ainda precisa de

ser esclarecida.

5.3.2 Papel da TSPO nos Disttrbios Psiquidatricos

Até ao momento, realizaram-se poucos estudos que investigassem a relagao entre a
expressao de TSPO e os disturbios psiquiatricos.

No que diz respeito a depressao e ansiedade, os neuroesterdides demonstraram agir
como moduladores destes distirbios.”” A expressio de TSPO em células do sangue
periférico e plaquetas é reduzida em individuos ansiosos.'® A expressio reduzida de TSPO
também foi encontrada em linfocitos e plaquetas de doentes que sofrem de DAG,
transtorno de ansiedade social, TSPT e TP na presenca de DA de separagao de adultos. A
depressao nao tem sido associada com niveis reduzidos de expressao da TSPO. No entanto,
em doentes que sofrem de depressao ou bipolaridade ou suicidio, uma redugao de
expressao de TSPO poderia ser demonstrada. Na esquizofrenia, foi relatada uma relagao

entre a reduzida expressio da TSPO com a ansiedade, angustia e agressio.®"
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No que diz respeito a eficacia terapéutica, ligandos TSPO parecem ser uma
abordagem terapéutica promissora, indicando, assim, um papel fundamental do TSPO na

fisiopatologia de DA.

6 LIGANDOS TSPO

Face ao exposto até agora, a forte evidéncia experimental indica que os ligandos
TSPO podem ser utilizados para o tratamento de disturbios psiquiatricos. A maioria destes
ligandos foram desenvolvidos principalmente como agentes de neuroimagem e ferramentas
de diagnostico para a inflamagao do cérebro associada com uma variedade de condigoes

neuropatolégicas.®?

Os farmacos ligandos TSPO foram inicialmente descobertos para
estimular a formagao de esterdides nas células esteroidogénicas e mitocondriais isoladas, e
para induzir a translocagao de colesterol a partir do exterior para o interior da membrana
mitocondrial. No entanto, alguns deles também podem chegar a investigagao clinica para a
ansiedade.

No que diz respeito aos locais de ligagao dos ligandos TSPO, o colesterol liga-se ao
terminal carboxilo da TSPO que se encontra no citosol da célula que contém um dominio
CRAC (Cholesterol Recognition Amino acid Consensus) (Fig. 6). No entanto, também foram

relatados outros sitios de ligacio para as BZDs que se sobrepoem.!”

Intermembrane N
space
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C

Figura 6 Locais de ligagdo dos ligandos na TSPO da mitocdndria. Retirado de Korkhov et al. 2010 ®

O PK 11195 e o Ro5-4864 sao ligandos sintéticos classicos da TSPO. O PK 11195
(Fig. 7A) liga-se exclusivamente a TSPO, enquanto que o Ro5-4864 (Fig. 7B) exige outros
componentes proteicos mitocondriais para exibir a sua capacidade de ligagao. LeFur e

colaboradores®

, classifica o PK 11195 como antagonista e o Ro5-4864 como agonista ou
agonista parcial da TSPO, com o PK11195 a ser capaz de reverter completamente a ligagao
do Ro5-4864. No entanto, existem varios casos em que estes dois compostos podem ter
acoes opostas ou muito semelhantes. A sintese continua de novos ligandos especificos da

TSPO, em conjunto com métodos genéticos, € necessaria a fim de obter mais informagao
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sobre a estrutura e significado funcional do sitio de ligagao a TSPO. Estas isoquinolinas
tornaram-se, portanto, ferramentas importantes de diagndstico para a caracterizagao,

expressao e funcao da TSPO.
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Figura 7 Estrutura molecular: A (PK11195) e B (Ro5-4864). Retirado de Scarf et al.®?

Ao longo das ultimas duas décadas, varios outros ligandos TSPO tém sido
desenvolvidos. O alpidem imidazopiridina, por exemplo, foi aprovado para o tratamento da
ansiedade, na Franca, em 1991. No entanto, foi retirado em 1994, como resultado da
ocorréncia de disfungio hepitica grave.®"

Curiosamente, algumas BZDs classicas com relevancia clinica, tais como o
Clonazepam e o Diazepam, que atuam primariamente como moduladores alostéricos do
recetor GABA,, siao ligandos TSPO e assim podem promover a sintese de
neuroesteroides.®?

Recentemente, um tipo de mecanismo duplo de agao tem sido postulado para o
midazolam, em que este composto inibe a potenciagao de longa duragao e a aprendizagem

através da neuroesteroidogénese mediada pela TSPO.®®

6.1 Etifoxina
A Etifoxina (Fig. 8) foi o primeiro ligando TSPO que mostrou efeitos ansioliticos num
ensaio clinico.®® Neste ensaio duplamente-cego e randomizado, doentes que sofreram de
transtornos de ajustamento com ansiedade foram tratados durante 28 dias com Etifoxina, ou
com o Lorazepam. Além de menos efeitos adversos, a eficacia ansiolitica da Etifoxina acabou
por ser comparavel a do Lorazepam. Além disso, o grupo tratado com Etifoxina
experimentou menos efeitos de ansiedade, uma semana depois da suspensao do tratamento.
Nos neurodnios hipotalamicos, a Etifoxina melhora a inibicdo tonica através de
recetores GABA, extrasinapticos, um efeito que foi parcialmente bloqueado pela finasterida,

inibidor da 5x-redutase, enzima envolvida na sintese de neuroesteroéides. Em linha com esta
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observagao, a Etifoxina causou uma elevacdo dos niveis plasmaticos e cerebrais de
pregnenolona, progesterona, 5a-dihidroprogesterona e alopregnanolona,
independentemente das glandulas suprarrenais. Estes dados sugerem que a ativagao da
neuroesteroidogénese contribui parcialmente para os efeitos ansioliticos da Etifoxina. No
entanto, esta molécula é nao s6 um ligando TSPO, mas também um modulador direto fraco
de recetores GABA,.""
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Figura 8 Estrutura molecular da Etifoxina. Retirado de Nothdurfter et al. 2012."%

Cl

A Etifoxina exibe bons efeitos ansioliticos, mas nenhuma investigagao a longo prazo
sobre a eficacia clinica e o perfil de efeitos adversos estao disponiveis. O facto de Etifoxina
também atuar através da modulagao direta do recetor de GABA, semelhante as BZDs,
indica que se o composto for aplicado como um tratamento a longo prazo pode ocorrer o

desenvolvimento de tolerancia.

6.2 XBDI73
XBD173 (AC-5216, Emapunil) € uma nova fenilpurina de elevada afinidade seletiva

para a TSPO que tem sido recentemente investigada para o tratamento da ansiedade (Fig. 9).
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Figura 9 Estrutura molecular da XBD173. Retirado de Nothdurfter et al. 2012.("Y

A XBD173 exerce propriedades ansioliticas em modelos animais e em humanos,
aumentando a neuroesteroidogénese em zonas especificas do cérebro, potenciando deste
modo a amplitude e duragao das correntes pés-sinapticos de inibicao mediada pelo GABA,
como demonstrado em neurdnios do cortex pré-frontal de rato (Fig. 10A). Este efeito
potenciador na neurotransmissao GABAérgica foi bloqueado pela finasterida (Fig. 10B). Além

disso, em contraste com as BZDs, a XBDI|173 nao aumentou as correntes de cloreto
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mediadas por recetores GABA, nas células WSS-1 (células que expressam as subunidades
aly2 nos rato e subunidades 3 nos humanos do recetor GABA,), demonstrando assim que
nao tem efeitos moduladores diretos no recetor GABA,. Assim, o aumento da
neurotransmissao GABAérgica por XBD 173 parece ser mediada indiretamente por meio de

geracdo de neuroesteréides.®”
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Figura 10 Efeito de XBD 173 na neurotransmissio GABAérgica, de acordo com Rupprecht et al.®”

In vivo, a XBD 173 contrariou os TP induzidos farmacologicamente em roedores, sem
exercer efeitos sedativos. Também em humanos, a XBD173 revelou um inicio rapido de
efeitos antipanico. Em voluntarios saudaveis do sexo masculino, a eficacia antipanico de
XBD 173 foi comparavel a do alprazolam durante o panico induzido farmacologicamente pelo
tetrapeptideo colecistoquinina (CCK-4).%”

Em contraste com o grupo alprazolam, o grupo XBD 173 nao sofreu de sedagao nem
de sintomas de abstinéncia apos 7 dias de tratamento, indicando assim, um melhor perfil de
efeitos laterais. Estes resultados sugerem potentes e rapidas propriedades ansioliticas e
menos efeitos laterais para a XBD173 em comparagao com BZDs em seres humanos, o que

torna este composto um candidato promissor para uma nova classe de ansioliticos.®”



7 CONSIDERACOES FINAIS

O conceito de moduladores diretos do sistema GABAérgico como compostos
ansioliticos deriva de experiéncias clinicas com BZDs. No entanto, as BZDs apresentam um
perfil de efeitos laterais desfavoraveis devido ao desenvolvimento de tolerancia e potencial
de abuso.

A TSPO medeia um largo espectro de fungdes bioldgicas no SNC, tornando os
ligandos TSPO uteis como ferramentas de diagndstico para a monitorizagao de processos
fisiologicos e patologicos. Além disso, os ligandos TSPO estao em desenvolvimento para o
tratamento de disturbios psiquiatricos, tais como DA, a qual pode constituir uma nova classe
de compostos relacionados com a fisiopatologia destas doengas. Embora os ensaios clinicos
iniciais sejam promissores, existem varias questoes que continuam por resolver neste
contexto: a eficacia a médio e longo prazo de ligandos TSPO tem de ser determinada; o
perfil de efeitos laterais dos ligandos TSPO sob administracao prolongada tem que ser
avaliado tendo em vista a elevada expressao de TSPO em tecidos periféricos, a qual também
podem reduzir a especificidade dos farmacos. Por outro lado, a especificidade dos farmacos
€é também ameagada pelo facto de ligandos TSPO nao aumentarem seletivamente os
neuroesteroides relevantes para a ansiedade. Portanto, os efeitos laterais provocados pelos
ligandos TSPO, como resultado da melhoria global da sintese neuroesterdides, ainda
precisam de ser determinados.

A Etifoxina, que foi autorizada em Franca para o tratamento de DA desde 1982, e a
XBD 173, composto mais recentemente desenvolvido, revelaram-se promissores nos ensaios
clinicos iniciais. Ha no entanto que esclarecer, se ha realmente um beneficio aumentado,
juntamente com um melhor perfil de efeitos laterais em relagao as opgoes de tratamento ja
existentes. Essas perguntas s6 podem ser respondidas por estudos clinicos sistematicos
envolvendo a administragao prolongada e monitorizagao de seguranca. Acresce que, sao
necessarias mais investigagoes sobre os mecanismos moleculares subjacentes destes
compostos que podem contribuir para explicar o perfil de efeitos laterais favoraveis.

A necessidade de compostos alternativos é obvia. A modulagao indireta da fungao do
recetor GABA, via neuroesteroidogénese, pode potencialmente constituir uma abordagem
promissora como ansioliticos de acao rapida, sem os efeitos adversos das BZDs. No
entanto, estes compostos emergentes terao de provar a sua utilidade em condigoes clinicas

apropriadas.
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