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RESUMO

A ansiedade e o estresse sdo respostas fisiolégicas e adaptativas. Envolvem
alteracdes fisicas, cognitivas e comportamentais que sdo importantes para a
sobrevivéncia, mas podem se tornar patolégicos a depender da frequéncia e duragao
em que sdo experimentados. A ansiedade patoldgica e os disturbios de estresse tém
sido identificados como componentes centrais dos transtornos de ansiedade, que
estdo entre os transtornos psiquiatricos mais prevalentes no mundo. Os
medicamentos disponiveis atualmente possuem eficacia variavel e estdo associados
a efeitos colaterais significativos. Os betabloqueadores surgem como adjuvantes para
alivio dos efeitos periféricos do processo de ansiedade e propranolol, um
betabloqueador ndo seletivo, € o0 mais utilizado por seus efeitos mais amplos.
Entretanto a falta de seletividade pode estar associada a efeitos colaterais mais
intensos. Buscamos entdo avaliar e comparar seus os efeitos com um antagonista
seletivo beta1-adrenérgico, o metoprolol. Avaliamos a influéncia dos betabloqueadores
nas respostas cardiovasculares, temperatura corporal e comportamento do tipo
ansiedade em ratos Wistar. Os animais foram separados em trés grupos: propranolol
5mg/kg, metoprolol 5mg/kg e salina 0,9% e expostos aos testes de estresse social, campo
aberto, caixa de transicdo claro/escuro e interagdo social. Observamos que ambos
betabloqueadores reduziram a frequéncia cardiaca, mas o propranolol demonstrou efeito
adverso na pressao arterial média. Apenas o grupo propranolol demonstrou melhora da
funcdo motora no campo aberto, enquanto ambos tratamentos reduziram comportamento
relacionado a ansiedade no claro/escuro, sugerindo efeito ansiolitico. Apesar disso,
nenhum betabloqueador impactou na interagao social apds estresse social. O controle da
temperatura corporal por propranolol foi observado em todos os testes.
Interessantemente, metoprolol também reduziu hipertermia durante estresse social e
campo aberto, mas ndo demonstrou efeito no estimulo mais intenso, em que foram
combinados os testes de estresse e interagdo social. Apesar de o grupo propranolol
apresentar melhores efeitos gerais na atividade locomotora e na hipertermia por estresse,
baseados nos demais resultados, sugerimos que o uso de metoprolol na ansiedade pode

ser uma alternativa eficaz e mais segura, pois esta associado a menor efeito colateral.
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ABSTRACT

Anxiety and stress are physiological and adaptive responses. It involves physical,
cognitive, and behavioral changes that are crucial for survival, but can become
pathological depending on the frequency and duration of exposure to triggering stimuli.
Pathological anxiety and stress disorders have been identified as central components
of anxiety disorders, which are among the most prevalent psychiatric disorders
worldwide. The available treatment is not effective for all individuals and have
significant side effects. Beta-blockers emerge as supplementary options for mitigating
the peripheral impacts of the anxiety process and propranolol, a non-selective beta-
blocker, holds the primary position due to its extensive effects. Despite that, the lack
of selectivity might result in more pronounced side effects. So we aimed to compare
its effects with those of a selective beta1-adrenergic antagonist, metoprolol. We
evaluated how beta-blockers influence cardiovascular responses, body temperature,
and anxiety-like behavior in Wistar rats. The animals were divided into three groups:
propranolol 5mg/kg, metoprolol 5mg/kg, and 0.9% saline solution. The animals were
subjected to social stress, open field, the light-dark box, and social interaction. Both
beta-blockers reduced heart rate, although propranolol exhibited an adverse effect on
mean arterial pressure. Only propranolol showed an improvement in motor function in
open field test, whereas both substances reduced anxiety-related behavior in the light-
dark box, indicating potential anxiolytic effects of both treatments. No impact was
observed on social interaction. Propranolol consistently regulated the rats' body
temperature in all tests. Interestingly, metoprolol also reduced hyperthermia during the
social stress and open field, but showed no effect in the most intense stimulus, in which
social stress and social interaction tests were combined. Despite propranolol group
demonstrating more favorable effects on locomotor activity and stress-induced
hyperthermia, considering remaining outcomes, we propose that metoprolol could be
effective and safer alternative for managing anxiety, as it is associated with less side

effects.
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1 INTRODUCAO

A ansiedade e o estresse sao fenbmenos inerentes a experiéncia humana e sob
condigdes normais, as respostas fisioldgicas associadas a esses estados
desempenham papéis cruciais na adaptagdo do organismo a desafios e ameacas
(Calhoon; Tye, 2015; Margis et al., 2003). Entretanto, quando essas respostas se
tornam crénicas ou excessivas, podem evoluir para quadros patoldgicos (Castillo et
al., 2000). A ansiedade patoldgica e os disturbios de estresse tém sido identificados
como componentes centrais de varias condicdes psiquiatricas, como transtornos de
ansiedade, depressao e transtorno de estresse pos-traumatico (Castillo et al., 2000;
Kalin e Barbas, 2022; Shin e Liberzon, 2010).

Os transtornos de ansiedade estdo entre os transtornos psiquiatricos mais
prevalentes no mundo (Murrough et al., 2015). Segundo a Organizagdo Mundial da
Saude (OMS) cerca de uma em cada oito pessoas no mundo vivem com algum
transtorno mental, sendo os transtornos de ansiedade e os transtornos depressivos
0os mais prevalentes (OMS, 2022). Como agravante, a disponibilidade de
medicamentos psicotrépicos essenciais acessiveis € limitada e uma porgao
consideravel de individuos patologicamente ansiosos ndo recebe tratamento
adequado ou nao responde bem aos tratamentos disponiveis (Calhoon e Tye, 2015).
Tais evidéncias epidemioldgicas ressaltam a urgéncia na busca por solugdes efetivas
e acessiveis para enfrentar este desafio global e melhorar a qualidade de vida das

pessoas afetadas por essas psicopatologias.

Em muitas pesquisas, os betabloqueadores séo retratados como adjuvantes a
farmacoterapia convencional, enquanto estudos avaliando os efeitos da monoterapia
em comparag&o com placebo sédo escassos (Boyce et al., 2021). Além disso, poucos
estudos realizaram comparagdes entre os beneficios relativos do uso de
betabloqueadores com diferentes graus de seletividade para os receptores beta1,
beta2 e beta3 para ansiedade. Apesar de ser conhecido que o bloqueio n&o seletivo
dos receptores beta-adrenérgicos esta relacionado a efeitos adversos mais
acentuados, o propranolol € o betabloqueador mais investigado no campo da

psiquiatria (Carnovale et al., 2023). Além disso possui mais indicagdes terapéuticas e

1



maior experiéncia clinica acumulada (Oliver; Mayor Jr; D’ocon, 2019) e 0 seu uso no

controle de ansiedade e taquicardia por ansiedade esta descrito em bula.

Por outro lado, o metoprolol ndo esta aprovado para tratamento sintomatico de
transtornos de ansiedade segundo a FDA (U.S. Food and Drug Administration) até a
presente data (Tucker et al., 2023). Entretanto, ha mais de trés décadas estudos ja
apontavam que o metoprolol poderia ser uma alternativa mais segura que o
propranolol para o tratamento dos transtornos de ansiedade (Chaturvedi, 1987). Para
testar essa hipdtese, empregamos distintos protocolos comportamentais visando
aprimorar a compreensao dos efeitos desses betabloqueadores nas respostas

fisiolégicas e comportamentais através de modelo animal.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Ansiedade

A ansiedade é um estado emocional caracterizado por inquietacéo e preocupacgao
excessiva sobre eventos futuros (Castillo et al., 2000; Margis et al., 2003). Também é
entendida como uma antecipagao de perigo e sentimento de inseguranga ou medo
mesmo que nao exista uma ameaca real (Castillo et al., 2000; Grupe e Nitschke, 2013;
Margis et al., 2003; Shin e Liberzon, 2010).

A ansiedade é uma resposta natural do organismo a situagdes percebidas como
ameacadoras ou incertas, sendo comumente experienciada pelos seres humanos
(Grupe; Nitschke, 2013). Em mamiferos, as respostas de defesa frente esses
estimulos sdo controladas por uma complexa rede de estruturas cerebrais que
coordenam um padrao integrado de alteragbes neuroenddcrinas, autonémicas e
comportamentais (Shin e Liberzon, 2010; Szczepanska-Sadowska, 2008). Varios
neurotransmissores e hormaonios, participam em maior ou menor grau da modulagao
e regulagcdo dos comportamentos defensivos (Graeff, 2004; Kausche et al., 2021,
Margis et al., 2003) e entre eles estdo a noradrenalina (NA) e adrenalina (A), que tém
recebido aten¢cdo desde a primeira demonstragao do papel da excitacdo simpatica em

resposta ao estresse (Lundberg, 2007).

Os principais efeitos dessas catecolaminas incluem aumento dos batimentos
cardiacos, dilatacdo das vias respiratérias, aumento da pressdo arterial e da
temperatura corporal (Lima et al., 2022; Margis et al., 2003; Olivier et al., 2003). Tais
alteracgdes sdo fundamentais para a sobrevivéncia do individuo pois aumentam o fluxo
sanguineo para orgaos especificos e melhoram a disponibilidade de energia,
permitindo respostas rapidas a possiveis ameacas (Abreu et al., 2014; Reis et al.,
2023). Alem disso foi sugerido que aumentos na temperatura corporal facilitam o
funcionamento do musculo cardiaco e esquelético (Bennett, 1985 apud Reis et al.,
2023) e que um aumento na temperatura cerebral pode melhorar o processamento
sinaptico necessario para a tomada de decisbes (Blessing e Ootsuka, 2016 apud Lima
et al., 2022).



As respostas a ansiedade também podem se manifestar através de sintomas
comportamentais, sendo comum observar em animais comportamentos como inibigao
de exploragdo e evitacdo da fonte de perigo (Belzung e Griebel, 2001). Estudos
anteriores demonstraram que os sistemas neurais envolvidos no comportamento do
tipo ansiedade em roedores sédo consistentes com aqueles identificados em seres
humanos (Adhikari, 2014; Kenwood, Kalin e Barbas, 2022). Nesse sentido, os testes
comportamentais com roedores sdo amplamente empregados na pesquisa cientifica
e podem fornecer informagdes relevantes sobre os mecanismos subjacentes a
ansiedade e transtornos ansiosos em humanos (Calhoon e Tye, 2015) visto que os
circuitos envolvidos nédo sao completamente compreendidos. Tais modelos
experimentais também constituem um papel importante na avaliacdo da eficacia de
novas drogas para transtornos ansiosos, uma vez que comportamentos semelhantes
a ansiedade nessas tarefas sdo reduzidos por drogas ansioliticas (Kallman, 2016;
Michalak et al., 2020).

Para avaliagdo de comportamento do tipo ansiedade em animais, geralmente sao
empregados testes que se baseiam na tendéncia inata e conflituosa dos roedores em
explorar novos espagos assim como evitar areas abertas e iluminadas, onde podem
ser mais vulneraveis a ameagas ambientais (Calhoon e Tye, 2015; Grossen e Kelley,
1972). Essas respostas comportamentais defensivas evoluiram para permitir que um
organismo evite ou reduza danos e, assim, assegure sua sobrevivéncia (Mobbs et al.,
2015). No entanto, em humanos, o medo excessivo e/ou ansiedade cronica podem
ser debilitantes e sdo considerados patoldgicos (Castillo et al., 2000).

Enquanto a ansiedade fisiolégica € benéfica ao organismo e nao requer
tratamento (Bandelow et al., 2015), passa a ser reconhecida como patolégica quando
exagerada e desproporcional em relagdo ao estimulo ou quando interfere com a
qualidade de vida, o conforto emocional e desempenho das tarefas rotineiras (Allen,
Leonard E Swedo, 1995; Nechita e Motorga, 2018). A ansiedade patologica esta
associada a uma hiperatividade do sistema limbico, incluindo a amigdala, que
desempenha um papel central no processamento emocional e na resposta ao medo

e ansiedade (Adhikari, 2014; Calhoon; Tye, 2015). Devido a uma antecipagao



excessiva ao perigo, a amigdala pode se tornar mais sensivel e reativa a estimulos
que sdo percebidos como ameagadores, desencadeando respostas exageradas e
desadaptativas (Carlson et al., 2011a). O cortex pré-frontal, responsavel pelo controle
cognitivo e amplamente reconhecido por exercer controle inibitorio sobre a amigdala
(Barbas e Garcia-Cabezas, 2016; Maier et al., 2006) também pode apresentar
alteragdes que prejudicam a sua fungao inibitéria (Ottaviani, 2018). Por consequéncia,
essas alteracdes afetam a capacidade do individuo de avaliar e responder a estimulos
ameacadores de forma equilibrada, sendo essa uma caracteristica central dos
transtornos de ansiedade incluindo transtorno de estresse pés-traumatico, transtorno
de panico, fobia social e fobia especifica (Carlson et al., 2011b; Kenwood, Kalin e
Barbas, 2022; Shin e Liberzon, 2010).

2.2 Estresse

Conceitualmente, estresse e ansiedade sao estados emocionais distintos.
Enquanto a ansiedade pode ser definida como um conjunto de respostas
antecipatodrias na auséncia de uma ameaca real, o termo estresse caracteriza o estado
gerado pela percepg¢ao de uma ameacga iminente real (Calhoon; Tye, 2015; Margis et
al., 2003). Apesar disso, o0 estresse e a ansiedade podem compartilhar algumas
sobreposi¢cdes em termos de sintomas fisicos e respostas comportamentais, tornando

dificil sua diferenciacdo (Wiedemann, 2015).

Hans Selye, em seu trabalho pioneiro sobre estresse, definiu-o como uma reagéo
fisiologica e adaptativa em resposta a estimulos fisicos (frio, calor, infecgao, trauma,
hemorragia) ou de natureza psicolédgica (Selye, 1936), uma vez que dependem da
interpretacdo do individuo em relagao ao evento (Friedrich, Macedo e Reis, 2015).
Nesse sentido, foi sugerido que a ansiedade pode representar importante estressor
psicolégico, exacerbando os desafios mentais e emocionais que um individuo enfrenta
e contribuindo para uma maior carga de estresse (Grillon et al., 2007; Mesquita et al.,
2016).

Ao mesmo tempo, o estresse € tido como fator de risco para ansiedade (Margis
et al., 2003), uma vez que o estresse agudo e cronico interfere nos circuitos neurais
5



relacionados a regulacdo da ansiedade e do humor (Wiedemann, 2015) podendo
desencadear sintomas de ansiedade ou transtornos associados (Hu et al., 2022a). Em
corroboragdo com esses estudos, foi relatado que a exposi¢céo ao estresse agudo em
individuos saudaveis potencializa a resposta de ansiedade (Grillon et al., 2007; Shin
e Liberzon, 2010). Em outro estudo que envolveu a exposi¢cao a um teste de estresse
social, foi observado um aumento nas respostas de condicionamento do medo
(Jackson et al., 2006). Tais evidéncias indicam que as respostas de ansiedade e
estresse estéo inter-relacionadas e podem influenciar umas as outras (Shin; Liberzon,
2010).

Complementarmente aos estudos de Selye (1936), Lazarus e Launier (1978),
definiram estresse como qualquer estimulo de demanda externa ou interna que atinja
ou exceda as fontes de adaptagcdo de um individuo ou sistema social (Lazarus e
Launier, 1978 apud Polit e Beck 2011). Essa definicdo enfatiza a interagéo entre o
contexto ambiental e a pessoa ou grupo, considerando-os como fatores
desencadeadores e ativos na resposta ao estresse (Polit e Beck 2011). Nesse sentido,
o modelo animal de conflito social entre membros da mesma espécie como gerador
de estresse, em comparagdo aos modelos que utilizam estimulos fisicos aversivos,
como choque nas patas, contengdo ou exposi¢céo ao frio, mostra-se vantajoso uma
vez que, considerando-se a vida moderna, os estressores mais comuns sdo de origem
social (Bjorkqvist, 2001; Eslinger et al., 2021).

Estimulos considerados estressores impulsionam ajustes fisiologicos como
aumento da frequéncia cardiaca, pressao arterial e temperatura corporal, que por sua
vez, possibilitam uma resposta eficaz diante de ameacas reais ou percebidas (Hu et
al., 2022). A resposta térmica ao estresse € caracterizada como “hipertermia induzida
por estresse” (Reis et al., 2023). Em animais, as variagdes de temperatura corporal
s&o consideradas medidas sensiveis para avaliar o grau de estresse (Lees et al., 2020
apud Mota-Rojas Daniel et al., 2021) e o tecido adiposo marrom (TAM) esta definido

como principal sitio de termogénese adaptativa (Reis et al., 2023; Ueta et al., 2009).

Assim como a ansiedade, o estresse € uma experiéncia comum e regular para

todos os seres vivos, desempenhando um papel essencial na sobrevivéncia (Mesquita
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et al., 2016). O estresse moderado pode trazer beneficios como maior atencao e
memoria (Hu et al., 2022). Por outro lado, o estresse pode se tornar uma ameacga a
vida quando eventos estressantes se tornam uma parte rotineira da vida dos
individuos (Pickering et al., 2013). Varios estudos ja mostraram que o estresse intenso
e prolongado esta associado a alteragbes metabdlicas, risco cardiovascular,
anormalidades enddcrinas, alteragées de humor e comprometimento das fungdes

cognitivas (Lima Giacobbo, 2019).

Além disso, o estresse crénico causa varias respostas desadaptativas, levando a
um risco aumentado de desenvolver multiplas doencas psiquiatricas, incluindo
depressao, transtornos de ansiedade e transtorno de estresse pds-traumatico (Lima
Giacobbo, 2019). Estudos demonstram que essas psicopatologias s&o caracterizadas
por alteragdes a nivel do sistema nervoso central capazes de interferir nas vias neuro-
endrocrinas e autondmicas acarretando sintomas neurovegetativos (Lenhardtk e
Calvetti, 2017; Zamignani e Banaco, 2005), nesse cenario a intervengao

farmacoldgica faz-se necessaria (Castillo et al., 2000).

2.3 Papel da sinalizagao noradrenérgica e adrenérgica

A sinalizagdo noradrenérgica desempenha um papel crucial na resposta ao
estresse e a ansiedade, tanto a nivel central quanto periférico (Eiden, 2013a). No
sistema nervoso central, a NA é sintetizada principalmente nos neurénios localizados
na regido do locus coeruleus, que esta localizado no tronco cerebral (Berridge e
Waterhouse, 2003; O’Donnell et al., 2012). As regides que recebem projecbes do
locus ceruleus incluem o cortex pré-frontal que estd associado ao planejamento e
tomada de decisbes (Ottaviani, 2018; Tavares e Corréa, 2006), a amigdala
relacionada as respostas emocionais (Adhikari, 2014; Amano et al., 2011; Mesquita et
al., 2016; Tye et al., 2011) e o hipotalamo, envolvido na regulagédo hormonal e resposta
ao estresse (Mueller, Figueroa e Robinson-Papp, 2022). Quando as células do locus
ceruleus sao ativadas através dos estimulos sensoriais, ha um aumento importante
de NA nas fendas sinapticas dessas regides, resultando em uma resposta neural mais

intensa (Margis et al., 2003). Os receptores noradrenérgicos envolvidos nessas vias
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incluem os subtipos a (alfa) e B (beta) de maneiras distintas, com a1 e 8 contribuindo
para a excitacao neuronal e os a2 tendendo a modular a liberagcao de noradrenalina
(Berridge, 2008).

A sinalizagdo noradrenérgica periférica ocorre através do sistema nervoso
autébnomo simpatico (SNS), acarretando em liberagcao de NA dos terminais nervosos
simpaticos que revestem vasos sanguineos, inervam o coragao (Eiden, 2013b; Reis,
et al., 2014) e o tecido adiposo marrom (TAM) (Huesing et al., 2022). Além disso, este
neurotransmissor pode atingir niveis significativos na corrente sanguinea pelo
extravasamento da NA secretada nas sinapses em 6rgaos-alvo inervados por nervos
simpaticos pds-glanglionares ou pelas glandulas suprarrenais, embora em menores
quantidades (Goldstein et al., 1983; William Tank e Lee Wong, 2014). A noradrenalina
liberada na circulagdo sanguinea pela medula adrenal atua como hormonio,
produzindo os mesmos efeitos simpaticomiméticos nos érgaos efetores (Kawashima,
2005).

A liberacdo de adrenalina, por sua vez, € uma resposta periférica ao estimulo
nervoso simpatico na medula adrenal, projetada para amplificar rapidamente a reagao
ao estresse (William Tank e Lee Wong, 2014). Apesar da medula adrenal ser
responsavel por liberar tanto a noradrenalina quanto a adrenalina na circulacéo
periférica, a sintese e secre¢cao de adrenalina é predominante (Taylor et al., 1989),
sendo cerca de 80% das células cromafins presentes medula adrenal envolvidas
nesta funcédo (William Tank e Lee Wong, 2014). A adrenalina € conhecida por sua
acao periférica nas reacdes de “luta ou fuga”, tendo estudos demonstrado que o
hormonio ndo penetra a barreira hematoencefalica mesmo em situagdes de estresse
(Chen e Williams, 2012; Oliveira et al., 2018). Apesar disso, a adrenalina parece ser
um mediador de alteragdes neuroquimicas relacionadas a consolidacdo da memoria
do medo (Alves et al., 2016; Toth et al., 2013) evidenciando que a resposta ao estresse
€ uma complexa interacdo entre varios sistemas, que precisam ser mais

profundamente explorados.

Os efeitos de ambas catecolaminas derivam de sua ligagdo aos receptores

adrenérgicos (Adameova, Abdellatif e Dhalla, 2009). A partir de seus diferentes
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mecanismos de acao e propriedades farmacoldgicas, esta superfamilia de receptores
pode ser classificada em trés subfamilias: a1, a2 e beta-adrenérgicas (Zhang et al.,
2022a). A subfamilia beta-adrenérgica compreende os subtipos 1, B2 e B3, que estao
envolvidos tanto nas respostas fisiologicas quanto patologicas frente aos estimulos
perturbadores internos ou externos (Repova et al., 2022; Ruan et al., 2020; Zhang et
al., 2022b).

Os receptores adrenérgicos do subtipo B1 sdo predominantemente expressos no
tecido cardiaco e promovem aumento da frequéncia cardiaca e da for¢ca das
contragdes via estimulagdo adrenérgica e noradrenérgica (Wang et al., 2021; Wearing
et al., 2022). Além disso aumentam a secre¢ao de renina pelos rins e parecem estar
envolvidos na termogénese (Fitzgerald, 2007). Os receptores 32 sdo encontrados nos
musculos lisos dos bronquios, artérias periféricas e musculo esquelético (Zhang et al.,
2022b). A adrenalina tem uma afinidade maior por esses receptores em comparagao
com a NA, e a sua ligagdo ao receptor estimula o relaxamento bronquial e a
vasodilatagao, além de glicogendlise hepatica e metabolismo lipidico (Repova et al.,
2022; Zhang et al., 2022b).

Os receptores B3 estdo principalmente no tecido adiposo e sdo comumente
atribuidos a lipdlise e a termogénese no TAM devido a sua maior expresséo no tecido
(Babol e Btasiak, 2005). Apesar de o grau de envolvimento dos diferentes receptores
B-adrenérgicos B1 e B3 na termorregulacdo nao ser completamente compreendido,
estudos sugerem que o SNS coordena essa resposta através da liberagdo de NE nas
terminacdes nervosas simpaticas, estimulando os receptores 3 expressos nos
adipdocitos marrons (Nakamura, 2015). Adicionalmente, a resposta simpatica dos
adrenoceptores a induz vasoconstricdo cutadnea, reduzindo a perda de calor
(Nakamura, 2015; Ikoma et al., 2018).

Estas vias de sinalizagdo permitem que o organismo reaja rapidamente a
ameacas imediatas (Mueller, Figueroa e Robinson-Papp, 2022). No entanto, estudos
tém mostrado que a hiperatividade desses sistemas pode contribuir para disturbios de
ansiedade e doengas cronicas (Esler, 2017; Turner et al.,, 2020). Nesse sentido,

agentes moduladores da liberagdo, recaptagdo ou bloqueio da atividade de
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noradrenalina e adrenalina podem ser uUteis na pratica clinica (Hara et al., 2013;

Moreno, Moreno e Soares, 1999).

2.4 Farmacoterapia da ansiedade e estresse

Os medicamentos usados para transtornos de ansiedade incluem
benzodiazepinicos, inibidores seletivos da recaptacdo de serotonina (ISRSs),
inibidores de recaptagdo de serotonina-noradrenalina (SNRIs), pregabalina,
antidepressivos ftriciclicos e opipramol, moclobemida, fenelzina, buspirona e
hidroxizina (Bandelow et al., 2015). Atualmente os medicamentos de primeira escolha
sao os ISRSs e os SNRIs, enquanto o uso rotineiro de benzodiazepinicos nao é
recomendado devido ao risco de desenvolvimento de dependéncia e de outros efeitos
adversos (Thibaut, 2017).

Nos ultimos anos tém-se verificado um avango no tratamento farmacoldgico da
ansiedade, em que os benzodiazepinicos sao substituidos por outras drogas que
possuem menos efeitos colaterais (Maciel et al., 2015). Mas mesmo os medicamentos
de primeira linha podem ter efeitos colaterais significativos que diminuem a adesao
dos pacientes ao tratamento (Calhoon e Tye, 2015). Além disso, os tratamentos
disponiveis ndo aliviam com sucesso a ansiedade em todos os pacientes. Um estudo
demonstrou que menos de 60% dos pacientes com transtorno de estresse pos-
traumatico responderam ao tratamento inibidores seletivos da recaptacdo de
serotonina (Steiner et al., 2007). A heterogeneidade dos transtornos de ansiedade e
a presencga de condi¢des psicologicas concomitantes, como ansiedade e depresséo,
podem justificar os desafios significativos no desenvolvimento de novas drogas e

abordagens terapéuticas (Castillo et al., 2000).

Em evidéncia disto, ha mais de 20 anos nenhum medicamento inovador é
aprovado para essas patologias apesar de progressos no entendimento dos
transtornos de ansiedade (Murrough et al., 2015). Nesse cenario, o reposicionamento
de drogas emerge como uma abordagem promissora. Dado o papel critico da
sinalizagao noradrenérgica e adrenérgica na modulagao da ansiedade e do estresse,
os farmacos antagonistas beta-adrenérgicos tém sido usados como medicamentos
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ansioliticos (Steenen et al., 2016). Eles podem apresentar vantagens no tratamento
agudo do estresse por terem efeito rapido, ao contrario dos inibidores seletivos da
recaptagdo da serotonina (ISRSs) e por ndo viciarem e nem causarem sonoléncia
como os benzodiazepinicos (Andreatini, Boerngen-Lacerda e Zorzetto Filho, 2001a;
Lynn, 2010).

2.5 Uso de betabloqueadores na ansiedade

Os antagonistas dos receptores beta-adrenérgicos, ou betabloqueadores, inibem
a agao das catecolaminas epinefrina e norepinefrina nos receptores beta-adrenérgicos
(Helfand et al., 2007) e diminuem sintomas periféricos do processo de ansiedade
como batimento cardiaco acelerado, respiragéo rapida, tremor e sudorese (Repova et
al., 2022).

Podem ser prescritos associados aos ansioliticos sobretudo numa crise, em que
os sintomas autonémicos se tornam muito intensos devido a hiperatividade
adrenérgica (Andreatini, Boerngen-Lacerda e Zorzetto Filho, 2001a). Visto que o
agente ansiolitico deve reduzir a ansiedade e exercer um efeito calmante com pouco

ou nenhum efeito sobre as fun¢gdes motoras, a associagao € justificada (Weir, 2009).

Atualmente, € amplamente reconhecido que esses compostos ndo apenas
exercem efeitos periféricos, mas também atuam de forma significativa no sistema
nervoso central (Steenen et al., 2016). No entanto, as indicagdes clinicas concentram-
se no manejo dos componentes autonémicos da ansiedade (Fogari e Zoppi, 2004;
Steenen et al., 2016). Sendo assim, eles sao classificados como op¢des terapéuticas
secundarias ou terciarias no tratamento dos transtornos de ansiedade (Andreatini,

Boerngen-Lacerda e Zorzetto Filho, 2001b).

Os antagonistas beta-adrenérgicos diferem na afinidade aos receptores
adrenérgicos, sendo classificados como ndo seletivos quando bloqueiam os
receptores 1, B2 e B3, e como cardiosseletivos quando bloqueiam apenas os

receptores adrenérgicos B1 (Eren et al., 2018). Os farmacos betabloqueadores
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utilizados neste estudo foram o propranolol, como representante dos

betabloqueadores nao seletivos, e metoprolol dos seletivos.

2.5.1 Propranolol

O propranolol (PROP) foi o primeiro antagonista beta adrenérgico sintetizado. E
um betabloqueador ndo seletivo, ou seja, age com igual afinidade nas diferentes
subfamilias dos receptores B-adrenérgicos competindo no nivel do receptor com as

catecolaminas, bloqueando seus efeitos (Black et al., 1964 apud Steenen et al., 2016).

Clinicamente, PROP ¢é utilizado para atingir locais periféricos do sistema
noradrenérgico para tratar hipertensdo, doenga arterial coronariana e taquiarritmias
(Webb et al., 2010). Além das a¢des descritas para agao periférica, o propranolol pode
ser utilizado como betabloqueador no sistema nervoso central, devido sua alta
lipofilicidade que o permite atravessar a barreira hematoencefalica (Steenen et al.,
2016). Devido a essa caracteristica, desde o inicio dos anos 1960 o seu potencial
ansiolitico vem sendo explorado (Turner & Granville-Grossman, 1965 apud Steenen
et al., 2016).

Estudos demonstraram sua eficacia na redugao de muitos sintomas exacerbados
e prejudiciais em situagdes de ansiedade e estresse, causados majoritariamente por
resposta simpatica adrenérgica (De Morais Miranda et al., 2017). PROP demonstrou
eficacia em estados angustiantes pontuais, como medo do palco (Brantigan et al.,
1982), ansiedade de desempenho em musicos (Clark e Agras, 1991) e medo de
cirurgia (Liu, Milgrom e Fiset, 1991; Mealy et al., 1996). No entanto, Steenen e colegas
(2016) questionam sua eficacia no tratamento de disturbios de ansiedade defendendo
que as informacgdes clinicas disponiveis ndo sao adequadas para sustentar seu uso

rotineiro.

Um dos problemas do uso de betabloqueadores néo seletivos € sua acdo nos
receptores B2 localizados nos bronquios, podendo iniciar ou exacerbar
broncoespasmos (Weir, 2009). Dessa forma, acredita-se que os efeitos adversos dos

betabloqueadores nao seletivos como o propranolol, estejam relacionados a ligagéao
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aos receptores B2 (Eren et al., 2018). Existem algumas drogas seletivas que tém maior
afinidade para receptores 31 comparados com receptores 32 (Zhou et al., 2014) como
por exemplo o metoprolol, que pode ser uma alternativa aos farmacos nao seletivos,

reduzindo os efeitos adversos associados.

2.5.2 Metoprolol

O metoprolol (MET) € um antagonista seletivo B1 adrenérgico, amplamente
utilizado desde 1975, com comprovada eficacia na reducdo de eventos
cardiovasculares e mortalidade em pacientes com hipertenséo e doenga coronariana
(Eren et al., 2018).

Modificagbes na estrutura do antagonista (-adrenérgico de primeira geragao
(propranolol) levaram a descoberta de importantes antagonistas 1 cardiosseletivos,
entre eles, o metoprolol (Riddell, Harron e Shanks, 1987). Devido a sua afinidade aos
receptores adrenérgicos do tipo B1, o MET nao apresenta efeito adverso significativo
sobre o sistema respiratério, sistema cardiovascular e metabolismo (Mcdevitt, 1986
apud Eren et al., 2018).

O metoprolol bloqueia os receptores B1 presentes no coragao, onde regulam o
aumento da frequéncia cardiaca e da forca de contracdo, nos rins, onde influenciam
a liberacdo de renina e, consequentemente, a ativacdo do sistema renina-
angiotensina-aldosterona, e nos adipécitos, onde controlam o processo de lipdlise
(Brodde, 2008). O MET é moderadamente lipofilico e consegue atravessar a barreira
hematoencefalica e se ligar aos receptores B-adrenérgicos expressos no SNC,

apresentando dessa forma, potencial efeito ansiolitico (Boyce et al., 2021).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivos Gerais

Avaliar os efeitos dos betabloqueadores propranolol e metoprolol na reatividade
cardiovascular, temperatura corporal e comportamento do tipo ansiedade em ratos
Wistar.

3.2 Objetivos Especificos

- Avaliar e comparar efeitos de antagonista beta-adrenérgico seletivo (metoprolol) e
nao seletivo (propranolol) na regulacdo da frequéncia cardiaca e pressao arterial
durante e apéds estresse social,

- Avaliar e comparar efeitos de antagonista beta-adrenérgico seletivo e ndo seletivo

no comportamento do tipo ansiedade no campo aberto e caixa claro/escuro;

- Avaliar e comparar efeitos de antagonista beta-adrenérgico seletivo e ndo seletivo
na interacio social apds estresse por rato intruso;

- Avaliar e comparar efeitos de antagonista beta seletivo e antagonista beta nao
seletivo no controle da temperatura da cauda e temperatura do dorso durante

situacdes emocionalmente desafiadoras.
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4 METODOLOGIA

4.1 Aspectos éticos

Todos os protocolos experimentais foram realizados segundo as normas e
principios éticos de experimentacdo em animais de laboratorio estabelecidos pelo
Comité Brasileiro de Experimentagdo Animal (COBEA), 2016. O inicio dos
experimentos se deu ap6s aprovacdo do Comité de Etica da Universidade Federal de
Ouro Preto (CEUA/UFOP), através dos seguintes protocolos: Protocolo n°
1667240418 (anexo |) e Protocolo n° 3931110520 (anexo II).

4.2 Animais

Foram utilizados 107 ratos adultos da linhagem Wistar (Rattus novergicus)
pesando entre 250-350g, provenientes do Centro de Ciéncia Animal Universidade
Federal de Ouro Preto — CCA UFOP. E a escolha desta linhagem se baseia no seu
facil manuseio, na sua aplicabilidade para analises de respostas comportamentais e
na facilidade de obtenc&o no biotério da instituicdo. O desenvolvimento ocorreu no
Laboratério de Fisiologia Cardiovascular da Universidade Federal de Ouro Preto —
LFC UFOP, cujo biotério local conta com regulagdo de temperatura (23 £ 1°C) e

luminosidade (ciclos claro/escuro de 12 horas, com inicio do claro as 6:00 horas a.m.)

Antes dos procedimentos cirurgicos (descritos a seguir), os animais foram
alojados coletivamente em grupos de trés ou quatro ratos (a depender do peso
corporal) em caixas de polipropileno com dimensdes de 41x34x17cm, contendo
maravalha autoclavada, permitindo acomodacgao e espaco suficiente para a espécie.

Foi realizada limpeza das gaiolas trés vezes por semana.

ApOs a execugao dos protocolos cirurgicos, 0s animais passaram a ser alojados
individualmente em gaiolas com dimensdes de 30x19x13cm, para a devida
recuperacao antes dos protocolos experimentais. Destes, foi avaliada a necessidade
de limpeza das gaiolas de forma a nao prejudicar a recuperagao dos animais nem
gerar impacto nos experimentos. Todos os animais contaram com livre acesso a agua

e alimentagao (ragao comercial Nuvilab®).
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4.3 Grupos de tratamento

Os animais foram distribuidos aleatoriamente em trés grupos experimentais:
propranolol 5 mg/kg, metoprolol 5 mg/kg, e veiculo salina 0,9% (solugao fisiologica
comercial Sorimax®). Todos os farmacos utilizados foram diluidos em solug&o salina
0,9% para obtencédo das concentragbes teste e armazenados em freezer -20°C em
aliquotas de 0,4mL. No dia do experimento foram retirados da geladeira e injetados

em temperatura ambiente.

Todos os tratamentos foram administrados através da canula com acesso a regiéo
intraperitoneal 15 minutos antes do inicio dos protocolos experimentais no volume de

0,1 mL/100g peso animal.

4.4 Protocolos cirurgicos
4.41 Canulagao da artéria femoral

Para registro dos parametros cardiovasculares em nosso estudo (experimento 1),
0os animais foram submetidos a cirurgia de canulagdo da artéria femoral. Para tal
procedimento, foi confeccionado um cateter de polietiieno com 4 cm de tubo PE-10
(Clay Adams, Parsipanny, NJ, EUA) soldado por aquecimento a um tubo PE-50 com

aproximadamente 15 cm.

Os ratos foram anestesiados com solucao de Ketamina e Xilazina, preparada pela
adicado de 2 mL de Xilazina 2% (p/v) a 10 mL de Ketamina 10% (p/v). Utilizada da
seguinte forma: dose (Ketamina: 80mg/kg; Xilazina: 7mg/kg) e volume (0,1 mL/100g
peso corporal ip). Apos anestesia, foi feita a tricotomia da regido inguinal e do dorso,

seguida de assepsia desses locais com PVPI degermante.

Através de uma pequena incisdo na regiao inguinal, o trigono femoral foi exposto,
os vasos femorais identificados e separados do nervo femoral. O cateter foi
preenchido com solugé&o de salina heparinizada (125 Ul/mL) para evitar a formagao
de trombo e ocluséo da canula. A extremidade de maior didmetro (PE-50) foi ocluida
com um pino de acgo, enquanto a por¢ao de menor didametro foi introduzida na artéria

femoral do animal até alcancar a aorta abdominal.
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Apods ser devidamente inserido e fixado na artéria femoral, o catéter foi passado
pelo tecido subcutaneo com auxilio de um trocater até a sua exteriorizagdo em uma
pequena incisao feita na regido interescapular do animal. No dia dos experimentos,
esta extremidade exteriorizada foi conectada a um transdutor de sinais que

possibilitou o registro dos sinais de PAM e FC.

4.4.2 Implante de canula intraperitoneal

A injec&do intraperitoneal (IP) é um método comum para administracdo de
medicamentos em ratos antes de um protocolo comportamental. Existem duas formas

de realizar a injec¢édo IP: com uma agulha ou uma canula intraperitoneal.

7

A injecdo IP com uma agulha é realizada diretamente no abdémen do rato e
embora seja um método comum, pode causar algum desconforto e dor ao animal, o
que por sua vez, pode gerar interferéncia na avaliagao de testes comportamentais e
respostas a ansioliticos (Vinkers et. al., 2009). Visando mitigar este fator estressor nos
protocolos experimentais deste estudo, os animais foram submetidos ao implante

cirurgico de uma cénula na cavidade peritoneal.

A cénula utilizada foi confeccionada com tubo fino e flexivel de polietileno (PE-50
Clay Adams, Parsippany, NJ, EUA), medindo de 10 a 12 cm, preenchida com salina e

uma de suas extremidades foi ocluida com um pino de ago.

Estando os animais anestesiados com solucéo de Ketamina e Xilasina, foi iniciada
a tricotomia da regido dorsal, proximo a regiao do tecido adiposo marrom e na regido
abdominal proximo ao processo xifdide, onde posteriormente, foram feitas pequenas
incisbes. Pela incisdo da regido abdominal, a cartilagem do processo xiféide foi
exposta e a canula foi fixada na mesma por meio de sutura. Entdo, a canula foi
passada pelo tecido subcutdneo do animal, com o auxilio de um pequeno tubo de
metal (trocater) até a pequena incisdo feita na regido escapular, onde ficou

externalizada. Terminado o procedimento, os locais de incisdo foram suturados.
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4.5 Cuidados pdés-operatérios

Para auxiliar a recuperagao e prevenir a ocorréncia de inflamacéao e infeccao, ao
término das cirurgias, os animais receberam injecdo subcutdnea de antibiético
(pentabidtico veterinario com dose de 48.000UI de penicilina, 20mg de estreptomicina
e 20 mg de diidroestreptomicina/kg) e antiinflamatdrio (Ketoflex 1% p/v, dose 4mg/Kg),
ambos no volume de 0,1 mL/100g peso animal. E foram mantidos sob manta térmica

até o fim do efeito anestésico.

4.6 Procedimentos pré-experimentais: Protocolo de Handling

O termo handling traduzindo do inglés, significa “manuseio” ou “manipulacéo”. Na
experimentagcdo animal, € uma técnica que consiste no contato regular e suave do
pesquisador com o animal, com o objetivo de habitua-los ao contato humano,
diminuindo o medo em relagdo ao manipulador (De Noronha et al., 2017; Chirico et
al., 2018).

A técnica foi incorporada em nossos experimentos como etapa prévia aos
protocolos experimentais, em que os ratos tiveram contato prévio com seu
manipulador por um periodo de 10 minutos, divididos em duas secbes de 5 minutos
com intervalo de 24h entre elas. Este é considerado um procedimento simples, que
pode melhorar a qualidade dos dados em experimentos com roedores, principalmente
nos testes de avaliagdo comportamental (Campos et al., 2019).

4.7 Delineamento Experimental 1 - Avaliagao dos parametros cardiovasculares

e temperatura corporal no estresse por rato intruso

A figura 1 ilustra os procedimentos adotados para a condug¢do do primeiro
protocolo experimental. Inicialmente, os animais foram habituados ao experimentador
pelo Protocolo de Handling (dias 0 e 1). No segundo dia os animais foram submetidos
a cirurgia de canulagao da artéria femoral e logo na sequéncia, foi implantado cateter
intraperitoneal. Apds 48 horas de recuperagao, os ratos foram levados a uma sala
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silenciosa, com parametros de iluminacdo (60 lux) e temperatura (23 £ 1 °C)

adequados para realizagao dos experimentos.

Os animais permaneceram na sala experimental por 30 minutos para que fosse
possivel sua habituagdo ao novo ambiente. Decorrido o tempo de ambientagdo, os
animais foram conectados ao sistema de transducgédo de sinais para registro dos
parametros cardiovasculares e entdo submetidos ao estresse social por rato intruso.

Ambos procedimentos s&o descritos nos topicos a seguir.

DiasOel Dia 2 Dia5

Canulagdo Estresse : )
. Manipulagdo = arterial +IP Habituagdo  Tratamento  (ratointruso) = Pos-estresse Eutanasia
' : ' 30 min Y 15min : 20 min . 10 min ! '

Figura 1 - llustracdo temporal do Experimento 1. llustragao feita pela autora com a utilizagao do software
BioRender®.

No dia do experimento (dia 5), a extremidade dorsal do cateter arterial foi
conectada a um transdutor de sinais ligado ao sistema de aquisicdo de dados
PowerLab 4/20 (ADInstruments). Tal sistema, em conjunto com o software de leitura
Chart 7 para Windows, possibilitou a coleta continua da PA, calculando a partir desta,

os valores de pressao arterial média (PAM) e FC.

Quando os parémetros cardiovasculares foram estabilizados com frequéncia
cardiaca entre 350-380 batimentos por minuto (BPM) e presséo arterial média entre
90-110 mmHg (PAM) cronometramos o registro de basal por 10 minutos. Apds este
registro basal foram injetados os tratamentos (de acordo com cada grupo
experimental) com o animal ainda conectado ao sistema. Passados 15 minutos, o

animal foi submetido ao protocolo de estresse social.

4.7.1 Modelo de estresse por rato intruso

Existe uma ampla variedade de estimulos e testes sociais usados como fonte
de estresse usados em experimentacdo animal, sendo comum que esses testes

passem por adaptagbes ao longo do tempo, e também que a denominagdo dos
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mesmos seja variavel na literatura (Toth et al.,, 2013). Dentre os paradigmas de
estresse social, é possivel citar o isolamento social, a derrota social, novidade social
a superlotacdo das caixas de residéncia entre outros (Lukas et al., 2013; Toth,
Neumann e Slattery, 2012).

No presente estudo, foi utilizado um modelo de novidade social por rato intruso
desenvolvido e padronizado pelo Laboratério de Fisiologia Cardiovascular — UFOP
(Mesquita et al., 2016), também denominado como estresse por rato intruso em
nossos estudos mais recentes (Reis et. al., 2023).

O protocolo foi adaptado dos modelos de rato intruso descrito por Mohammed
(2014) e derrota social utilizado por Kenney (2006). No primeiro, animais
desconhecidos (intrusos) de mesmo peso e idade eram inseridos nas caixas de
residéncia dos animais experimentais alojados individualmente (residentes), onde

podiam interagir livremente por um tempo determinado.

Ja o modelo de Kenney (2006), consiste em inserir o animal experimental na
gaiola de um residente ndo familiar maior e agressivo, onde interagem livremente até
gue ocorra um contato agressivo ou até que o intruso adote uma postura de submisséo
(encolhimento, imobilidade ou exposicdo da barriga). Apds isto, os mesmos sao
separados por uma grade perfurada que permite contato sensorial e, esta interagao

por sua vez, gera estresse extra no roedor derrotado.

No nosso protocolo, inserimos o animal de estudo como intruso na caixa de um
animal residente contido em uma gaiola de acgo perfurada (Figura 2Erro! Fonte de r
eferéncia nao encontrada.). Antes do inicio do experimento, os animais residentes
foram alojados individualmente e as caixas de residéncia ndo foram limpas nas 48h
que antecederam o experimento a fim de deixar a maravalha impregnada com o seu

cheiro.

O animal experimental (intruso) permaneceu na caixa do co-especifico ndo
familiar por 20 minutos, onde p&de ver, ouvir e sentir o cheiro do residente. Durante
todo o experimento, o animal permaneceu conectado ao sistema de registro de PAM
e FC através de um conector extenso, que permitia sua livre locomoc¢ao. Terminado o
tempo do procedimento de estresse, o animal intruso foi retirado de dentro da caixa
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do outro animal e colocado novamente na sua, permanecendo conectado ao sistema

de coleta de dados cardiovasculares por mais 10 minutos.

Figura 2 - Modelo de estresse por rato intruso. Animal experimental (intruso) foi conectado, via cateter
arterial externalizado na regido dorsal, a um transdutor para coleta de PAM e FC. llustragao da autora

com a utilizagdo do software BioRender®.

4.8 Delineamento Experimental 2 - Avaliagdo da temperatura corporal e

comportamento relacionado a ansiedade no campo aberto e claro/escuro

No segundo experimento, nosso foco foi avaliar as respostas comportamentais
dos animais apds a administracdo de betabloqueadores. Portanto, para minimizar o
estresse cirurgico neste grupo experimental, os animais foram submetidos apenas a

cirurgia de implante de canula na cavidade peritoneal.

Conforme ilustrado na Figura 3, ap6s passarem pelo procedimento cirurgico (dia
0) os animais permaneceram em recuperagao pos-cirurgica por um periodo de 7 dias,
até a conducao dos experimentos. Nos dois dias que antecederam os testes, os
animais tiveram contato prévio com o pesquisador através do Protocolo de Handling.

No sétimo dia, os animais foram levados a sala de experimentagdao, onde
permaneceram por 30 minutos para ambientagao. Entao foi administrado o tratamento
para cada grupo (PROP 5mg/kg ou MET 5mg/kg ou veiculo salina 0,9% i.p) e apds 15
minutos, os animais foram submetidos aos testes comportamentais campo aberto e

caixa de transicao claro/escuro.
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Dia 0 Dias5e6 Dia 7

ICanulac;ﬁo P Manipulagdo Habituagdo Tratamento  Campo Aberto Caixa Claro/Escuro lEutanésia
! I

| 1 I . e 1
30 minutos 15 minutos 5 minutos 5 minutos

Figura 3 - llustracdo temporal do Experimento 2. llustragao feita pela autora com a utilizagao do software
BioRender®.

4.8.1 Campo aberto

O campo aberto (CA) € uma ferramenta importante para avaliar a atividade locomotora
de ratos, bem como sua ansiedade e comportamento exploratério. O teste é realizado
em uma arena aberta, geralmente quadrada e com paredes altas, onde o rato é
colocado no centro e sua atividade é registrada por um observador ou por um sistema
de monitoramento de video (Hall, 1934, Chirico et al., 2018).

O aparato utilizado em nosso estudo consiste em uma arena quadrada (72 cm de
largura x 72 cm de comprimento) com paredes laterais de 36 cm de altura. A arena foi
confeccionada com acrilico preto e o fundo foi demarcado em 16 quadrados do mesmo
tamanho (18 x 18 cm cada), conforme ilustra a Figura 4.

O teste foi realizado da seguinte maneira: os ratos foram colocados no centro do
CA e puderam explorar livremente o ambiente por cinco minutos, enquanto seus
movimentos eram registrados por uma webcam montada acima da arena. Os videos
foram analisados posteriormente, e o numero de quadrantes percorridos neste
intervalo de tempo foi usado como parametro de atividade locomotora (Santos et al.,
2023).
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Figura 4 - llustragado do aparato CA. llustragao da autora com a utilizagao do software BioRender®.

Durante a exposi¢cédo no CA, também foram monitoradas as temperaturas de dorso
e cauda dos animais. Foram capturadas imagens termais antes da administragao dos
tratamentos (basal), apds o tratamento, e em cada minuto durante a exploracéo dos

animais na arena para posterior analise.

Decorrido o tempo de cinco minutos, os animais foram retirados do CA e
retornados as suas caixas de residéncia. E ao final de cada teste, o aparato foi
cuidadosamente higienizado com alcool 20% e seco antes da inser¢ao de novo animal

experimental (Chirico et al., 2018).

4.8.2 Caixa de transi¢ao claro/escuro

Um minuto apos a realizagdo do CA, os animais foram expostos a caixa
claro/escuro (CE). O aparato consiste em uma caixa dividida em duas partes, uma
clara (ou transparente) e outra escura, conectadas por um pequeno orificio central
(Figura 5) e € um teste comportamental amplamente utilizado para avaliar a ansiedade

em roedores (Bourin e Hascoét, 2003).
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Para conducédo do teste, o animal é colocado na area clara do aparato, com o
corpo e olhar direcionados a abertura central da caixa. A partir do momento que o
animal entra na parte escura, sua exploragao aos dois compartimentos foi monitorada
por cinco minutos. Na analise, foram quantificados o numero de vezes que o rato saiu
para a parte clara e o tempo total de permanéncia na parte clara durante os cinco
minutos de experimento (Strauss, Vicente e Zangrossi, 2013; Chirico et al., 2018).
Baseando-se na premissa que ratos naturalmente tém preferéncia por ambientes
escuros, a transicdo para a area clara é utilizada como um medidor da ansiedade

nesta espécie (Ramos et al., 2008).

Figura 5 - llustracdo da caixa de transicdo CE. llustracdo da autora com a utilizagdo do software
BioRender®.

4.9 Delineamento Experimental 3 - Avaliagdo da temperatura corporal e

ansiedade social apds estresse por rato intruso

No terceiro e ultimo ensaio experimental, adotamos o0 mesmo protocolo cirurgico
e periodo de recuperacao pos-operatério do experimento anterior, além do Protocolo
Handling (no quinto e sexto dia) como ilustra a Figura 6. Adicionalmente, neste
protocolo, um dia antes do experimento, os animais foram levados a sala experimental

para a familiarizagcdo com o CA.

A pré-exposicdo ao CA consistiu no posicionamento do animal em

experimentagao no centro da arena, deixando-o explora-la livremente por 5 minutos.
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Sabendo que a exposi¢cao a um novo ambiente pode causar ansiedade e estresse em
animais, o objetivo foi minimizar este fator estressante para a avaliagao das respostas
comportamentais ao estimulo social em detrimento do aparato experimental (Strauss,

Vicente e Zangrossi, 2013).

No dia 7, os mesmos procedimentos do experimento 2 também foram adotados:
Habituacdo a sala experimental por 30 minutos e Protocolo de Tratamento de 15
minutos antes do inicio dos experimentos. Neste estudo, os animais foram expostos
ao protocolo de estresse por rato intruso (descrito no experimento 1), seguido de

interacao social livre no CA.

Dia 0 Dias5e6 Dia 6 Dia7

Canulagdo IP  Manipulagdo Pré-exposigio CA  Habituagio
[ 1 i i

'Tratamento . {E;m&m) 'Intoraq.io social .Eu‘tmésia

I x
S min 30 min 15 min 15 min 5 min

Figura 6 - llustracdo temporal do Experimento 3. llustragao feita pela autora com a utilizagao do software
BioRender®.

4.9.1 Teste de Interagao Social no CA

Existem diversos testes criados para avaliar a sociabilidade em roedores, que se
baseiam na tendéncia dos animais em preferir passar tempo com individuos da
mesma espécie do que ficar sozinho, ou em explorar estimulos sociais em vez de
estimulos ndo-sociais (Lukas et al. 2013). O monitoramento e quantificacédo da
interacao social em uma arena que permite livre exploragao entre dois animais, € um
modelo comumente utilizado para avaliar a ansiedade social, uma vez que um
estimulo estressante prévio pode afetar significativamente o interesse social e o

comportamento relacionado a ansiedade em animais (File e Seth, 2003).

O teste consistiu na inser¢cado simultadnea do rato experimental e de co-especifico
nao familiar em extremidades opostas do CA, onde puderam interagir por 5 minutos.
A fim de evitar comportamento de dominancia por um dos animais e possiveis

interagdes agressivas, foram selecionados pares do mesmo género, idade e peso
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similar. As sessdes foram registradas por webcam montada acima da arena (Figura

7) e posteriormente analisadas com o auxilio do Software ODLog®.

Figura 7 - Teste de Interagdo social livre no aparato CA. llustragdo da autora com a utilizagdo do

software Biorender®.

A interacédo social foi quantificada através do numero de vezes que o animal
experimental demonstrou comportamentos de interagdo social ativa como cheirar,
tocar, perseguir e montar/rolar sobre o parceiro. Assim como a duragdo de cada um
desses comportamentos (Mesquita, 2016). Assim como nos experimentos anteriores,
também registramos a temperatura corporal dos animais através de cémera

termografica para posterior analise.

4.10 Registros de temperatura

Para avaliagdo da temperatura corporal dos animais durante nossos
experimentos, foram registradas através de camera de termografia infravermelha,
temperatura do dorso e da cauda. Tais regides sao pertinentes para avaliagao de
hipertermia por estresse pois o TAM, responsavel pela produ¢do de calor em tais

situagdes, situa-se na regido interescapular de ratos e a cauda € a principal
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responsavel pela dissipagao do calor produzido nessa espécie (Lima et al., 2022; Reis
et al., 2023).

Diferentemente de outros métodos de monitoramento de temperatura em animais,
como termémetros retais, a camera termografica n&o requer contato fisico com o
animal, o que minimiza o estresse e desconforto (Catkosinski, 2015). A camera
utilizada em nossos experimentos possui sensibilidade térmica de 0,07 °C (FLIR E40-
Serie, FLIR® System Inc., Wilsonville, OR, EUA). Os dados obtidos foram analisados
utilizando o software FLIR Research IR.

A figura 8 ilustra imagens de termografia infravermelha de um rato tiradas em dois
momentos: (1) antes de ser exposto ao estresse e (2) no minuto final da exposi¢céao ao

estimulo estressor.

3'5-; °C 9C  ESTRESSE
32,6 °C

374°C °C  BASAL

26,7 °C

2'(},5 $FLIR

Figura 8 — Imagens obtidas com a camera termografica ilustram temperaturas de dorso e cauda de um
animal controle durante registro basal (imagem da esquerda) e no ultimo minuto da interagdo social

(imagem a direita).

4.11 Eutanasia

Apods 90 minutos do fim da exposicdo aos testes comportamentais, os animais
receberam, através da canula intraperitoneal, superdosagem da solu¢ao de Ketamina
e Xilasina, preparada pela adicdo de 2 mL de Xilazina 2% (p/v) a 10 mL de Ketamina
10% (p/v). Posteriormente foi realizada a perfusado transcardiaca com tampao fosfato
salina (PBS) 0,9%, seguido de solugéo de paraformaldeido (PFA) 4%.
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Os cérebros foram retirados rapidamente e colocados em solugao de formaldeido
tamponado 4% por 24 horas, em seguida, foram imersos em solugdo de sacarose
30% até a saturacdo. Na sequéncia, foram armazenados em freezer -80°C para
posterior analise imunohistoquimica de quantificagdo da proteina c-Fos (um marcador

de ativagao neuronal).

4.12 Analise estatistica

Os dados foram analisados com o auxilio do programa de analise estatistica
GraphPad Prism® (versao 6.01, GraphPad Inc., La Jolla, CA, USA) e expressos como
meédia * erro padrdo. Para as analises de FC, PAM e temperatura, utilizamos o teste
Two-way ANOVA seguido por pos-teste de Fisher's LSD. Na avaliagdo dos dados de
CA, CE e IS foi utilizado o teste one-way ANOVA, também seguido por pos-teste de
Fisher's LSD. Em todos os experimentos, o nivel de significancia é considerado

quando p<0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 Os betabloqueadores foram eficazes no controle da FC durante o estresse,
mas PROP aumentou PAM

Observamos que tanto propranolol quanto metoprolol reduziram a FC dos animais
apods 15 minutos de tratamento assim como controlaram a FC durante e apds estresse
por rato intruso. A figura 9A representa os dados de FC dos animais durante todo o
protocolo experimental (registro basal inicial, apdés 15 minutos de injecdo dos

tratamentos, durante o estresse e recuperagao).

Os dados foram avaliados pelo teste Two-way ANOVA, que demonstrou diferenga
significativa nas variaveis tempo [F (16,96) = 4,985; p < 0,0001], tratamento [F (3,18)
=19,21; p< 0,0001] e interagéo entre tratamento x tempo [F (48,28) = 3,59; p <,0001].
O pos-teste de Fisher mostrou efeitos significativos na redugao da frequéncia cardiaca
do MET (p < 0,0001) e PROP (p = 0,0002) em relagcéo ao controle antes do estresse
social (Basal’). MET manteve a significancia (p < 0,05) durante os 20 minutos de
estresse assim como nos 10 minutos de recuperacéo, enquanto PROP deixou se ser

significativo (p > 0,05) apenas do quarto ao oitavo minuto de recuperagao.

Apesar dos efeitos positivos sobre a FC, em nosso estudo PROP gerou aumento
de pressao arterial mesmo antes da exposicdo ao evento estressor, A figura 9B
apresenta os dados de PAM, cuja analise ANOVA de dois fatores demonstrou efeito
no tempo [F (16,96) = 13,60; p<0,0001] e na interagdo entre tempo e tratamento [F
(48,28) = 1,987; p = 0,0003], ndo sendo significativo apenas para tratamento [F (3,18)
=1,574; p = 0,2303]. Pela analise com pos-teste de Fisher, no grupo PROP o aumento
da PAM foi significativo em relagcdo ao grupo controle (p < 0,05) e tal efeito perdurou
até o minuto final do protocolo experimental. O MET gerou leve diminuicdo na PAM
mas so apresentou efeito significativo no ultimo minuto do estresse (p=0,0342), entre
o quarto (p= 0,0225) e sexto minuto (p= 0,0373) de recuperacgao.
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Figura 9 — Influéncia dos tratamentos na FC e PAM de ratos expostos a estresse por rato intruso. (A)

Alteracbes na FC evocadas pelo modelo de rato intruso. *Diferenga significativa do grupo propranolol
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em relagéo ao grupo veiculo controle. #Diferenca significativa do grupo metoprolol em relagéo ao grupo
veiculo controle. (B) Alteragdes na PAM evocadas pelo modelo de rato intruso. *Diferenca significativa
do grupo propranolol em relagao ao grupo veiculo controle. #Diferenga significativa do grupo metoprolol
em relagdo ao grupo veiculo controle. Valores expressos em média +tEPM, considerando o nivel de

significancia p<0,05. Analise feita por ANOVA Two-way, seguida de pds-teste de Fisher. N=7.

5.2 Betabloqueadores reduzem temperatura de dorso e cauda no estresse por

rato intruso

Observamos que ambos betabloqueadores diminuiram as temperaturas de dorso
e cauda no protocolo de estresse por rato intruso quando comparados ao grupo
controle. A figura 10A apresenta os dados obtidos pelas imagens termais do dorso
antes do estresse por rato intruso (Basal), ap6s os 15 minutos da injecdo dos
tratamentos de acordo com cada grupo (Basal’), durante os 20 minutos de estresse e

nos 10 minutos finais de recuperagao, em intervalos de 2 minutos.

Observamos efeito do tempo [F (16,96) = 4,587; p<0,0001], efeito do tratamento
[F (3,18) = 3,939; p=0,0253] e também na interagdo tempo x tratamento [F (48,28) =
1,848; p = 0,0012] por meio da analise Two-way ANOVA. O pés-teste de Fisher
evidenciou que os betabloqueadores foram capazes de reduzir a temperatura do
dorso durante todo o experimento a partir da administragdo das drogas (p<0,05). Na
avaliacao da temperatura de cauda (figura 10B), o ANOVA de dois fatores também
revelou significancia nos parametros tempo [F (16,96) = 13,14; p< 0,0001] e
tratamento [F (3,18) = 3,801; p= 0,0285], além da interagdo tempo x droga [F (48,28)
=1,784; p= 0,0022]. Ambos betabloqueadores demonstraram diminuir a temperatura

de cauda durante o teste de estresse por rato intruso e recuperagao (p< 0,05).
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em relagao ao grupo veiculo controle. Valores expressos em média £tEPM, considerando o nivel de

significancia p<0,05. Analise feita por ANOVA Two-way, seguida de pds-teste de Fisher. N=7.

5.3 Propranolol aumentou atividade locomotora no CA

Na avaliagdo de atividade locomotora dos animais no CA, observamos
comportamento exploratério mais intenso para o grupo tratado com propranolol em
relagdo ao controle. O mesmo nao foi observado para o grupo metoprolol. Na figura
11, os dados foram expressos pelo numero total de quadrantes percorridos durante
os 5 minutos de exposicao ao CA.

O teste ANOVA de um fator demonstrou efeito significativo para o tratamento [F
(3,28) = 6,713; p= 0,0015]. O pobs-teste LSD de Fisher evidenciou o aumento
significativo da locomog¢do no grupo PROP (p = 0,0138) mas ndo demonstrou
diferenga significativa para MET (p = 0,9929) quando comparados ao grupo veiculo

controle.
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Figura 11 - Influéncia dos tratamentos na locomogéao de ratos expostos ao CA por 5 minutos. *Diferenca
estatistica do grupo propranolol em relagdo ao grupo veiculo controle. Anova one-way, com pds teste
Fisher (p<0,05). Valores expressos em média +tEPM, considerando o nivel de significancia p<0,05.

Analise feita por ANOVA Two-way, seguida de pds-teste de Fisher. N=8.
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5.4 Betabloqueadores diminuem temperatura do dorso durante exposi¢dao no
CA

Ambos betabloqueadores controlaram o aumento de temperatura interescapular
durante exposi¢cdo ao CA sem afetar temperatura de cauda. Na Figura 12, foram
representadas as alteragbes na temperatura da regido interescapular (dorso) e
temperatura de cauda durante os 5 minutos da exposi¢do dos animais no CA. O
“Basal’ na linha do tempo representa os valores de temperatura antes da inje¢do dos
tratamentos, o tempo “0” representa o registro termografico apés os 15 minutos da
injecao, tempo que antecedeu a inser¢céo dos animais no CA. Em sequéncia, sao
apresentados os valores de temperatura para cada minuto da exposicao dos animais

no aparato (minuto 1-5).

Nota-se que para todos os tratamentos houve aumento da temperatura do dorso
apos o tratamento, sugerindo um efeito estressor da manipulagao nos animais, apesar
de todos os cuidados terem sido tomados para evitar esse estresse. Mas neste ponto,
nenhum dos tratamentos foi significativo em relagao ao controle pela analise ANOVA
de dois fatores com pods-teste de Fisher (p metoprolol = 0,6716; p propranolol =
0,1074).

Ja a partir do primeiro minuto no CA, o grupo tratado com propranolol demonstrou
reducao significativa na temperatura interescapular em relagdo ao grupo tratado com
veiculo salina 0,9% (p = 0,0014) pela analise Two- way ANOVA com pos-teste de
Fisher. Este efeito se estendeu até o ultimo minuto da exposi¢do dos animais ao novo
ambiente (p<0,05). Enquanto o tratamento com metoprolol demorou um pouco mais
para exercer efeito sobre as respostas térmicas dos animais e apresentou menor
duracéao do efeito, pois apenas diminuiu a temperatura de dorso de forma significativa
do segundo (p = 0,0362) ao quarto minuto no CA (p = 0,043). Nenhum dos
betabloqueadores demonstrou alteragdes significativas na temperatura de cauda em

relagao ao veiculo.

O teste ANOVA de dois fatores ndo apresentou diferencas significativas na
interacdo entre tempo e tratamentos para temperatura interescapular [F (18,13) =
0,7723; p = 0,7286] nem para temperatura de cauda [F (18,20) = 0,3212; p = 0,9965].
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Entretanto, apresentou diferencas significativas para os dois parametros quando
avaliados separadamente. Para temperatura de dorso, o teste Two-way ANOVA
mostrou diferengas significativas para variavel tempo [F (6,42) = 13,09; p<0,0001] e
tratamento [F (3,21) = 3,299; p =0,0404]. Similarmente ao que ocorreu com a
temperatura de cauda, em que as duas variaveis também apresentaram diferencas
significativas [F (6,20) = 2,160; p= 0,0485] e [F (3,20) = 18,730; p<0,0001]
respectivamente.
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Figura 12 - Influéncia dos tratamentos na temperatura corporal de ratos durante exposi¢cdo ao CA. (A)

Alteracbes na temperatura interescapular durante exposi¢cao ao CA. *Diferenca significativa do grupo
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propranolol em relagdo ao grupo veiculo controle. #Diferenca significativa do grupo metoprolol em
relagdo ao grupo veiculo controle. (B) Alteragdes na temperatura da cauda durante exposi¢ao ao CA.
Valores expressos em média +EPM, considerando o nivel de significancia p<0,05. Analise feita por

ANOVA Two-way, seguida de pds-teste de Fisher. N=8.

5.5 Betabloqueadores diminuem comportamento do tipo ansiedade na caixa
CE

Observamos que ambos betabloqueadores demonstraram redugdao no
comportamento relacionado a ansiedade no aparato CE. Na figura 13, foram
representados os dados de exploragdo dos animais na caixa de transi¢cao CE por 5
minutos, em que foram avaliados o numero de entradas no claro (A) e o tempo gasto

na parte clara da caixa (B).

Foi observado efeito dos tratamentos pela ANOVA One-way no numero de vezes
que o animal entrou a parte clara [F (3,26) = 7,045; p = 0,0013] mas néo pelo tempo
de permanéncia no compartimento [F (3,28) = 2,677; p = 0,0663]. Tanto para o
tratamento com metoprolol quanto para propranolol, o pos-teste de Fisher evidenciou
diferencgas significativas para o aumento do numero entradas no claro (p = 0,0085 e p
= 0,0065, respectivamente) em relagdo ao grupo controle. O metoprolol, além de
aumentar o numero de entradas no claro, também contribuiu para maior tempo de

permanéncia dos animais no compartimento (p = 0,0353), como ilustra a figura 13B.
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Figura 13 - Influéncia dos tratamentos na exploragdo da caixa CE durante 5 minutos. (A) Numero de
entradas no compartimento claro. *Diferenga significativa do grupo propranolol em relagdo ao grupo
veiculo controle. #Diferenga significativa do grupo metoprolol em relagdo ao grupo veiculo controle. (B)
Tempo de permanéncia no compartimento claro. #Diferenca significativa do grupo metoprolol em
relagdo ao grupo veiculo controle. Valores expressos em média +tEPM, considerando o nivel de

significancia p<0,05. Analise feita por ANOVA One-way, seguida de pdés-teste de Fisher. N= 8.

5.6 Betabloqueadores nao alteraram interagao social apds estresse

Nao observamos efeito de nenhum dos betabloqueadores na ansiedade social
dos animais apos estresse. O teste ANOVA One-way néao foi capaz de evidenciar
uma diferenga significativa nos grupos MET (p=0,8685) nem PROP (p=0,4422) em
relagdo ao controle no numero de interagées com co-especifico durante 5 minutos
(Figura 14A). Em relacdo a duracéo dessas interagdes, o mesmo foi observado
(Figura 14B) sendo que MET (p=0,3497) nem PROP (p=0,6268) apresentaram

diferengas em relagao ao controle.
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Figura 14 - Influéncia dos tratamentos na interagdo social de ratos. (A) Numero total de interagdes
durante 5 minutos. (B) Tempo total de interagédo social durante 5 minutos. Valores expressos em média
+EPM, considerando o nivel de significancia p<0,05. Analise feita por ANOVA One-way, seguida de

pos-teste de Fisher. N= 10.

5.7 Propranolol diminuiu temperatura de dorso e cauda apés estresse e

durante interagao social

No estresse social por rato intruso seguido de IS, observou-se uma reducgao da
temperatura de dorso e cauda do grupo PROP em relagdo ao veiculo salina,
entretanto, ndo observamos influéncia do MET nesses parametros. A figura 15A
apresenta as medidas obtidas da temperatura da regiao interescapular dos animais
submetidos aos testes sociais. No eixo x do grafico, o “basal’ representa os valores
de temperatura apos o tratamento, enquanto a barra preta representa a exposi¢cao ao
estresse por um rato intruso durante 15 minutos. Os valores de temperatura
apresentados para o estresse sao referentes a média dos dois primeiros (inicio) e dois
ultimos minutos (fim) do teste. O tempo zero representa o registro apds recuperagao
e antes da inserg&o dos animais no CA, enquanto o intervalo de 1-5 minutos indica os

valores térmicos registrados durante o periodo de interagéo social.

Os resultados do teste Two-way ANOVA mostraram diferencgas significativas para

a variavel tempo [F (8,72) = 3,154; p = 0,0041], mas nao foi significativo para o
tratamento nem para a interagdo de tempo x tratamento. O pés- teste de Fisher
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evidenciou redugéao significativa nas temperaturas da regido interescapular entre os
grupos PROP e veiculo (p< 0,05) em todos os tempos, exceto no inicio do paradigma
de rato intruso. Tal efeito n&o foi observado para o grupo tratado com metoprolol em
nenhum dos tempos avaliados (p> 0,05).

Os parametros registrados para temperatura de cauda foram representados na
figura 15B, a partir da mesma escala temporal descrita anteriormente. Apenas para a
variavel tempo o teste ANOVA de dois fatores apresentou diferenga significativa [F
(8,72) = 16,60; p < 0,0001]. E similar ao efeito observado na temperatura de dorso, o
PROP também foi capaz de reduzir significativamente a temperatura da cauda dos
animais a partir do fim do estresse por rato intruso (p = 0,0092) até o ultimo minuto da
IS (p= 0,0046). Ja na comparagdo controle x MET, ndo observamos influéncia do

metoprolol na temperatura de cauda em nenhum dos tempos avaliados.
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Figura 15 - Influéncia dos tratamentos na temperatura de ratos expostos a estresse por rato intruso
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propranolol em relagdo ao grupo veiculo controle. (B) Temperatura da cauda. *Diferenga significativa
do grupo propranolol em relagdo ao grupo veiculo controle. Valores expressos em média tEPM,

considerando o nivel de significancia p<0,05. Analise feita por ANOVA Two-way, seguida de pds-teste
de Fisher. N=10.
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6 DISCUSSAO

Demonstramos em nosso estudo, que tanto propranolol quanto metoprolol a 5
mg/kg (i.p) foram eficientes em reduzir FC dos animais apds 15 minutos de tratamento,
assim como controlar o parametro durante e apds estresse, como esperado. O MET
exerceu pouca influéncia sobre PAM enquanto PROP gerou aumento da PAM mesmo
antes da exposi¢ao ao evento estressor, evidenciando um efeito indesejado resultante
do bloqueio n&o seletivo dos receptores beta-adrenérgicos. Nos testes
comportamentais, observamos supressdo do comportamento relacionado a
ansiedade no CE para ambos betabloqueadores, além do aumento de atividade
locomotora no CA para o PROP, mas n&o foi observada alteracao significativa na IS
em nenhum dos grupos. Em relagao a termorregulacéo, constatamos que o PROP foi
eficiente em reduzir a temperatura interescapular em diferentes situagdes (estresse
por rato intruso, CA, IS) e com excegao do teste no CA, observamos este efeito
também na temperatura de cauda. J& o MET reduziu ambas temperaturas no
protocolo de estresse por rato intruso, e controlou parcialmente o aumento da
temperatura dorsal no CA (2-4 minutos), mas nao reduziu a hipertermia durante IS.
Esses dados sugerem que PROP exerce melhor controle sobre a temperatura

corporal de ratos durante situagdes potencialmente estressoras.

O efeito positivo que ambos betabloqueadores apresentaram no controle da FC
em comparacgao ao controle, evidencia o bloqueio efetivo da agado das catecolaminas
nos receptores 1 (Gorre e Vandekerckhove, 2010; Zhang et al., 2018). Ao mesmo
tempo, o antagonista beta-adrenérgico cardiosseletivo foi capaz de reduzir a PAM nos
minutos finais do estresse por rato intruso e durante parte do tempo de recuperacao
apods estresse. Apesar do controle de PAM por MET nao ter sido tdo expressivo em
nossos experimentos, outros pesquisadores demonstraram que a administracao
aguda do medicamento na dose de 4mg/kg controlou o aumento de PAM e FC de
ratos durante 30 minutos de estresse por imobilizagdo (Ishikura et. al., 2012).
Resultados similares também foram observados em estudos com humanos (Haria;
Plosker; Markham, 2000; Zhang et al., 2018).
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Evidéncias sugerem que o bloqueio dos receptores B1 adrenérgicos regula a
pressao arterial por meio de trés vias principais (Li et al., 2014). Inicialmente (ou
principalmente) a queda da presséo arterial pode ser explicada pela diminuicdo do
débito cardiaco (Cruickshank, 2007; Li et al., 2014). O MET também inibe a liberag&o
de renina pelas células justaglomerulares, e por consequéncia, limita a formacéao de
angiotensina Il e a vasoconstrigdo. Além disso, atua centralmente bloqueando os
receptores B1 pré-sinapticos, reduzindo a liberagao de norepinefrina (Berg, 2014;
Berg; Piercey; Jensen, 2010; Li et al., 2014).

Em contraste com a leve acéo hipotensora do MET, nosso estudo demonstrou
que o bloqueio nao seletivo dos receptores beta-adrenérgicos pelo PROP causou
elevacdo da PAM. Este efeito pode ser principalmente atribuido ao bloqueio dos
receptores B2 periféricos, os quais sdo conhecidos por estarem associados aos efeitos
adversos do medicamento (Cruickshank, 2007; Eren et Al., 2018; Zhou et Al., 2014;
Oliver; Mayor Jr; D’ocon, 2019). E sabido que a acdo de agentes n&o seletivos dos
receptores 2 da musculatura lisa pulmonar pode causar constricdo dos brénquios,
levando ao estreitamento das vias respiratérias e desencadeando ou agravando os
sintomas de broncoespasmo em individuos de risco (Pathak; Mrabeti, 2021). De
maneira semelhante, o aumento da resisténcia vascular sistémica é principalmente
associado aos betabloqueadores ndo cardiosseletivos (Bosco e Braz, 2001). Foi
demonstrado, ainda, que um antagonista beta-adrenérgico altamente seletivo para os
receptores B2 aumentou a pressao arterial de ratos cerca de 7,5 mmHg (lgnarro,
2004).

Nossos resultados também corroboram com estudos anteriores que
demonstraram que a administracdo de PROP em voluntarios saudaveis aumentou a
pressédo arterial durante o tabagismo, enquanto tal efeito ndo foi observado apés
blogueio B1 seletivo nem em grupos controle (Trap-Jensen et al., 1979). Podemos
relacionar nossos resultados com os observados em tal estudo uma vez que a
nicotina, assim como o estresse, estimula a liberagdo de catecolaminas pelo sistema
nervoso simpatico (Haass e Kubler, 1997; Liu et al., 2022). Sabe-se que o estresse

estimula a liberacdo de noradrenalina e adrenalina pelo SNS, causando vasodilatagéo
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via B2, e vasoconstricao via receptores alfa-adrenérgicos. (Gorre e Vandekerckhove,
2010; Zhang et al., 2018). Ao bloquear os receptores 2, PROP possivelmente
desestabiliza o equilibrio entre vasodilatagdo e vasoconstrigdo, e como consequéncia,
€ possivel observar um predominante efeito pressor alfa-adrenérgico nos vasos
periféricos. Somado a isso, a ligacao inespecifica do PROP aos receptores 31 diminui
a capacidade do coragado de compensar o aumento da resisténcia vascular periférica
(Trap-Jdensen et al., 1979; Cruickshank, 2007), o que poderia explicar a elevagao da
PAM observada em nosso estudo.

Na avaliacdo comportamental, observamos maior numero de entradas no
compartimento claro da caixa CE além de comportamento exploratério mais intenso
no CA para o grupo tratado com propranolol. Enquanto o grupo metoprolol aumentou
concomitantemente niumero de entradas e tempo de permanéncia no claro sem alterar
a atividade locomotora. A atividade locomotora de roedores pode ser relacionada a
ansiedade considerando que a exposicdo a um novo ambiente, a principio, é
levemente ameagadora aos animais (Hall, 1938; Chirico et al., 2018). Este parametro
€ amplamente utilizado no meio cientifico para elucidacdo dos efeitos de
medicamentos ansioliticos no comportamento de animais (Manar et al., 1998).
Contudo, os aparatos que envolvem compartimentos CE e os testes de interagéo
social sao considerados modelos mais sensiveis e de maior especificidade
farmacolégica que o CA, pois abrangem ao maximo as tendéncias exploratérias

naturais dos roedores (Ramos et al., 2008, Cardoso et al., 2023).

Considerando que o CE € mais sensivel que o CA, podemos inferir que ambos
medicamentos demonstram possivel reducdo do comportamento relacionado a
ansiedade em nosso estudo. E sabido que animais ansiosos geralmente exploram
menos a parte clara da caixa CE enquanto animais menos ansiosos tendem a entrar
mais vezes no claro, assim como permanecer mais tempo nele (Campos-Cardoso et
al., 2023). Nossos resultados sugerem efeito ansiolitico dos betabloqueadores neste
teste pois demonstraram que os grupos PROP e MET entraram mais vezes na parte
clara da caixa, além disso os animais que receberam MET também permaneceram

mais tempo no claro em comparagdo com o grupo controle. Embora o mecanismo
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exato de acao dos betabloqueadores na modulagdo do comportamento ansioso ainda
nao esteja completamente esclarecido, sugere-se que a resposta de ansiedade e
estresse possa ser inibida pelo bloqueio da atividade do SNS (O’connor; Thayer;
Vedhara, 2021).

Alguns pesquisadores acreditam que em humanos, a percepgao dos sintomas
fisicos da ansiedade como a taquicardia ou tremor pode desencadear uma resposta
de ansiedade adicional, criando um ciclo auto sustentavel (Brantigan et al., 1982;
Brewer, 1972; Clark e Agras, 1991; Drew et al., 1985; Elman et al., 1998). Assim, foi
sugerido que ao bloquear os efeitos periféricos da ansiedade, esses medicamentos
aliviam o desconforto fisico e a percepcédo de ameaca, reduzindo o estado de alerta e
a ansiedade associada (Ernst et al., 2016). Outros estudos demonstraram ainda que
o aumento da FC por um agonista adrenérgico sem efeito no SNC, foi capaz de evocar
comportamento ansioso (Hassanpour et al., 2018) demonstrando que a via de
sinalizagao inversa (do coragao para o cérebro) também desempenha um papel no

comportamento emocional.

Interessantemente, descobertas recentes de Hsueh e colegas (2023) confirmaram
a hipétese de que o aumento da frequéncia cardiaca por si s6, contribui diretamente
para comportamentos relacionados a ansiedade em camundongos. Os autores
desenvolveram um marcapasso Optico nao invasivo capaz de gerar aumento dos
batimentos cardiacos ao ser estimulado por luz vermelha. Isso por sua vez, ativou o
cortex insular posterior e o tronco cerebral, resultando em comportamento ansioso
(Hsueh et al., 2023). Dessa forma, podemos sugerir que ao reduzir FC, os
betabloqueadores utilizados em nosso estudo foram capazes de atenuar o

comportamento relacionado a ansiedade.

Outros estudiosos, entretanto, demonstraram evidéncias de que além das
conhecidas agdes periféricas, os betabloqueadores também atuam a nivel do SNC,
nos circuitos neuronais envolvendo o cortex pré-frontal e a amigdala basolateral
(Abraham et al., 2008; Luo et al., 2014; Steenen et al., 2016). Conhecidamente, estas
sao regides envolvidas na regulagdo da ansiedade e comportamentos sociais tanto

em humanos quanto em ratos (Ledoux, 2003; Felix-Ortiz et al., 2016). Foi
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demonstrado que os subtipos de adrenoceptores B1 e B2 s&o expressos de forma
heterogénea no cérebro de mamiferos (Gambarana et al., 1991; Ordway, O’Donnell e
Frazer, 1987; Rainbow, Parsons e Wolfe, 1984; Silberman, Ariwodola e Weiner, 2012)
e embora a distribuicdo ndo seja bem estabelecida, é provavel que o B1 seja
predominante em relacao ao B2 (Rainbow et al., 1984; Abraham et al., 2008). Além
disso, evidéncias sugerem que os (1 possuem uma maior afinidade pela
noradrenalina em comparacao com os 2 (Molinoff, 1984; Wallukat, 2002). Portanto,
sugerimos que o efeito ansiolitico de ambos betabloqueadores observado em nosso
estudo possivelmente estd majoritariamente relacionado com o bloqueio dos
receptores 1, tanto a nivel periférico (reduzindo FC) quanto central. Para confirmagao
da acdo de PROP e MET a nivel do SNC, posteriormente sera realizada analise
imuno-histoquimica dos cortes de tecido cerebral para quantificagao da proteina c-fos,
cuja expressao, segundo Mesquita e colaboradores (2016), € um indicativo de
aumento da atividade neuronal nas regides envolvidas no comportamento do tipo

ansiedade.

Embora nossos resultados sugiram que os betabloqueadores podem ser eficazes
em sintomas como hiperatividade e medo de ambientes novos ou desconhecidos, nao
observamos influéncia das drogas na sociabilidade dos animais. Similarmente aos
nossos achados, Kausche e colaboradores concluiram que o PROP né&o afetou o
desenvolvimento de medo social apds estresse agudo em individuos saudaveis
(Kausche et al., 2021). Em outro estudo realizado com 16 pacientes ambulatoriais
socialmente fébicos, os grupos de tratamento com PROP e placebo também
mostraram resultados muito semelhantes entre si (Falloon; Lloyd; Harpin, 1981).
Pobbe e colegas, por sua vez, investigaram os efeitos da administragcdo aguda e
crbnica de um antidepressivo no perfil social de ratos. Os resultados apontaram que
apenas a administragao cronica do antidepressivo interrompeu a resposta ao estresse
social e aumentou a sociabilidade dos ratos (Pobbe et al., 2010). Dessa forma,
supomos que o tratamento agudo com betabloqueadores nao seja capaz de alterar o

perfil social dos animais.
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Além dos parametros cardiovasculares e comportamentais, avaliamos as
respostas termorregulatorias dos animais durante diferentes situacdes potencialmente
estressoras, assim como os efeitos do bloqueio seletivo (B1) e nao seletivo (1 e B3)
dos principais receptores 3-adrenérgicos presentes no TAM. Observamos que durante
o0 protocolo de estresse por rato intruso ambos beta-antagonistas controlaram a
hipertermia por estresse reduzindo tanto a temperatura interescapular quanto a
temperatura de cauda. No CA ambos reduziram apenas Tdorso em relagdo ao grupo
veiculo sendo a agao do propranolol levemente superior ao metoprolol, em que Tdorso
se manteve estavel durante os 5 minutos do teste. Em tais protocolos, o controle da
temperatura corporal diante do bloqueio seletivo ou ndo seletivo dos receptores nao
foi muito distinto, ndo sendo possivel distinguir se a resposta se deveu ao antagonismo
em B1ou B3. Finalmente, quando os animais foram submetidos ao estresse social
seguido de interagao social, apenas o grupo tratado com propranolol demonstrou
controle da temperatura durante o estresse. Esses resultados sugerem que o bloqueio
nao seletivo dos beta-receptores envolvidos na termogénese € superior ao bloqueio
B1-seletivo, dado que o controle da hipertermia por estresse pelo propranolol foi

repetidamente observado nos diferentes contextos experimentais.

Apesar de estudos atribuirem a estimulagdo da termogénese no TAM quase
exclusivamente aos receptores B3-adrenérgicos (Zhao; Cannon; Nedergaard, 1998),
ha evidéncias que suportam o envolvimento expressivo dos receptores B1 (Atgié;
D’allaire; Bukowiecki, 1997; Ueta et al., 2012; Harrell et al., 2015). Em um desses
estudos também foi discutido o aparente paradoxo referente a participacaéo destes 3-
receptores na resposta termogénica, pois embora menos abundantes no TAM, o
receptor B1 possui maior afinidade pela noradrenalina que os receptores B3 (Atgié;
D’allaire; Bukowiecki, 1997). Nesse contexto, foi sugerido que os receptores 1 devem
ser responsaveis pela estimulagcdo da termogénese sob condi¢cbes de estimulagao
fisiologica leve a moderada (Galitzky et al.,1995) uma vez que em baixas
concentracdes de NE, a interacdo com o receptor mais sensivel seria favorecida. Em
concordancia com estas suposi¢des, estudos concluiram que o bloqueio seletivo em
B1 pode inibir quase totalmente os efeitos termogénicos evocados por baixas
concentragdes de NE, mas perde a significancia durante estresse intenso, o qual esta
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associado a liberacao de altas doses de NE nos terminais simpaticos que inervam o
TAM (Atgié; D’allaire; Bukowiecki, 1997).

Nossos resultados vao de encontro com tais achados uma vez que o metoprolol
foi eficiente em reduzir a temperatura corporal quando os animais foram expostos ao
aparato de CA ou estresse por rato intruso de forma dissociada, mas nao foi capaz de
controlar o parametro apos estresse repetido. No modelo comportamental em que
foram combinados dois estimulos sociais provavelmente houve uma maior liberagao
de NE no TAM, e o bloqueio seletivo em B1 nao foi eficiente, sugerindo que os
receptores B3 coordenaram a hipertermia por estresse em tal situacao. De fato, outros
estudos também demonstraram que diante de um bloqueio seletivo em 1, os
mecanismos de aumento da lipdlise e geragao de calor no TAM foram mediados pelas
vias B3-adrenérgicas (Mohell & Dicker, 1989; Zhao; Cannon; Nedergaard, 1998). Em
harmonia com esses resultados, demonstramos que no estimulo mais estressante de
nosso estudo apenas o bloqueio néo seletivo dos receptores (PROP) foi capaz de
controlar a hipertermia por estresse. Dessa forma, nossos resultados apontam
envolvimento de ambos receptores beta-adrenérgicos na manutengado da homeostase

térmica durante situagdes emocionalmente desafiadoras.

by

Paralelamente a interacdo do metoprolol e propranolol com os receptores
periféricos envolvidos na regulacéo da termogénese no TAM, os efeitos observados
também podem ser mediados centralmente. Postulados anteriores indicaram que
medicamentos com propriedades ansioliticas podem influenciar a temperatura
corporal basal e/ou final de animais, controlando a hipertermia causada pelo estresse
(Oka, 2015; Oka e Hori, 2001; Olivier et al., 2003). Como discutido anteriormente,
ambos betabloqueadores utilizados em nosso estudo demonstraram potencial efeito
ansiolitico, e reducédo da ansiedade e estresse durante os protocolos experimentais

também pode ter contribuido para uma redugao na temperatura corporal dos animais.

E importante ressaltar que as vias noradrenérgicas e adrenérgicas abordadas em
nosso estudo fazem parte de um complexo sistema que coordena as respostas

fisiolégicas e comportamentais durante estresse e ansiedade. Embora o bloqueio
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dessas vias forneca informagdes importantes, a fisiopatologia e tratamento dessas

condi¢cdes nao devem ser resumidas a elas.
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7 CONCLUSAO

Em conjunto, nossos resultados sugerem que o metoprolol pode ser uma
alternativa mais segura que o propranolol para o tratamento de ansiedade situacional
e estresse agudo visto que esta associado a menor efeito colateral. Além disso,
evidenciamos a importancia da utilizacdo de diferentes modelos experimentais para

uma compreensdo mais abrangente dos efeitos de uma droga.

Apesar de o propranolol demonstrar melhores efeitos em relagdo a atividade
motora e hipertermia durante estresse mais intenso, nao foi superior ao metoprolol
nas respostas de ansiedade na caixa CE, interagdo social ou hipertermia durante
eventos estressantes mais brandos. Portanto, o bloqueio seletivo do receptor [3-
adrenérgico do subtipo B1 com metoprolol mostra-se promissor. Tais efeitos
possivelmente sédo alcancados devido a predominante expressao de B1 no sistema
nervoso central e maior sensibilidade a descarga noradrenérgica nesses receptores

em comparagao aos subtipos 32 e 33.
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ANEXOS

Anexo |
iy _5' UNIVERSIDADE Universidade Federal de Ourc Preto
S EEHERAL DE Comissdo de Etica no
jixg4 OURQ PRETO Uso de Animais
[uror |28
CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada “Efeitos do Propranclol, Metroprolol e Diazepam sobre o sistema nervoso
autdnamo colindrglco e as respectivas respostas quands submetidos ao teste comportamental campo aberto®,
protocolada sob o CELA n® 1667240418 1o cooess, S0b a responsabilidade de Rodrigo Cunha Alvim de Menezes
equipe; Fernanda [sabel Ferreira; Thayane Oliveira Reis; Milton Alexandre de Paula; Marly de Lourdes Ferreira Lessa -
que epvolve a produclo, manutenclo efou utiizacio de animaks pertencentes ao file Chordata, subfilo Vertebrata
{exceto o homem), para fins de pesquisa clentifica ou ensino - estd de acordo com os preceitos da Lel 11.794 de 8 de
outubro de 2008, com o Decreto 6.899 de 15 de julho de 2009, bem como com as normas editadas pelo Conselho
Nacional de Controle da Experimentacdo Animal (CONCEA). e fol APROVADA pela Comissio de Etica no Uso de
Animals da Universidade Federal de Ouroc Preto (CEUA/UFOPR) na reunido de 21/09/2018.

Wi certify that the proposal "Effects of Propranolol, Metroprolol and Diazepam on the autonomic chalinergic nenvous
system and the respective responses when submitted to the behavioral test open field *, utilizing 126 Heterogenics
rats (126 males), protocol number CEUA 1667240418 ao covoss;, under the responsibility of Rodrige Cunha Alvim de
Menezes and team; Femanda isabel Ferreira; Thayane Olivelra Reis; Mifton Alexandre de Pawla; Marly de Lourdes
Ferrefra Lessa - which Involves the productien, maintenance and/or use of animals belonging to the phylum Chordata,
subphylum Vertebrata (except human beings), for sclentific research purposes or teaching - Is In accordance with
Law 11.794 of October &, 2008, Decree 6899 of July 15, 2009, as well as with the rules issued by the National Council
for Control of Animal Experimentation (CONCEA), and was APPROVED by the Ethic Committee on Animal Use of the
Ouro Preto Federal University (CEUA/UFOP) in the meesting of 09/21/2018.

Finalidade da Proposta: Pesqulsa (Académica)
Vigéncla da Proposta: de 0B/2018 a 08/2021  Area: Cléncias Bioldglcas
Origem:  Centro de Ciéncla Animal

Espécle: . Ratos heterogénicos sex0: Machos Idade: 08 a 10 semanas Quantidade: 126
Linhagem: Wistar Peso: 250 a 280 ¢

Ouro Preto, 17 de julho de 2023
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Prof. Dr. Wanderson Geraldo de Lima Profa. Dra. Cintia Lopes de Brito Magalhdes
Coordenador da Comissdo de Etica no Uso de Animais  Vice-Coordenador da Comissio de Etica no Uso de Animals
Universidade Federal de Ouro Preta Universidade Federal de Ouro Preto

Campus Universitirio - Morm do Cruzelna - ICEB-lI, Sala 39 - CEP 35400-000 - Guro Preba/MG - tel: 55 {31 3555-1360
Horério de atendimento: Onling : e-mail: ceisa. propp@ufopuedu.br
CEUAN 1667240418

66



Anexo |l

2l UNIVERSIDADE Unversdade Feders de Ouro Preo
i FEDERAL DE
14 OURO PRETO

Comissdo de Etica no
Uso de Animais

CERTIFICADO

Certificamos que & proposta Intitulada "Efeltas de betablogueadores sobre a reatividade cardiovascular e temperatura
corporal durante o estresse soclal em ratos Wistar”, protocolada sob o CEUA n2 3931110520 (o cooesi), sob a
responsabilidade de Rodrigo Cunha Alvim de Menezes @ equipe; Fernands (sabel Ferreira; Thayane Oliveira Rels;
Mdira Tereza Talma Chirico; Milton Alexandre de Paula; Marly de Lourdes Ferreira Lessa - que envolve a produco,
manutencio efou utllizacio de animaks pertencentes ao filo Chordata, subfile Vertebrata {exceto o homem), para fins
de pesqguisa clentifica ou ensino - estd de acordo com os preceitos da Lel 11.794 de B de outubro de 2008, com o
Decreto 6.899 de 15 de julho de 2009, bem como com as normas editadas pelo Consetho Nacional de Controle da
Experimentacio Animal (CONCEA), e fol APROVADA pela Comissio de Etica no Uso de Animals da Universidade
Federal de Quro Preto (CEUA/UFOP) na reunido de 20/08/2021.

We certify that the proposal "Effects of beta-blockers on cardiovascular reactivity and body temperature during social
stress in Wistar rats *, utilizing 85 Heteragenics rats (85 males), protocol number CEUA 3931110520 o oooesny, under
the responzibility of Redrigo Cunha Alvim de Menezes and team; Fernanda lsabel Ferraira; Thayane Oliveira Reis;
Mdira Tereza Talma Chirico; Milton Alexandre de Paula; Marly de Lourdes Ferreira Lessa - which involves the
praduction, malntenance andfor use of animals belenging to the phylum Chordata, subphylum Vertebrata {except
human beings), for sclentific research purposes or teaching - Is In accordance with Law 11.794 of October 8, 2008,
Decree 6899 of July 15, 2009, as well as with the rules issued by the National Council for Contral of Animal
Experimentation (CONCEA), and was APPROVED by the Ethic Committee on Animal Usa of the Ouro Preto Federal
University (CEUA/UFOPR) in the meeting of 08/20/2021.

Finalidade da Proposta: Pesquisa (Académica)
Vigéncla da Proposta: de 08/2020 a 08/2022  Area: Ciéncias Bloldgicas
Origen:  Centro de Cléncla Animal

Espécie: Ratos heterogénicos sexo: Machos idade: 08 a 10 meses Quantidade: B5
Linhagem:; Wistar Peso: 100 3 300 g

Ouro Preto, 17 de julho de 2023
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Prof. Dr. Wanderson Geraldo de Lima Profa. Dra. Cintia Lopes de Brito Magalh&es
Coordenador da Comissio de Etica no Uso de Animals  Vice-Coordenador da Comissho de Etica no Uso de Animals
Universidade Federal de Quro Preto Universidade Federal de Quro Preto

Campus Uréversitislo - Mormo do Cruselno - ICER-, Sala 29 - CEP 35400-000 - Duro Preta/MG - tet 55 (31} 3555-1368
Hordrio de atendimentoc Online @ e-mall: ceua proppifufopuedu. b
CEUA N 3831110520
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