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RESUMO

A revisao sistematica da literatura reune artigos sobre uma questao formulada utilizando
um protocolo pré-estabelecido, que busca nos bancos de dados da literatura estudos
relevantes para uma determinada area de pesquisa. Este tipo de estudo ¢ considerado uma
importante evidéncia para tomadas de decisdes em pesquisas clinicas e pré-clinicas.
Animais muitas vezes sao utilizados em experimentos para o estudo sobre a transtornos
relacionados a ansiedade, e para isso sdo observados em protocolos comportamentais. Os
modelos experimentais em animais tentam estabelecer um paralelo entre os efeitos
induzidos por intervencgdes fisicas, quimicas e/ou bioldgicas que provocam sinais
comportamentais e/ou fisiologicos. Uma anélise critica dos modelos ¢ metodologias
aplicadas nos testes comportamentais podem fornecer abordagens farmacologicas para
transtornos de ansiedade, aprendizado e memoria. O presente trabalho realizou uma
revisdo sistematica da literatura para avaliar o efeito do propranolol no comportamento
defensivo de ratos de laboratério. A busca dos artigos foi realizada nos bancos de dados
eletronicos PubMed, Scopus ¢ Web of Science, utilizando-se, como estratégia, os
seguintes termos para busca dos artigos de interesse: (rats) AND (propranolol) AND (fear
OR aversive learning). Foram encontrados um total de 1.173 estudos. Apds a eliminacao
de artigos duplicados e a aplicacdo dos critérios de elegibilidade pré-estabelecidos, n=37
(3,15%) das referéncias encontradas foram incluidas na revisdo. A respeito dos protocolos
utilizados pré-estabelecidos nos critérios de elegibilidade (condicionamento aversivo,
sobressalto potencializado pelo medo, labirinto em cruz elevado e campo aberto), foram
analisados um total de 39 estudos devido ao fato de que dois estudos utilizaram mais de
um modelo para analisar o comportamento dos animais no mesmo artigo € n =30 (77%)
relataram em, pelo menos um estudo, o efeito do propranolol nos comportamentos
defensivos e n = 9 (23%) dos artigos ndo apresentaram efeito do farmaco no
comportamento defensivo. Foi verificado que o efeito do propranolol depende da
intensidade do estimulo aversivo, do momento da administracdo da droga e da dose
administrada sistemicamente. A dose mais utilizada para ratos nos testes
comportamentais foi de 10 mg/kg (54,5% dos estudos). O momento da intervengao
farmacoldgica ¢ uma questdo controversa, o que pode gerar uma discrepancia nos
resultados e uma heterogeneidade alta com relagdo a metodologia e resultado dos estudos.
Este estudo encontrou evidéncias sobre o efeito do propranolol na diminui¢do do
comportamento defensivo de ratos previamente estressados, € constata que a dose, o
momento da interven¢do farmacologica, o nivel de estresse dos animais e o tipo de
protocolo experimental também vao afetar na diminui¢ao deste comportamento.

Palavras-chave: Campo Aberto; Condicionamento Aversivo; Comportamento
Defensivo; Labirinto em cruz elevado; Propranolol; Ratos; Sobressalto Potencializado
pelo Medo.



ABSTRACT

The systematic review brings articles from formulated question using a pre-established
protocol, which searches the literature databases for studies relevant to a given area of
research. This type of study is considered important evidence for decision-making in
clinical and preclinical research. Animals are often used in experiments to study anxiety-
related disorders, and for that they are observed in behavioral protocols. Experimental
models in animals try to establish a parallel between the effects induced by physical,
chemical and/or biological interventions that cause behavioral and/or physiological
signals. A critical analysis of the models and methodologies applied in behavioral tests
can provide pharmacological approaches to anxiety, learning and memory disorders. The
present work carried out a systematic review of the literature to evaluate the effect of
propranolol on the defensive behavior of laboratory rats. The search for articles was
carried out in the electronic databases PubMed, Scopus and Web of Science, using the
following terms as a strategy to search for articles of interest: (rats) AND (propranolol)
AND (fear OR aversive learning). A total of 1,173 studies were found. After eliminating
duplicate articles and applying the pre-established eligibility criteria, n = 37 (3.15%) of
the references found were included in the review. Regarding the pre-established protocols
used in the eligibility criteria (elevated plus-maze; fear conditioning; potentiated startle;
open field). A total of 39 studies were analyzed due to two studies used more than one
model for analyzing the behavior of animals in the same article and n =30 (77%) reported
in at least one study the effect of propranolol on defensive behaviors and n =9 (23%) of
the articles did not show the effect of the drug on defensive behavior. It was found that
the effect of propranolol depends on the intensity of the aversive stimulus, the time of
drug administration and the systemically administered dose. The most used dose for rats
in behavioral tests was 10 mg/kg (54.5% of studies). The timing of pharmacological
intervention is a controversial issue, which can generate discrepancies in results and high
heterogeneity methodology and results of studies. This study found evidence on the effect
of propranolol on the behavior of previously stressed rats, however, the dose, the moment
of the pharmacological intervention, the stress level of the animals and the type of
experimental protocol will affect the decrease in defensive behavior.

Keywords: Defensive Behavior; Elevated Plus-Maze; Fear conditioning; Potentiated
Startle; Open Field; Propranolol; Rats.
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1 INTRODUCAO
1.1 REVISAO SISTEMATICA

Os tratamentos farmacolodgicos e psicoterapéuticos da ansiedade tém se tornado
cada vez mais eficientes, porém algumas questdes a respeito dos substratos
neurobiolégicos do transtorno da ansiedade permanecem em debate (ANDREATINI,
2001). Ressalta-se a importancia de estudos colaborativos entre pesquisadores de ciéncias
basicas na geragao de ideias e alvos potenciais para contribuir com a compreensao das
bases bioldgicas de transtornos da ansiedade (CAROBREZ, 2003). Devido a grande
quantidade de publicagdes que abordam o tema da pesquisa desenvolvida no presente
estudo, foi possivel realizar uma revisao sistematica da literatura para avaliar o efeito do
propranolol no comportamento defensivo de ratos da espécie (Rattus norvegicus) de
ambos 0s sexo0s.

A ansiedade ¢ um comportamento humano que pode ser estudada com modelos
animais que apresentam respostas defensivas em determinadas situacdes de estresse. Na
pratica, as deficiéncias dos modelos animais representam um dos principais obstaculos
no caminho entre a ciéncia médica basica e os aperfeicoamentos terapéuticos no que tange
aos estudos sobre os sentimentos, emocdes € memorias. As espécies ndo-humanas
também mostram sinais em relagdo ao medo provocado por estimulos externos e internos
(GIACHERO et al., 2019). Assim, torna-se possivel modular tais comportamentos
defensivos relacionados aos transtornos da ansiedade em animais.

A revisdo sistematica de estudos com animais experimentais ainda nao ¢ uma
pratica comum. A metodologia para revisdes sistematicas de ensaios clinicos precisa ser
adaptada e otimizada para estudos de interven¢do em animais (HOOIJMANS et al.,
2014). Revisores e editores podem utilizar esse estudo de base como orientacdo para
avaliar a integridade e transparéncia do protocolo de revisdo sistematica sugerido
(MOHER et al., 2015).

Encontrar um critério de divisdo em subgrupos pode ser aplicado a priori para
reducdo de viés na andlise dos artigos. Assim, alguma correlacdo entre varidveis
comportamentais, fisiologicas ou bioquimicas pode contribuir para prever o desempenho

do animal no teste de interesse (FERREIRA, 2019).
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1.2 PROPRANOLOL, UM BLOQUEADOR B-ADRENERGICO

Os receptores adrenérgicos sao classificados em alfa (o) e beta () adrenérgicos.
Até o momento foram identificados dois subtipos de receptores o nomeados al e a2, e
trés subtipos de receptor f nomeados PB1, B2 e B3, todos acoplados a proteina G
(AHLQUIST, 1948). Embora os receptores Bl estejam localizados principalmente no
coragdo e no cortex cerebral, e o subtipo B2 estejam predominantemente nos pulmoes e
no cerebelo. Estes dois receptores, em alguns 6rgdos, coexistem em um mesmo tecido
(KUHAR et al., 1999).

O propranolol ¢ um farmaco antagonista competitivo dos receptores [3-
adrenérgicos (BLACK et al., 1964), geralmente ¢ usado em transtornos causados pelo
sistema adrenérgico periférico, como por exemplo, hipertensdo, doengas arteriais e
arritmias cardiacas. Apods a sintese do propranolol, no inicio da década de 1960, dois
pesquisadores relataram em um artigo o efeito ansiolitico causado pela redugdo na
frequéncia cardiaca em pacientes acometidos pelo hipertireoidismo (TURNER;
GRANVILLE-GROSSMAN, 1965), tratados com propranolol para tratar os efeitos
cardiovasculares desta condi¢do clinica.

O propranolol além de atuar sobre os nervos, tecidos e Orgdos periféricos
ultrapassa a barreira hematoencefélica (BH), atingindo o sistema nervoso central (SNC).
Os receptores B-adrenérgicos estdo amplamente distribuidos no coragao, no musculo liso,
em células sanguineas, no tecido adiposo, no musculo esquelético e no SNC. Com as
informagdes quimicas disponiveis na corrente sanguinea, essas mensagens neurais
informam o encéfalo sobre o estado de boa parte do interior do corpo, e a percepg¢ao do
estado dos componentes viscerais e quimicos do corpo ¢ chamada interocepgdo
(DAMASIO, 2011). A interocepgio refere-se ao processo pelo qual o sistema nervoso
recebe e integra informacgdes sobre o estado interno do corpo. E os processos fisiologicos
sdo importantes para a regulagdo e a manutengdo da homeostase corporal
(HASSANPOUR et al., 2016), a capacidade do organismo manter-se em constante
equilibrio bioquimico.

Estudos mostram efeitos ansioliticos dos bloqueadores B-adrenérgicos devido a
redugdo nas respostas autonomicas causadas em situagoes de estresse. No entanto, por
estas drogas serem menos efetivas que os benzodiazepinicos, o papel destes no tratamento

de disturbios relacionados a ansiedade parece ser limitado (RUSSELL NOYES, 1985).
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Alguns autores sugerem que o propranolol ¢ eficaz como agente redutor do medo
quando combinado com terapia comportamental logo apds o trauma, sobretudo quando o
estresse psicologico ¢ alto, possivelmente prevenindo ou atenuando o desenvolvimento
posterior de transtorno do estresse pos-traumatico (TEPT) (GIUSTINO et al., 2016).

Situagdes estressoras podem desencadear um efeito desorganizador da
homeostase no individuo e as respostas a elas variam entre os individuos na sua forma de
apresentacao, podendo ocorrer manifestagdes psicopatoldgicas diversas como depressao,
ansiedade ou at¢é TEPT (MARGIS et al., 2003). Individuos com TEPT tendem a
experimentar hiperexcitagcdo noradrenérgica a longo prazo. No entanto nos individuos que
sofrem de TEPT por um longo periodo, o propranolol pode ser menos eficaz em
interromper a evocagdo de memorias aversivas (GIUSTINO et al., 2016), além disso,
estudos clinicos sugerem que as evidéncias para a eficacia do propranolol atualmente sao
insuficientes para apoiar seu uso rotineiro no tratamento de qualquer um dos transtornos
de ansiedade (STEENEN et al., 2016). Por outro lado, pesquisas realizadas para avaliar
os efeitos dos compostos beta-adrenérgicos na extingdo de respostas defensivas
contextuais t€m atraido muita atengao por causa do uso no tratamento de transtornos como
o TEPT (NACHTIGALL et al., 2019).

Em estudos com camundongos o tratamento ndo apaga a memoria, mas reduz a
relevancia emocional associada ao estimulo estressante (VILLAIN et al., 2016). Isso pode
mitigar algumas dessas preocupacdes éticas e aumentar o potencial terapéutico do
farmaco para transtornos psiquiatricos caracterizados por memorias mal adaptadas

(COGAN et al., 2018).

1.3 RECEPTORES ADRENERGICOS E COMPORTAMENTOS DEFENSIVOS

Ao estudar estimulos fisicos e psicoldgicos capazes de ativar as glandulas
adrenais, Walter Cannon elaborou, em 1914, o conceito de “reacdo de
emergéncia”. Essa reacdo imediata a percepcdo de ameaga, mediada pela
epinefrina, secretada pela medula adrenal, teria a fun¢do de preparar o
organismo para luta ou fuga. A ativagdo simpdatica compreende tanto o
componente humoral, destacado por Cannon, como o sistema nervoso
responsavel por alteracdes no calibre das arteriolas que desviam sangue das
visceras e da pele para o cérebro e musculos esqueléticos, além de outras
mudangas que dao sustentacdo fisioldégica a demanda comportamental exigida
pela luta ou fuga (GRAEFF, 2003).

A observacdo inicial de Charles Darwin, de que os animais e os seres humanos

compartilham caracteristicas semelhantes na expressdo da emocado, sinalizam para a
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possibilidade de estudar os mecanismos de transtornos psiquiatricos em outros
mamiferos. O desenvolvimento de modelos animais de ansiedade e estresse ajudou a
identificar os fatores farmacoldgicos e mecanismos dos efeitos clinicos de varios
medicamentos potenciais. Modelos animais de ansiedade sdo baseados em situagdes de
conflito que podem gerar estados motivacionais opostos induzidos por situagdes e
abordagens que provocam aversao dos animais estudados (CAMPOS et al., 2013).

Animais, as vezes, mostram respostas diferentes de acordo com os estimulos, ou
seja, ndo se pode reproduzir fidedignamente neles as caracteristicas dos transtornos
humanos, porém hd muitas evidéncias que indicam que ha sistemas cerebrais similares
em roedores e primatas (CANTERAS et al. 2009; GORENSTEIN; SCAVONE, 1999).

Quando organismos entram em contato com uma fonte de perigo, uma ameaga ou
uma situacdo desagraddvel, mecanismos comportamentais € neuroendocrinos de defesa
sdo ativados para proteger e reduzir possiveis danos ao individuo (CAVALLI, 2013).
Assim os organismos desenvolvem mecanismos para avaliar ¢ modular experiéncias
desagradaveis que possam sinalizar perigo (GOMES, 2018). Além disso, estudos tém
demonstrado que um potente estimulo ansiogénico fornece elementos para a avaliagdo do
comportamento defensivo natural em roedores (DO MONTE, 2006).

O estresse desencadeia um processo de adaptagcdo por aumentar a secre¢ao de
adrenalina, produzindo diversas manifestacdes fisiologicas e psicologicas (MARGIS et
al., 2003). O estresse representa um grande valor adaptativo para as espécies animais que
foram selecionadas ao longo de processos evolutivos (CAMPOS et al., 2013).
Experiéncias passadas guiam comportamentos futuros e sdo essencials para a
sobrevivéncia, j4 que representam relevancia para a adaptacdo da espécie. A
sobrevivéncia de um animal depende da sua habilidade em responder adequadamente a
estimulos que possam sinalizar uma ameaca (BACK, 2012; GOMES, 2018; MCGAUGH,
2015).

O choque elétrico nas patas em ratos € um estimulo aversivo que pode ser usado
na tentativa de compreender as bases biologicas do estresse, do medo e da ansiedade.
Frente a estes estimulos, roedores apresentam uma vigorosa resposta comportamental de
defesa (DE SOUZA, 2007). Esse comportamento ocorre em resposta a ameacas
aprendidas, e isto também permite que a memoria seja estudada através desses estimulos
ambientais que evocam tais respostas (RODRIGUES et al., 2009).

Muitas das pesquisas sobre a ansiedade baseiam-se em principios de

condicionamento, pelos quais animais adquirem uma memoria e exibem respostas a este
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evento. A interagdo de uma experiéncia estressante e o estabelecimento de uma memoria
aversiva causam uma resposta de defesa extrema e evidente como comportamentos
defensivos (BACK, 2012; CANTERAS et al., 2009; GIACHERO et al., 2019).

Comportamentos adotados frente a eventos estressantes revelam processos
associativos de aprendizado, vulnerabilidade ao ambiente, flexibilidade comportamental
e tomada de decisdes (SOBOTA, 2013). Portanto modelos animais sdo capazes de testar
varias etapas das reagdes comportamentais de animais expostos a situagdes de perigo e as
memorias aversivas podem ser associadas com experiéncias emocionais (KROON, 2007;
PAVESI, 2010).

Os comportamentos defensivos, sdo reacdes dos animais frente a uma situagao
ameagadora e elas podem ser quantificadas (BLANCHARD; BLANCHARD, 1969). A
analise de diferentes protocolos comportamentais utilizados nesta revisao sistematica
permite uma ampla discussao sobre o efeito do propranolol no comportamento defensivo
e no comportamentos que os animais expressam frente a situacdes de conflito ou
aprendizagem, que podem indicar diferentes estados emocionais (TROTT et al., 2022),
sob efeito do propranolol. Os modelos que foram contemplados de acordo com os
critérios de elegibilidade estabelecidos nesta revisdo sistematica serdo brevemente
descritos nos paragrafos seguintes.

1. Condicionamento classico ou Pavloviano: Conforme Pavlov, em 1927, foi
possivel elucidar conexdes entre estimulos externos e a resposta resultante, tanto no
comportamento locomotor como em outras reagdes dos animais (PAVLOV, 2010). No
entanto, o condicionamento envolve o aprendizado dos animais estudados (CAMPOS et
al., 2013), este aprendizado pode ser feito através de estimulos aversivos, que provocam
respostas defensivas. O estimulo aversivo pode ser aplicado a partir de fontes
exteroceptivas (ex. estimulo elétrico, odor de predador etc.) ou interoceptivas (ex. efeito
de drogas ansiogénicas) (CAVALLI, 2009). Os processos de memoria: a aquisi¢ao
(aprendizagem), seguindo-se a reten¢ao durante tempos variaveis. A retengao por tempos
curtos pode ser transformada em reteng@o de longa duragdo pelo processo de consolidagao
da memoria. Em ambos os casos, pode haver evocagdo (lembranga) das informacgdes
memorizadas (LENT, 2010). Ratos condicionados recebem o teste de reativacao de
memoria no dia seguinte ao condicionamento (DEBIEC; LEDOUX, 2004). Os protocolos
geralmente usados na literatura sdo de 3 dias: condicionamento aversivo no dia 1,
reexposi¢do ndo reforcada ao contexto de condicionamento seguido de inje¢ao sistémica

da droga amnésica no dia 2, e um teste de memoria (reteng¢ao) no dia 3 (SCHROYENS et
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al., 2019). Porém muitos estudos avaliam a memoria aversiva utilizando o protocolo com
diferentes intervalos de tempo entre: o condicionamento; o momento da administracao da
droga; e o momento da avaliagdo do comportamento.

2. Sobressalto potencializado pelo medo: neste protocolo, as respostas de
sobressalto sdo provocadas por estimulos auditivos de alta intensidade emitidos através
de um alto-falante localizado acima do animal (INAGAKI et al., 2010). O repertorio
defensivo em resposta a estimulos ameagadores consiste em um sistema de
comportamentos inter-relacionados influenciados por duas variaveis principais, como
distancia da ameaca e contexto evitavel/inescapavel (CARLI; FARABOLLINI, 2022).
Os animais podem ser previamente estressados o que fazem do aparato um ambiente
aversivo, e entdo, sao colocados no aparato onde sao apresentados os estimulos sonoros
que provocam sobressaltos.

3. Labirinto em cruz elevado: este protocolo ¢ conhecido por ser um modelo
animal de ansiedade (CAROBREZ; BERTOGLIO, 2005; DE OLIVEIRA et al., 1996).
Por se tratar de um protocolo que avalia o0 comportamento espontaneo, a atividade dos
animais no aparato ¢ afetada por diversos fatores, como condi¢des de moradia, niveis de
iluminagdo, variagdes do ciclo circadiano, manuseio, exposi¢cdo a um estresse prévio e
familiaridade dos animais com o labirinto. Por exemplo, a exposi¢do prévia ao estresse
(choque nas patas, derrota social, exposicao a predadores) marcadamente aumenta os

comportamentos defensivos (CAMPOS et al., 2013).

4. Teste do campo aberto: Neste protocolo ndo ha necessariamente um
condicionamento prévio do aparato com um estimulo aversivo. Mesmo quando ha um
estimulo aversivo ou um protocolo de estresse prévio, a analise do comportamento do
animal no teste ¢ realizado em um ambiente diferente de onde os animais receberam o
protocolo de estresse, podendo ndo causar a associacdo do aparato com o estimulo
aversivo. Linhas desenhadas no chdo da arena dividem-na em uma regido periférica e
uma regido central de dimensdes aproximadamente iguais. O nimero de cruzamentos das
linhas e o tempo gasto na regiao central sdo avaliados e pontuados por um observador. O
animal, quando ndo esta estressado tende a explorar mais as zonas centrais do aparato.
Conforme Justel e colaboradores (2014), os comportamentos estdo relacionados com a

motivacao (estado emocional) dos animais.
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Esta revisdo sistematica da literatura contempla os principais protocolos utilizados
para avaliar as respostas defensivas provocadas pelo estresse em roedores nos

laboratorios de pesquisa (CAMPOS et al., 2013).

1.4 MEMORIA AVERSIVA

Muito estudos incluidos nesta revisao sistematica estudam o comportamento dos
ratos em diferentes protocolos de aprendizado € memoria aversiva, inclusive alguns
estudos que tentam tragar um paralelo entre modelos animais e distirbios de ansiedade
do TEPT. Os estudos sobre o efeito do propranolol sobre a memoria tentam explicar se a
redu¢do no comportamento defensivo dos animais poderia estar relacionada com o
prejuizo da memoria provocada pelo propranolol.

No caso da analise do comportamento de roedores no teste de condicionamento
aversivo de primeira ordem, € possivel avaliar a aquisi¢do, a consolidagdo e a expressao
de memorias aversivas (BACK, 2016, DE SOUZA, 2011). Além disso o
condicionamento em animais tem sido amplamente utilizado para o estudo das bases
neuroanatdmicas, celulares e moleculares da memoria aversiva. O condicionamento
aversivo pavloviano ¢ um procedimento comportamental em que um estimulo
emocionalmente neutro ¢ emparelhado com um estimulo aversivo (RODRIGUES et al.,
2009).

A apresentacdo apenas do estimulo neutro sem o refor¢o do estimulo aversivo
induz a extingdo da memoéria (CAMMAROTA et al, 2004). A extingdo ¢ uma
sobreposi¢ao de memorias. Quando um estimulo neutro ndo representa uma ameaga, a
memoria aversiva pode ser remodelada. E a exposi¢do a um novo ambiente antes ou
depois do treinamento pode aumentar a extingdo do condicionamento aversivo contextual
(NACHTIGALL et al., 2019). Ao receber o pareamento dos estimulos, os animais
supdem que o estimulo aversivo sera sempre apresentado junto com o estimulo neutro, o
que causa uma resposta comportamental de apreensao no animal estudado. Esta apreensdo
pode ser relacionada com o comportamento de ansiedade, pois causa uma suposicao de
que o estimulo neutro sera apresentado juntamente com o estimulo aversivo.

Quando as experiéncias sdo aversivas, o tipo de aprendizagem que codificam
memorias de tais eventos sdo geralmente chamados de aprendizagem aversiva (aversive
learning) (MAREN, 2003). Muitos estudos clinicos e pré-clinicos avaliam o efeito do

propranolol tanto na memoria quanto nos comportamentos relacionados com a ansiedade.
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Com base nestes estudos esta revisdo tem o objetivo de avaliar se este farmaco realmente
poderia ser utilizado para diminuir as respostas defensivas que se apresentam em animais

quando sao expostos a situacdes de estresse.

2 OBJETIVOS

O presente trabalho foi delineado com o objetivo de realizar uma revisao
sistematica da literatura sobre o efeito do propranolol no comportamento defensivo de

ratos.

3METODOLOGIA
3.1 REGISTRO PROSPECTIVO

O protocolo dessa revisdo sistematica foi elaborado e publicado no banco
internacional de registro prospectivo de revisdes sistematicas PROSPERO (International
Prospective Register of Systematic Reviews) no dia 13/12/2021, com o nlimero de registro

CRDA42021272096.

3.2 PERGUNTA E REVISAO SISTEMATICA

O protocolo para uma revisao sistematica deve ter quatro componentes essenciais:
o problema; a intervencao, teste ou exposicdo de interesse; as intervengdes de
comparagdo; e os resultados de interesse. Assim, a pergunta deve ser estruturada em uma
tabela, constituida com as iniciais PICO (AKOBENG, 2005), composta de palavras
provenientes da lingua inglesa “Population” (Paciente ou Problema), “Intervention”
(Interveng¢do), “Comparison” (Comparagdo) e “Outcomes” (Resultados ou Desfecho). O
quadro 1 demonstra como foi estruturada a pergunta tendo como referéncia o acronimo

PICO.
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Quadro 1 — Pergunta estruturada pela ferramenta PICO.

P Populacao Ratos
I Intervencao Propranolol
C Comparagiio Animais tratados com propranolol e nao
tratados (controle)
o Desfecho Alteragdes na resposta defensiva de ratos
tratados com propranolol

Fonte: elaborado pelo autor (2021).

3.2.1 Fontes de informacio e estratégia de busca

Foi feito o levantamento bibliografico dos artigos cientificos indexados em trés
bancos de dados eletronicos de relevancia nacional e internacional: MEDLINE/Pubmed,
Web of Science e Scopus. A busca no Medline foi realizada na plataforma Pubmed em
(https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/). A pesquisa no SCOPUS e no Web of Science foi
realizada por meio do acesso ao portal de Periddicos da Coordenagao de Aperfeicoamento

de Pessoal de Nivel Superior (CAPES), disponivel em https://www-periodicos-capes-

gov-br.ezl.periodicos.capes.gov.br/.

Os artigos foram obtidos nos bancos de dados de acordo com os descritores
(palavras registradas nos bancos de busca como conceitos relacionados ao termo de
interesse) e palavras-chave relacionadas a interesses e estudos prévios do Laboratorio de
Neurobiologia Comportamental/UFSC. Foram utilizados os seguintes descritores
referentes a ratos (Rats), e ao farmaco (Propranolol). Além desses descritores, foram
utilizadas as palavras-chave: referentes aos comportamentos defensivos (Fear) e
(Aversive learning).

Com base nos descritores e palavras-chave selecionados para esta revisao, foram
selecionados os artigos que avaliaram o propranolol no comportamento defensivo de ratos
e utilizaram os seguintes protocolos (subgrupos): condicionamento aversivo (auditivo,
contextual ou olfatdrio), sobressalto potencializado pelo medo, labirinto em cruz elevado
e teste campo aberto.

Apenas artigos originais, sem qualquer restricdo de data de publicagdo ou
restri¢gdes de idioma, foram selecionados nesta pesquisa. Em 27/09/2021, foi realizada
uma busca abrangente dos estudos in vivo que investigaram os efeitos do propranolol em

testes comportamentais. Como exemplificado no quadro 2, destacam-se as palavras-


https://www-periodicos-capes-gov-br.ezl.periodicos.capes.gov.br/
https://www-periodicos-capes-gov-br.ezl.periodicos.capes.gov.br/
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chave e descritores que foram utilizadas para a busca de cada item relacionado com a

questdo que este estudo pretende responder.

Quadro 2 — Descritores e palavras-chave utilizadas na Revisao Sistematica

PICO Item Estratégia de Busca

(“Rats” OR “Rat” OR “Rattus” OR “Rattus
norvegicus” OR “Rats, Norway” OR “Rats,

L1 iy Laboratory” OR  “Laboratory = Rat” OR
“Laboratory Rats” OR “Rat, Laboratory”)
(“Propranolol” OR “Propanolol” OR “Inderal” OR
“Avlocardyl” OR “AY-20694” OR “AY 20694~
~ OR  “AY20694” OR  “Rexigen” OR
Intervencao/

Propranolol | “Dexpropranolol” OR “Dociton” OR “Obsidan”

Comparagio: OR “Obzidan” OR “Propranolol Hydrochloride”
OR “Hydrochloride, Propranolol” OR “Anaprilin”
OR “Anapriline” OR “Betadren”)

Desfecho: SOOI (“Fear” OR “Aversive learning”)

defensivo

Fonte: elaborado pelo autor (2021).

3.2.2 Critérios de elegibilidade

A constru¢do dos critérios de elegibilidade foi feita considerando termos que
caracterizam a pergunta da pesquisa estruturada pelo acronimo PICO. Para a elaboragao
da revisdo sistematica, foram incluidos artigos publicados que utilizaram os protocolos
previamente descritos e que possuiam dados referentes ao comportamento defensivo do
animal apods a administracao do propranolol pela via sistémica.

Os primeiros critérios de exclusdo foram aplicados em artigos publicados que
envolvem outros animais, outros roedores ou humanos e¢ em estudos com animais
geneticamente modificados. Os critérios de elegibilidade estabelecidos que orientaram a

selecdo dos artigos cientificos sao apresentados, a seguir.

3.2.2.1 Critérios de inclusdo

a) artigos contendo estudos que descrevam os efeitos do propranolol em

compara¢do com animais controle (ex. veiculo ou ndo tratados);



b)

d)

g)

h)
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artigos contendo experimentos que utilizam testes comportamentais em ratos
independentemente da idade, do sexo ou da linhagem, e que mostrem os dados
das medidas comportamentais;

artigos contendo experimentos com os seguintes protocolos experimentais:
condicionamento aversivo (auditorio, contextual ou olfatorio), sobressalto
potencializado pelo medo, labirinto em cruz elevado, teste campo aberto, teste
de esquiva inibitoria, teste de caixa claro-escuro, teste de interacdo social e
teste de exposicao ao predador;

artigos sobre a administracdo de propranolol antes, durante ou depois do
protocolo experimental, por meio da via de administracdo sistémica
(intraperitoneal, subcutanea, endovenosa ¢ oral);

artigos que tratam de todos os esquemas de dosagem (sem restricdes de dose,
horario ou frequéncia);

artigos que abordam qualquer fase do experimento em que o propranolol tenha
sido administrado anteriormente ao teste comportamental utilizado (estudos
em que o propranolol foi administrado nas etapas de aquisi¢ao, consolidagao
e extingdo da memoria aversiva);

artigos referentes a ratos saudaveis previamente estressados (animais com
inducdo a comportamentos defensivos), ou ndo estressados, mas tratados com
propranolol e testados nos protocolos comportamentais ap6s o tratamento; e
artigos que relatam os dados referentes ao comportamento defensivo (por
exemplo: tempo, percentagem, médias, pontuagdes, comportamento de
congelamento, reflexo de esquiva passiva, esquiva ativa, resposta emocional
condicionada e condicionamento contextual, locomo¢dao dos animais nos
casos do teste de campo aberto, etc.) e que avaliam o comportamento dos ratos

nos testes de comportamento, aprendizagem ou memoria.

3.2.2.2 Criterios de exclusdo

b)

Resenhas, revisdes sistematicas, meta-analises, cartas e editoriais foram
excluidos;
artigos referentes a estudos ndo originais (revisdes, relatos de caso, etc.).

Estudos ex vivo, estudos in vitro, estudos em outros animais ¢/ou humanos e

estudos em silico. Estudos sem um grupo controle;
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c) artigos sobre experimentos relatando dados de co-tratamentos (tratamento
prévio com qualquer outra droga) ;

d) artigos sobre estudos de aquisi¢dao, consolidacdo e extingdo em que nao
relatem os dados relativos ao efeito do propranolol;

e) artigos sobre experimentos que ndo apresentam grupo controle;

f) artigos sobre outros critérios de sele¢cdo dos animais (por exemplo: animais
previamente modificados genéticamente);

g) artigos que nao avaliam a resposta defensiva dos animais e/ou aquisi¢ao de
comportamentos defensivos nos protocolos comportamentais e

h) artigos sobre estudos que nao mostram os dados das medidas comportamentais

antes ou durante os testes de comportamento.

3.2.3 Amostragem

Os artigos encontrados nos bancos de dados foram exportados para o gerenciador
de referéncia EndNote, onde as referéncias duplicadas foram excluidas.

As referéncias selecionadas no processo anterior foram importadas para outro
gerenciador de referéncias Mendeley Desktop®, para, entdo, proceder outra triagem de
exclusdo das referéncias duplicadas de duas formas: 1- Pela fun¢do automatica e 2- Pela
exclusdo manual. Apds esse filtro, as referéncias bibliograficas ficaram prontas para a

extracao dos dados e elaboragdo da sintese qualitativa.

3.2.4 Selecao e viés de selecao

A selecdo dos artigos para a revisao sistematica foi realizada de maneira
independente por dois revisores. Os artigos foram selecionados apo6s a leitura do titulo e
resumo por meio da plataforma de selego e andlise de artigos Rayyan'.

A estatistica kappa ¢ freqiientemente usada para testar a confiabilidade entre
avaliadores. A medi¢do da concordancia ¢ realizada através de dados que os revisores
(avaliadores) atribuem aos estudos (MCHUGH, 2012). Apos a obtencdo da quantidade

de concordancia e discordancia dos dois pesquisadores, que sao fornecidos pela propria

! Rayyan inteligente systematic review. Disponivel em: https:/www.rayyan.ai/
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plataforma Rayyan, o indice Kappa foi calculado utilizando-se a plataforma

https://www.graphpad.com/>.

A formula Kappa, uma medida de concordancia corrigida, desconta a propor¢ao
da concordancia observada pela concordancia esperada, sob a condicdo de que os
pesquisadores fazem avaliagdes independentes (COHEN, 1960). Ou seja, a féormula para
o calculo do indice Kappa de Cohen (k) faz uma relacdo entre a quantidade de
concordancias entre os observadores (Po) e a quantidade de concordancia esperada ao

acaso (Pe).

Kappa de Cohen (k):
__Po—Pe
~ 1-Pe

A concordancia observada (Po) ¢ calculada pelo nimero de concordancias dos
dois pesquisadores em relagao ao nimero total de observagdes. A concordancia esperada
por acaso (Pe), ¢ obtida através da multiplicagdo individual das observacdes de cada
avaliador.

Em estudos na area da saude, uma forca de concordancia de Kappa de Cohen pode
ser aceitavel a partir de 0,41 (MCHUGH, 2012). O indice Kappa tem intervalos definidos
variando de 0 a 1, sendo 0 o grau de discordancia que pode ser esperado a partir do acaso,

e 1 representa uma concordancia perfeita entre os observadores.

Quadro 3 — Valores de referéncia para interpretacdo do Kappa de Cohen

Kappa For¢a de concordéancia

<0 Menor que ao acaso

0,00-0,20 Concordancia leve

0,21-0,40 Concordancia razoavel
0,41-0,60 Concordancia moderada
0,61-0,80 Concordancia substancial

0,81-0,99 Concordancia quase perfeita

Fonte: adaptado de Landis e Koch (1977).

2 Disponivel em: https://www.graphpad.com/quickcalcs/kappal/
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As discordancias foram resolvidas por um terceiro revisor, € os estudos que
atenderam os critérios de elegibilidade foram lidos na integra para novamente aplicar os

critérios de elegibilidade e posterior inclusao ou exclusao na/da revisdo.

3.2.5 Extracao de dados

Os artigos primeiramente selecionados com base no titulo e/ou resumo, foram
escolhidos de acordo com os critérios pré-estabelecidos € os que tiveram consenso entre
os trés revisores foram analisados na integra para que os dados dos estudos fossem
extraidos e compilados em tabelas. Em seguida, foi feito o preenchimento com a extragao

dos seguintes dados:

a) Identificacdo do estudo: autor(es), ano de publicacdo e referéncia
completa;

b) Desenho do estudo: numero de experimentos ou replicacdo, grupo
comparador (controle ou tratado), exposi¢do a outra droga (antes ou depois
do teste comportamental);

c) Caracteristicas da populac¢ao: sexo e protocolo de estresse (modelo/teste
experimental utilizado);

d) Caracteristicas da intervencdo: dose(s) utilizada(s), via de
administracao e o desfecho (efeito relatado);

e) Caracteristicas dos desfechos: comportamentos defensivos. Valor de “p”

(probabilidade de haver diferenca entre os tratamentos) apos o teste no

modelo aversivo em que os animais foram tratados previamente.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 SELECAO BIBLIOGRAFICA

As etapas de estratégia de busca, triagem e elegibilidade da revisdo sistematica
estdo representados no fluxograma (Figura 2). Dos artigos publicados nos bancos de
dados até 27/09/2021, foram identificadas 44 publica¢des relevantes no Pubmed, 1.015
publicacdes relevantes no Scopus e 114 publicacdes relevantes no Web of Science,

totalizando 1.173 artigos rastreados nos trés bancos de dados. Desses registros
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selecionados, 142 publica¢des foram excluidas com o auxilio do programa EndNote, por

tratar-se de artigos duplicados.

Do total de 1.031 artigos, que foram selecionados pela leitura do titulo e do
resumo, 848 artigos foram excluidos. Desta forma, cento e oitenta e trés artigos foram
selecionados conforme os critérios de elegibilidade estabelecidos. Uma segunda
avaliacdo foi realizada para garantir um maior rigor dos critérios de elegibilidade, e
sessenta publicacdes adicionais foram excluidas por tratar-se de experimentos com

injegdes ndo sistémicas.

A partir de 123 publicagdes selecionadas e importadas para o programa Mendeley
Desktop®, foram realizadas 86 exclusdes na etapa de leitura do texto dos artigos. As
razdes para a exclusdo incluem: 1) a presenga de um artigo duplicado; 2) um estudo em
camundongo; 3) trés artigos ndo encontrados na integra para andlise do texto completo;
4) Setenta e seis artigos que nao preenchiam os critérios de elegibilidade referentes aos
testes comportamentais; € 5) cinco artigos ndo relataram os dados referentes ao
comportamento dos animais. Por fim, o total de 37 artigos foram considerados relevantes

e selecionados para analise e sintese descritiva (fluxograma PRISMA no anexo B).

INCLUIDOS

IDENTIFICACAO

TRIAGEM

1.173 publicagdes resultantes da pesquisa nas|
bases de dadospré selecionadas, divididas
em:

Pubmed/Medline: 44
Scopus: 1.015
Web of Science: 114
(n=1.173)

142 artigos excluidos por duplicata, com
auxilio doSoftwareEndNote
(n=1.03%

848 artigos excluidos apos primeira triagem
(através da leitura dos titulos e resumos)
(n=183)
60 artigos excluidos apds leitura dos resumo
de acordo com os critérios de exclusio:
(n=123)

Artigos eleitos e aprovados nos critérios de
elegibilidade e incluidos na sintese
qualitativa
0=37)

SoftwareMendeley Deskiop®
Na analise do texto completo76 nio
preencheram os critérios de elegibilidade
referentes aos testes comportamentais, 1
duplicata, 1 estudo em camundongo3 artigos
por ndo constarem na integra,5 artigos néo
relataram os dados referentes ao
comportamento dos animais
(n=37)

Figura 1 — Fluxograma dos resultados de cada etapa de selecao dos artigos para analise. Resultados
das etapas de identificacdo, triagem e artigos incluidos na sele¢@o dos artigos da revisdo sistematica. Fonte:
elaborada pelo autor (2022)
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Através da plataforma Rayyan, foram aplicados os critérios de elegibilidade por
dois pesquisadores, na etapa de triagem, a partir da leitura dos titulos e resumos dos 1.031
artigos. Nesta etapa foi aplicado o teste Kappa, para medir o indice de concordancia.
Foram excluidos 772 artigos que tiveram concordancia entre os dois pesquisadores apos

a leitura do titulo e do resumo, com base nos critérios de elegibilidade.

Revisor B
Aceitar | Rejeitar | Total
Aceitar 159 22 181
Revisor A | Rejeitar| 78 772 850
Total 237 794 1031

Figura 2 — Planilha elaborada para calculo do teste estatistico Kappa de Cohen. O valor obtido nesta
planilha gerou um indice Kappa= 0,7+ 0,028; intervalo de confianca de 0,647 até 0,755. Numero de
concordancia entre avaliadores: 931 (159 + 772; 90.30% das observagdes). Numero de concordéncias
esperadas ao acaso: 696,2 (67,53% das observagdes). Fonte: elaborada pelo autor (2021).

O resultado de 0.7 do indice Kappa calculado, mostra que houve uma
concordancia substancial (Quadro 3) na avaliacdo dos artigos, respeitando-se os critérios
de elegibilidade utilizados, na primeira fase, pelos dois pesquisadores possibilitando um
maior controle sobre um possivel viés de selegdo.

Houve, portanto, concordancia entre os dois pesquisadores na leitura do titulo e
do resumo para a inclusdo de 159 artigos. Apos a analise pelo terceiro pesquisador, de
100 artigos que foram alvo de discordincia entre os dois pesquisadores, foram

adicionados mais 24 artigos ao quantitativo inicialmente selecionado.

4.4 RELACAO ENTRE DOSES E EFEITOS DO PROPRANOLOL

A dose mais utilizada para ratos nos testes comportamentais foi a de 10 mg/kg,
que representou 54,5% do total dos estudos selecionados. As doses de 4 a 5 mg/kg
representaram 18,1% dos estudos, seguidos dos que utilizaram doses acima de 10 mg/kg
que representaram 14,5% do total dos estudos analisados. Doses de 2 a 3 mg/kg
representaram 12,7% do total dos estudos. A menor dose utilizada nos estudos foi de 2,0

mg/kg no CA e TCA, e a maior dose utilizada foi de 50 mg/kg no do LCE.
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Figura 3 — Porcentagem dos estudos que descrevem o efeito do propranolol por faixas de doses. Fonte:
elaborada pelo autor (2022)

Com base nesses resultados, do total de sete experimentos que utilizaram a dose
de 2 a 3 mg/kg, quatro estudos (57,1%) mostraram efeitos do propranolol no
comportamento defensivo dos animais. Dos dez estudos que utilizaram as doses de 4 a 5
mg/kg, houve efeito em sete estudos (70%). A dose mais utilizada foi a de 10 mg/kg,
observada em trinta estudos e, destes, vinte e trés (76,6%) mostraram efeitos do
propranolol no que se refere a diminuigdo do comportamento defensivo dos animais. Em
oito estudos, foram utilizadas mais de 10 mg/kg, sendo que destes Ultimos, sete estudos

(87,5%) tiveram efeito na diminui¢do do comportamento defensivo.

A tabela a seguir mostra algumas das doses utilizadas nos estudos. Um total de 55
experimentos foram analisados. Este nimero deve-se ao fato de que alguns artigos
utilizaram mais de uma dose para avaliar o comportamento dos animais em seus estudos
(CAREAGA et al., 2015; INAGAKI et al.,, 2010; KROON; CAROBREZ, 2009;
MORRIS; WESTBROOK, 2005; STERN et al., 2008; WALKER; DAVIS, 2002; ZHOU
etal., 2015; ZHU et al., 2018).
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Tabela 1 — Porcentagem de artigos, por faixa de dose, que descrevem o efeito do
propranolol sobre o comportamento defensivo em ratos submetidos aos protocolos
experimentais analisados.

Dose mg/kg
Protocolos 2,0a 3,0 4.0a5,0 10,0 >10,0
J & | ) & ] & ] o=
Condicionamento 4 2 7 2 19 5 1 _
aversivo (66%) | (34%) | (78%) | (22%) | (79%) | (21%) |(100%)
Sobressalto ) i i i 2 - 4 )
potencializado pelo medo (100%) (100%)
Labirinto em cruz elevado - - - - - ! 2 !
(100%)| (50%) | (50%) | (66%) | (34%)
1 1 1
Teste Campo Aberto © l(100%) " - (50%) | (50%) - -

Legenda: l= reducdo; 4= = sem efeito (Fonte: elaborada pelo autor)

4.3 RELACAO DO SEXO DOS ANIMAIS COM A QUANTIDADE DE ESTUDOS

Com relagdo ao sexo dos animais utilizados, quarenta e oito (87,2%) foram
realizados apenas com animais machos. Desses estudos, em trinta e cinco (72,9%) houve
reducdo do comportamento defensivo e, em treze (27%) o tratamento com propranolol
ndo diferiu dos animais controle. Dos trés estudos (5,4%) que utilizaram machos e
fémeas, todos mostraram efeitos do farmaco. Apenas um estudo (1,8%) utilizou somente
fémeas no experimento, € mostrou o efeito do propranolol na reducao do comportamento
de congelamento nos animais estudados. Outros trés (5,4%) estudos ndo informaram o

sexo dos animais utilizados e, destes, apenas um estudo um nao mostrou efeito da droga.

4.2 RESULTADOS DO EFEITO DO PROPRANOLOL POR PROTOCOLO

O grafico, a seguir (figura 4), mostra a porcentagem de estudos que descrevem o
efeito do propranolol, independente das doses estudadas, para cada protocolo

experimental.
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Figura 4 — Porcentagem dos estudos que descrevem o efeito do propranolol. Legenda: CA,
Condicionamento Aversivo; SPM, Sobressalto Potencializado pelo Medo; LCE, Labirinto em Cruz
Elevado; TCA, Teste Campo Aberto. Fonte: elaborada pelo autor (2022)

Os estudos mostraram uma redug¢do do comportamento defensivo dos animais
testados nos protocolos do CA (77%) e do SPM (100%). Ja os estudos que utilizaram o
LCE e o TCA, o tratamento com propranolol ndo mostrou um efeito evidente sobre o
comportamento defensivo. Embora sejam protocolos que permitam avaliar o
comportamento defensivo dos animais, no LCE 50% dos estudos ndo mostraram efeito
do propranolol no comportamento defensivo dos animais, € no TCA apenas 33% dos
estudos mostraram que os animais tratados com propranolol apresentaram mudangas dos
comportamentos defensivos. Os outros protocolos experimentais selecionados para
analise na metodologia: teste de esquiva inibitoria, teste de caixa claro-escuro, teste de
interacdo social e teste de exposi¢dao ao predador, ndo preencheram todos os critérios de
elegibilidade pré-estabelecidos para a inclusdo na andlise qualitativa da revisdo

sistematica.

4.5 EFEITO DO PROPRANOLOL NO CONDICIONAMENTO AVERSIVO

Para o protocolo de condicionamento aversivo foram identificados quarenta
estudos nos vinte e oito artigos selecionados. Como mostrado na tabela 2 a seguir, apenas
quatro artigos (CAREAGA et al., 2020; CARRIVE, 2006; LUYTEN et al., 2021; RAFIQ

et al.,, 2020), ndo apresentaram redug¢do do comportamento defensivo. Conforme o
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experimento de Kroon e Carobrez (2009), houve efeito com a dose de 10 mg/kg. De
acordo com os estudos de Morris e Westbrook (2005), nao foi observado efeito na dose
de 2,5 e 10 mg/kg, porém, a dose de 5 mg/kg foi eficiente na redugao do comportamento
defensivo. Segundo Zhu et al. (2018), somente a dose de 10 mg/kg ndo reduziu o
comportamento no condicionamento aversivo contextual e a dose de 5 mg/kg ndo mostrou
alteragdes no comportamento aversivo auditorio.

Tabela 2 — Efeito do propranolol sobre o comportamento defensivo em ratos submetidos
ao condicionamento aversivo.

Via de

Dose adm. Sexo Resultados Autor
20 mg/kg L.p. M/F || (p <0,05) Kabitzke et al., 2011
10 mg/kg s.C. 1 (p<0,01) Bainbridge; Greenwood, 1971
10 mg/kg Lp. 1 (p<0,01) Careaga et al., 2015
10 mg/kg 1.p. < (p>0,05) Careaga et al., 2020
10 mg/kg 1.p. 1 (p<0,001) Debiec; Ledoux, 2004
10 mg/kg L.p. 1 (p<0,01) Diaz-Mataix, 2017
10 mg/kg 1.p. 1 (p<0,05) Do-Monte et al., 2008
10 mg/kg Lp. 1 (p<0,05) Do-Monte et al., 2010
10 mg/kg L.p. 1 (p<0,05) Fitzgerald et al., 2015
10 mg/kg 1.p. 1 (p<0,01) Gazarini et al., 2013
10 mg/kg L.p. ! (p=0,0023) Giustino et al., 2020
10 mg/kg L.p. 1 (p<0,05) Kroon; Carobrez, 2009
10 mg/kg L.p. « (p=0,72) Luyten et al., 2021
10 mg/kg Lp. < (p>0,05) Morris; Westbrook, 2005

10 mg/kg Lp. 1 (p<0,001)/ CAA |Muravieva; Alberini, 2010

10 mg/kg Lp. 1 (p<0,001)/ CAC |Muravieva; Alberini, 2010

10 mg/kg Lp. 1 (p<0,001) Ninomiya et al., 2010

10 mg/kg Lp. < (p>0,05) Rafiq et al., 2020

10 mg/kg L.p. 1 (p<0,01) Robinson et al., 2019

10 mg/kg Lp. 1 (p=0,04) Rodriguez-Romaguera et al., 2009
10 mg/kg Lp. | (p<0,01) Schneider et al., 2014

10 mg/kg 1.p. ! (p=0,003) Wang et al., 2021

10 mg/kg Lp L (p=10,01) Zhou et al., 2015

10 mg/kg | s.c. | (p<0,026)/ CAA |Zhuetal., 2018

10 mg/kg s.C. — (p=1,000)/ CAC |Zhuetal., 2018

TIXZNZXIZNZIZNZIZNZIE 72X IZIZIZIZIZIRIZEIRIEIRIE|RIEIR|I=

5 mg/kg 1.p. ! (p=0,006) Abrari et al., 2008

5 mg/kg Lp. 1 (p <0,0001) Archbold et al., 2013

5 mg/kg L.p. 1 (p=0,01) Careaga et al., 2015

5 mg/kg L.p. — (p>0,05) Kroon; Carobrez, 2009

5 mg/kg 1.p. 1 (p<0,05) Morris; Westbrook, 2005
5 mg/kg 1.p. - 11 (p<0,001) Zaichenko et al., 2017




36

5 mg/kg L.p. M || (p=0,01) Zhou et al., 2015

5 mg/kg s.C M | (p=1,000)/ CAA |Zhuetal., 2018

5 mg/kg s.C. M || (p=0,004)/CAC |Zhuetal, 2018

2,5 mg/kg L.p. M | (p>0,05) Morris; Westbrook, 2005

2 mg/kg 1.p. M || (p=0,04) Careaga et al., 2015

2 mg/kg 1.p. - 11 (p<0,05) Camp; Johnson, 2015

2 mg/kg Lv. M |« (p>0,1918) Carrive, 2006

2 mg/kg s.C. M || (p<0,001)/CAA |Zhuetal, 2018

2 mg/kg s.C. M || (p=0,049)/CAC |Zhuetal, 2018

Legenda: | = diferenga no comportamento dos ratos submetidos ao tratamento com propranolol; <> = sem
alteracdo no comportamento dos ratos submetidos ao tratamento; adm. = administracdo; CAA =
Condicionamento Aversivo Auditério, CAC = Condicionamento Aversivo Contextual; ip =

intraperitoneal; i.v. = intravenosa; s.c. = subcutanea; v.o. = via oral; F = Fémeas; M = Machos; mg/kg =
miligramas por quilo; PROP = propranolol

Na tabela observa-se que a dose mais utilizada nos experimentos foi a de 10 mg/kg
(57,5%). Agrupando todas as doses e protocolos de condicionamento aversivo em 77,5%
o tratamento com propranolol provocou uma redugdo no comportamento defensivo

quando comparados com os ratos do grupo controle.

4.5.1 Discussao sobre o efeito do propranolol em ratos testados no condicionamento

aversivo

Nos testes de condicionamento aversivo, a administracdo sistémica de propranolol
levou a uma diminui¢ao do comportamento defensivo em comparagao com os grupos de
ratos nao tratados (ARCHBOLD et al., 2013; CAMP; JOHNSON, 2015; CAREAGA et
al., 2015; DEBIEC; LEDOUX, 2004; DIAZ-MATAIX, 2017; DO MONTE et al., 2008;
DO MONTE et al., 2010; FITZGERALD et al., 2015; GAZARINI et al., 2013;
GIUSTINO et al. 2020; KABITZKE et al.,, 2011; MORRIS WESTBROOK, 2005;
NINOMIYA et al., 2010; RODRIGUEZ-ROMAGUERA et al., 2009; SCHNEIDER et
al., 2014;; ZAICHENKO et al., 2017; ZHOU et al., 2015).

Mesmo durante o teste de retengao da memoria (dois dias de condicionamento de
exting¢do, apos a administracao da droga), o nivel de comportamento defensivo do grupo
propranolol foi menor quando comparado com grupo salina (WANG et al., 2021). Além
de reduzir o comportamento defensivo no teste aversivo auditério, a droga provocou o

aumento dos comportamentos exploratorios (BAINBRIDGE; GREENWOOD, 1971). O
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propranolol também reduziu a porcentagem do comportamento de congelamento em um
teste de reconsolidacdo apds reforco de um estimulo aversivo (ABRARI et al., 2008).

Conforme Robinson et al. (2019), em um teste que avaliou o efeito do propranolol
na memoria aversiva dos animais, os comportamentos relacionados ao estresse
mostraram-se reduzidos, mas apenas quando a droga foi administrada antes de cada
sessdo de reexposicdo ao estimulo aversivo previamente condicionado, € os animais
também mostraram uma resiliéncia aos estimulos causadores do comportamento
defensivo subsequentes.

O propranolol tanto pode diminuir a resposta defensiva como pode prejudicar a
memoria. O farmaco provocou a reducdo das respostas defensivas quando injetado antes
ou apos as sessdes de condicionamento (KROON; CAROBREZ, 2009). Segundo Do
Monte e colaboradores (2008), concluiram que: diferente dos ratos controle, os animais
tratados com propranolol mostraram um aumento do tempo gasto perto da fonte do
estimulo aversivo. Nesse caso, o B-bloqueador foi capaz de diminuir as respostas
defensivas, bem como a aquisi¢ao do medo contextual ao odor de gato (DO MONTE et
al., 2008). Injecdes de propranolol apds o condicionamento aversivo interferiram também
na consolidagcdo da memoria aversiva (KABITZKE et al., 2011; KROON; CAROBREZ,
2009).

Testes de extingao realizados apds o condicionamento mostram que os niveis de
estresse psicoldgico pemanecem altos, e provavelmente os niveis de hormdnios
relacionados ao estresse também permanegam. Logo, os animais apresentam um déficit
de extingdo imediata (IED), do inglés immediate extinction deficit, mas quando o
propranolol ¢ administrado antes do teste, observa-se a redugdao do comportamento
defensivo dos animais (FITZGERALD et al., 2015; WANG et al., 2021).

Em suma, em testes de pistas e de contexto, foram observados o efeito do
propranolol no comportamento defensivo dos animais (MURAVIEVA; ALBERINI,
2010). Indicando o papel da atividade B-adrenérgica no comportamento defensivo

(MORRIS; WESTBROOK, 2005).

No entanto outros estudos mostrados a seguir ndo apresentaram diferengas no
comportamento dos ratos condicionados e tratados com propranolol. Mostrando que a
reprodutibilidade dos estudos pode ser mais dificil de ser alcangada devido as diferentes

condig¢des experimentais e das peculiaridades de cada laboratorio.
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Em contraste com a maior parte dos dados disponiveis na literatura, a injecao da
droga administrada antes do EC auditivo, o congelamento no grupo propranolol foi menor
do que na condicao de controle, mas o efeito ndo demonstrou diferenca estatisticamente
significativa e ndo foram encontradas evidéncias de amnésia induzida pela droga em ratos
injetados apos o condicionamento (LUYTEN et al., 2021), o que pode revelar um indicio
de que a memoria do estimulo aversivo permanece apos a consolidacdo, ou de que a dose
da droga nao foi capaz de prejudicar a consolidacao do aprendizado.

Em um estudo que avalia a ativacdo simpatica do condicionamento aversivo, a
dose de 2 mg/kg apesar de abolir as respostas de aumento da frequéncia cardiaca
caracteristicas do comportamento defensivo, o propranolol ndo afetou as respostas
comportamentais em comparacdo com o grupo salina (CARRIVE, 2006). Para a
modificagdo nos testes comportamentais pode ser necessario uma dose mais elevada.

Outro aspecto aborda a questao dos testes realizados apds grandes intervalos de
tempo. O estudo mostra que 15 ¢ 16 dias apds a aquisicdo do condicionamento, o
propranolol administrado apds a reativacdo da memoria no contexto aversivo nao atenuou
a expressdo subsequente da memoria contextual (CAREAGA et al., 2020). Ao encontro
deste resultado anterior, o teste estatistico para o tempo de congelamento dos animais
testados apos uma longa sessdo de extingdo, ou seja, a injegdo do propranolol
administrada depois de 14 dias do condicionamento, nao revelou diferencas entre os
grupos tratados e ndo tratados (RAFIQ et al., 2020). Estes estudos sugerem que o
propranolol ndo afetou a recuperagcdo da memoria aversiva de longo prazo.

Contudo o propranolol diminuiu o comportamento defensivo em 77,5% dos
estudos de condicionamento aversivo. Geralmente estes estudos avaliam o
comportamento defensivo apoés um periodo curto entre a administragdo do farmaco e o
teste comportamental. Os resultados também mostram que apos longos periodos de
intervalo entre o tratamento e o teste, a droga ndo reduz o comportamento defensivo. O
momento da administracao do farmaco, a intensidade do estimulo aversivo, o tipo de pista
e a dose interferem nos resultados dos estudos. Os estudos que avaliam o comportamento
apos longos periodos entre o condicionamento e a expressdo da memdria mostram que o
farmaco ndo diminui o comportamento defensivo. Pode-se concluir que apds a

consolidagdo da memoria aversiva o propranolol nao interfere nesta memoria.

4.6 EFEITO DO PROPRANOLOL NO SOBRESSALTO POTENCIALIZADO PELO
MEDO (SPM)
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Nos estudos que aplicaram o protocolo de sobressalto potencializado pelo medo,
foram identificados quatro artigos. Destes artigos, dois utilizaram mais de uma dose em
seus experimentos (INAGAKI et al., 2010; WALKER; DAVIS, 2002). E todos os estudos

mostraram reducdo no comportamento defensivo dos animais tratados com propranolol.

Tabela 3 — Efeito do propranolol sobre o comportamento defensivo em ratos submetidos
ao sobressalto potencializado pelo medo (SPM).

Dose Via de Sexo Resultados Autor
adm.

20 mg/kg Lp. M/F | | (p<0,01) | Weber et al., 2003
20 mg/kg L.p. M 1 (p <0,02) | Davis et al., 1979

20 mg/kg i.p. M L (p<0,01) | Inagaki et al., 2010
20 mg/kg i.p. M ! (p <0,05) | Walker; Davis, 2002
10 mg/kg L.p. M | (p<0,01) | Inagaki et al., 2010
10 mg/kg i.p. M 1 (p <0,05) | Walker; Davis, 2002

Legenda: | = diferenca no comportamento dos ratos submetidos ao tratamento; <> = sem alteragdo no
comportamento dos ratos submetidos ao tratamento; adm. = administracdo; i.p = intraperitoneal; F =
Fémeas; M= Machos; mg/kg = miligramas por quilo; PROP = propranolol

Na tabela do SPM, acima, pode-se observar que doses superiores a 10 mg/kg
foram utilizadas em (66%) dos estudos. Do total de 6 experimentos, houve reduciao no
comportamento defensivo, em resposta aos estimulos sonoros, em (100%) dos estudos
que avaliaram o comportamento dos animais tratados com propranolol quando

comparados com animais controles injetados com salina.

4.6.1 Discussao sobre o efeito do propranolol em ratos testados no teste de

sobressalto potencializado pelo medo

Modelos comportamentais aplicados em animais sdo sensiveis a farmacos que
afetam o comportamento defensivo: drogas que diminuem a transmissdo de NE
(propranolol) diminuiram o sobressalto potencializado, enquanto drogas que aumentam a
transmissao de NE aumentaram a resposta de sobressalto potencializado pelo medo
(DAVIS et al., 1979).

Nos grupos de ratos em que o propranolol foi injetado, o comportamento foi
alterado pelo tratamento, que reduziu a amplitude do sobressalto potencializado pelo

medo nos animais estudados (DAVIS et al., 1979; INAGAKI et al., 2010).
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Os estimulos sonoros aos quais os animais sdo submetidos para provocar o
sobressalto também foram testados com intensidade de luz diferentes (WALKER;
DAVIS, 2002). Especificamente, altos niveis de iluminacdo foram responsaveis por
aumentar as amplitudes de sobressalto em ratos. Além disso, o sobressalto intensificado
pela luz observado nos animais foi prevenido por uma inje¢do sistémica de propranolol
(WEBER et al., 2003). Ratos tratados com salina tiveram uma amplitude de sobressalto
maior do que os ratos que receberam propranolol (WALKER; DAVIS, 2002; WEBER et
al., 2003).

Os ratos ao receberem estimulos aversivos que potencializam as respostas
defensivas, mostraram uma diminui¢ao destas respostas nos experimentos. Este modelo
se mostrou eficiente em provocar uma situagdo de estresse e a administracdo do
propranolol nestas situagdes indicam um efeito que modifica a resposta defensiva dos
animais, ou seja, diminuiram a amplitude do sobressalto o que indica uma maior

habitua¢do e um menor estado de alerta dos animais estudados.

4.7 EFEITO DO PROPRANOLOL NO LABIRINTO EM CRUZ ELEVADO (LCE)

Com relagdo ao protocolo do labirinto em cruz elevado (LCE), como mostra a
tabela 4 a seguir, foram identificados quatro artigos dentre os selecionados na revisao. No
artigo de Parfitt e colaboradores (2012), em um protocolo que provocou um alto nivel de
estresse o estudo nao mostrou alteragdo no comportamento dos animais tratados quando
comparados com animais controle. No estudo de Stern e colaboradores (2008), quando
os animais foram expostos diretamente ao aparato, sem um protocolo de estresse prévio,
somente a dose de 20 mg/kg reduziu o comportamento defensivo, os dados referentes as
outras doses (10 e 5 mg/kg) foram disponibilizadas no artigo na forma de grafico que nao

houve diferenca no total de tempo gasto nos bragos abertos dos animais tratados.
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Tabela 4 — Efeito do propranolol sobre o comportamento defensivo em ratos submetidos
ao labirinto em cruz elevado (LCE).

Dose Via de Sexo Resultados Autor
adm.

50 mg/kg v.0. M || (p=0,0004) Zaidi et al., 2020
25 mg/kg Lp. M | & (p>0,05) Parfitt et al., 2012
20 mg/kg L.p. M 1 (p<0,05) Stern et al., 2008
10 mg/kg Lp M/F | | (p=0,0063) Aykac et al., 2012
10 mg/kg 1.p. M |« Stern et al., 2008
5 mg/kg Lp M > Stern et al., 2008

Legenda: | = diferenca no comportamento dos ratos submetidos ao tratamento; <> = sem alteragdo no
comportamento dos ratos submetidos ao tratamento; adm. = administracdo; i.p = intraperitoneal; F =
Fémeas; M = Machos; mg/kg = miligramas por quilo; PROP = propranolol; v.o. = via oral.

Na tabela do subgrupo LCE, acima, os dados mostram que doses mais elevadas
foram utilizadas nos experimentos. Os estudos que ndo indicaram o efeito do farmaco no
tempo gasto nos bracos abertos do aparato totalizaram 50%. Do total de 6 experimentos,

os estudos que utilizaram 10 ou mais de 10 mg/kg totalizaram 92% dos experimentos.

4.7.1 Discussao sobre o efeito do propranolol em ratos testados no labirinto em cruz

elevado

No teste do labirinto em cruz elevado, o menor o tempo gasto nos bragos abertos
do aparato pelos ratos torna-se um indicador de comportamento defensivo. Nos bragos
abertos do labirinto, o animal est4d mais exposto, e o tempo de permanéncia neste local do
aparato indica que este animal estd menos aversivo a plataforma de avaliagdo. Os dados
do tempo gasto nos bracos abertos por animais tratados com propranolol, em comparagao
com grupos nao tratados, foram coletados dos artigos selecionados.

Para avaliar a participagdo dos receptores B-adrenérgicos em comportamentos
relacionados ao estresse e ansiedade, alguns estudos avaliam a resposta dos animais
quando o propranolol ¢ administrado antes do teste (PARFITT et al., 2012).

Ratos expostos ao LCE, sem a utilizacdo de drogas ansioliticas, geralmente
permanecem mais tempo nos bracos fechados do aparato. Acredita-se que o fenomeno se
deva a aversao associada ao explorar inicialmente um ambiente potencialmente perigoso
(STERN et al., 2008). No estudo demonstrou-se o efeito dose-dependente do propranolol
nas respostas comportamentais dos ratos testados no aparato, ja que doses mais baixas 5
e 10 mg/kg, ndo alteraram o comportamento dos ratos em comparagdo com O grupo

controle. Com relagdo a memoria aversiva, o farmaco (20 mg/kg) prejudicou a aquisicao,
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mas ndo a consolidacdo da aprendizagem (STERN et al., 2008). Os animais testados
foram expostos ao aparato em dois momentos distintos para a avaliacdo do efeito do
propranolol sobre a memoria.

Conforme Aykac et al. (2012), nos animais estressados previamente com odor
de gato, o propranolol 10 mg/kg diminuiu os indices de comportamentos defensivos. Para
chegar a essa conclusdo, foi mensurado o tempo gasto nos bracos abertos, ¢ analisadas as
entradas nos bragos abertos e entradas total nos bragos do aparato. Estes dados mostram
um comportamento mais exploratério do aparato pelos animais estudoados.

No estresse causado por imobilizacdo, o teste no LCE demonstrou uma maior
permanéncia dos animais nos bragos protegidos, dependente do tempo de exposi¢ao ao
estimulo aversivo. Testes de memoria realizados no segundo dia de teste apds a inje¢ao
do propranolol indicaram que ndo houve alteracdo na porcentagem de tempo gasto nos
bragos abertos entre os grupos dos animais tratados (25 mg/kg) e ndo tratados com
propranolol (PARFITT et al., 2012). Além de mostrar que a intensidade do estimulo
aversivo prévio interfere diretamente na aversao a tarefa.

Em outro modelo de estresse chamado derrota social (SD do inglés social
defeat), observam-se encontros agressivos entre um grande rato macho Long-Evans e um
rato macho Sprague-Dawley menor. Nesse experimento, quando os animais foram
testados no LCE, o tempo gasto nos bragos abertos por ratos estressados e tratados com
propranolol (50mg/kg), foi maior do que ratos expostos somente ao estresse prévio
tratados com salina (ZAIDI et al.,, 2020), indicando um efeito tranquilizante do
propranolol.

Os estimulos aversivos prévios variaram bastante entre os estudos analisados. Ao
serem expostos ao aparato do LCE os animais exibiram tanto comportamentos defensivos
como ndo defensivos. Isto pode estar relacionado com o nivel de estresse prévio, com as
doses utilizadas e com o contexto, ja que o teste no aparato ¢ feito em um contexto

diferente de onde os animais foram submetidos ao estresse.

4.8 EFEITO DO PROPRANOLOL NO TESTE CAMPO ABERTO (TCA)

Conforme mostra a tabela 5, foram identificados trés artigos que utilizaram o teste
campo aberto (TCA). Dois estudos ndo mostram efeito comportamental apds o tratamento
com propranolol (CAMP; JOHNSON, 2015; RODRIGUEZ-ROMAGUERA et al.,
2009).



43

Tabela 5 — Efeito do propranolol sobre o comportamento defensivo em ratos submetidos
ao teste do campo aberto (TCA).

Dose Via de Sexo | Resultados Autor
adm.
10 mg/kg 1.p. M || (p<0,05) |Fanetal., 2011
10 mg/kg L.p. M | & (p=0,73) | Rodriguez-Romaguera et al., 2009
2 mg/kg Lp. - | < (p=0,196) | Camp; Johnson, 2015
Legenda: | = diferenca no comportamento dos ratos submetidos ao tratamento com propranolol; <> = sem
alteracdo no comportamento dos ratos submetidos ao tratamento; adm. = administracdo; i.p =

intraperitoneal; M = Machos; mg/kg = miligramas por quilo; PROP = propranolol

Um tnico experimento, 33,3% do total, que utilizou a dose 10 mg/kg, mostrou
efeito do propranolol em reduzir os comportamentos defensivos. Os resultados mostram
que 66,7% dos estudos ndo mostraram uma reducdo no comportamento dos animais
tratados com propranolol quando comparados com animais injetados com salina

(controle).

4.8.1 Discussiao sobre o efeito do propranolol em ratos testados no teste campo

aberto

Um estudo que avaliou as respostas no TCA apds o condicionamento aversivo e
posteriormente um treino de extin¢gdo da memdoria aversiva dos animais, o propranolol
administrado sistemicamente na dose de 10mg/kg, nao alterou a resposta defensiva no
TCA (RODRIGUEZ-ROMAGUERA et al., 2009). Este estudo indica que o propranolol
apesar de diminuir o comportamento defensivo no protocolo de condicionamento
aversivo, ndo interfere na memoria, pois o comportamento dos animais tratados, nao
apresenta diferenca entre os animais controle quando expostos ao TCA.

Animais expostos a estressores graves ou exposicdo repetida a estressores
cronicos leves CMSs (do inglés chronic mild stressors), quando injetados com 2 mg/kg
de propranolol e testados no campo aberto, ndo apresentaram diferenga no nivel de
estresse, ou seja, os animais tratados e ndo tratados com propranolol passaram uma
quantidade parecida de tempo gasto na zona central e ndo houve diminui¢ao na atividade
locomotora geral, seja pela distancia percorrida ou pelo tempo gasto em movimento
(CAMP; JOHNSON, 2015).

Indo de encontro aos resultados anteriores, quando o teste foi utilizado para
observar o comportamento exploratorio e a reagdo dos ratos submetidos ao estresse leve

imprevisivel cronico (CUMS, do inglés chronic unpredictable mild stress), os animais
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injetados com propranolol, na dose de 10 mg/kg, apresentaram tempo maior no centro do
aparato do que o grupo nao tratado (FAN et al., 2011).

O TCA também pode ser utilizado como modelo para o estudo do comportamento
defensivo. Estudos indicam que os ratos expostos ao aparato tendem a adquirir um
comportamento mais exploratdrio caso ndo estejam estressados. O efeito do propranolol,
como indicado em outros protocolos, depende da dose e da intensidade do estimulo
aversivo que interferem nas respostas defensivas. Porém a presente revisao sistematica
rastreou poucos estudos que empregaram este protocolo, impedindo uma analise mais

detalhada sobre o efeito do propranolol no TCA.

4.9 DISCUSSAO GERAL

Os resultados da andlise dos dados, realizada nesta revisdo sistematica da
literatura, sugerem que o tratamento com propranolol provoca a redugdo das respostas
defensivas em ratos expostos a testes de condicionamento. Porém, o efeito do propranolol
pode sofrer interferéncia da intensidade do estimulo aversivo prévio, do protocolo de
estresse, do tempo entre a administragdo do propranolol e do teste comportamental, do
tipo de comportamento analisado em cada protocolo experimental e da dose do farmaco.
Estas variaveis devem ser consideradas para uma andlise estatistica e/ou meta-analise em
estudos futuros. E importante ressaltar que a avaliagio matematica s6 deve ser executada
se houver homogeneidade nas intervencdes avaliadas, ou seja, as caracteristicas dos
estudos incluidos devem ser similares e as variaveis dos estudos devem ser conceituadas
e avaliadas da mesma forma. Caso contrdrio a revisdo tera apenas uma avaliagdo
qualitativa e descritiva (BARBOSA et al., 2019).

A estimulagao adrenérgica, que atua predominantemente na periferia por causa do
transporte minimo através da barreira hematoencefalica aumenta a pressao arterial média
(PAM) e a frequéncia cardiaca (FC) que sdo parametros cardiovasculares que muitas
vezes sao utilizados para avaliar as modificagdes referentes ao comportamento animal
(GOMES, 2018). Ao investigar-se a acdo do sistema B-adrenérgico periférico, pode-se
concluir que a estimulacao deste sistema provoca um comportamento semelhante ao da
ansiedade em roedores. A ativac¢ao dos adrenoceptores f produz um condicionamento que
¢ capaz de promover respostas defensivas semelhantes ao condicionamento com choque
elétrico nas patas, ou seja, promovem respostas defensivas gerada pela ativacdo de

circuitos de estresse/medo (PAVESI, 2010).
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A ativacdo interoceptiva eleva a freqiiéncia cardiaca, produzindo sintomas
somaticos e, em menor grau, psicologicos. Podemos supor que a ativagdo do sistema [3-
adrenérgico evoca um estado de ansiedade, agindo como sinais periféricos (LEO et al.,
2015). O envolvimento de regidoes do encéfalo na percepgao visceral sugerem que durante
reacdes emocionais envolvendo alteracdes na fungdo dos orgdos viscerais, pode ser
devida aos processos interoceptivos (CAMERON, 2002). A hiperventilagdo induzida pela
estimulagdo de determinadas areas do encéfalo ¢ modulada por mecanismos adrenérgicos
centrais e periféricos (CAROBREZ et al., 1983). Observacoes clinicas demonstraram
uma ligagdo entre a freqiliéncia cardiaca e transtornos de ansiedade ou panico. Palpitagdes
cardiacas, falta de ar, desconforto no peito e tremores sdo sintomas comuns de panico ¢
apontam para o sistema 3 adrenérgico (POHL et al., 1988). A sensibilidade relatada dos
pacientes com transtorno de ansiedade as catecolaminas (noradrenalina, adrenalina e
dopamina) sugere a possibilidade de que o adrenoceptor § possa desempenhar um papel
no transtorno do panico. Diversos estudos sugerem que a ansiedade e seus disturbios
associados s3o comuns em pacientes com doenca cardiovascular e podem influenciar
significativamente a saude cardiaca (CELANO et al., 2016).

De acordo com Blanchard (2017), comportamentos defensivos especificos de
roedores podem ser modelados por caracteristicas dos estimulos e da situacdo que
provocam ameagas. As diferengas nos resultados dos estudos, podem ser atribuidos as
condicdes experimentais, as consideracdes metodologicas, incluindo principalmente as
caracteristicas dos estimulos ¢ ao ambiente de teste, mas também as condigdes de
moradia, a hora do dia no teste, bem como caracteristicas dos animais (FERLAND-
BECKHAM et al., 2021). A intensidade do condicionamento, o intervalo entre as fases
do experimento, isto ¢, da exposicdo ao teste € 0 momento da administracdo da droga
variam muito de acordo com os objetivos e, consequentemente, da metodologia dos
estudos e essas variaveis interferem também nos resultados das pesquisas.

Os animais respondem aos estimulos de diferentes maneiras, quando a estratégia
ativa de fuga ndo ¢ vidvel, adotam-se formas de imobilidade passiva como
comportamentos substitutos da fuga (CARLI; FARABOLLINI, 2022). Esses achados
levantam tanto um problema metodoldgico critico quanto uma importante questdao. Se
apenas o congelamento ¢ medido, mas os roedores expressam seu aprendizado com uma
resposta diferente, entdo comportamentos de aprendizado, memoria ou medo podem ser

perdidos. Além do congelamento ocorre a expressdo de outros comportamentos que se
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mostraram defensivos, caracteristicos quando os animais sdo expostos a protocolos
comportamentais (SOBOTA, 2013).

Modelos experimentais de animais nao condicionados partem da premissa de que
a exposi¢do dos animais a outro ambiente cria um comportamento de conflito (CAMPOS
etal., 2013). O estudo sobre as respostas espontaneas pode ser realizado através da analise
dos comportamentos dos animais expostos ao novo ambiente ou em resposta aos
estimulos aversivos prévios.

Conforme Justel et al. (2014), a dose 4,5 mg/kg de propranolol nao induz
ativacdo motora, depressdo motora ou sedacdo. De acordo com Goode e colaboradores
(2016), em um protocolo de condicionamento aversivo auditivo, a administragdo
periférica de propranolol (3 mg/kg) apdés o condicionamento ndo alterou o
comportamento de congelamento, e uma dose mais alta de propranolol pode ser
necessaria para impactar a expressdo do comportamento defensivo. Nesta revisdo
sistematica pode-se observar que doses acima de 10 mg/kg costumam ser mais eficientes
que doses mais baixas, mas a intensidade do estresse prévio interfere nas respostas
defensivas dos animais. E provavelmente, quanto maior a ativagao do sistema auténomo
simpatico do animal, maior a dose de antagonista serd necessaria para reducdo das
respostas defensivas.

Apds um estresse por privagdo alimentar, ratos que exploraram o TCA exibiram
um comportamento maior de consumo da sacarose do que os animais que nao exploraram
o0 aparato, contudo o efeito ansiolitico do modelo esta ausente em animais que receberam
a privacao alimentar seguida de propranolol. Ou seja, o propranolol (4,5 mg/kg) bloqueou
o efeito facilitador da recuperacdo da frustracao causado pelo teste (PSYRDELLIS et al.,
2016). Estes estudos mostram que animais, pelo fato de terem sido expostos ao protocolo
do TCA, podem se recuperar do estresse e demostrar um comportamento ndo defensivo,
ressaltando o envolvimento do sistema adrenérgico neste comportamento ligado a
frustragao.

Portanto o sistema adrenérgico ndo s6 pode aumentar as respostas defensivas,
mas também ¢ necessario para recuperagdo de um evento traumatico. Em testes que
avaliam o comportamento espontaneo dos animais como o LCE e TCA, a atividade dos
animais ¢ afetada por varios fatores, entre estes o estresse em que estes animais foram
expostos previamente (CAMPOS et al., 2013).

Alguns, mas ndo todos os sistemas moleculares necessarios para a extingao,

também sdo ativados por recuperacao da memoria, endossando ainda mais a hipdtese de
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que, embora a recuperacdo seja comportamental e bioquimicamente necessaria para a
geracdo da extingdo, este ultimo processo constitui um novo aprendizado secundario, ndo
reforgado pela expressao do traco original (CAMMAROTA et al., 2004). No entanto, a
extingdo normalmente nao apaga o aprendizado original, € o comportamento extinto pode
ser vulneravel a recaida. Informagdes sobre os mecanismos comportamentais € neurais
de extingdo em instrumentos de aprendizagem pavlovianos podem ajudar a facilitar o
desenvolvimento de tratamentos (BOUTON et al., 2021).

Resultados no experimento de um modelo animal relacionado ao TEPT, em que
houve a administragdo do firmaco apds o estimulo com odor de gato e o teste de
comportamento realizado 31 dias apds o tratamento com a droga, indicam que o
propranolol foi ineficaz na atenuag¢ao do comportamento defensivo (COHEN et al., 2011).
De acordo com Cohen et al. (2011), ratos expostos ao odor do predador e tratados com
propranolol em ambas as doses (15 e 10 mg/kg), ou veiculo controle, exibiram mais
imobilidade do que os animais ndo expostos ao estresse. E este resultado esta relacionado
com a nao interferéncia do propranolol na memoria aversiva apos a consolidacao. A
extingdo € possivel ser observada quando a avaliagdo do comportamento animal ¢
realizada apds o condicionamento aversivo (FITZGERALD et al., 2015).

O condicionamento aversivo induz um aumento na liberacdo de norepinefrina
(NE) e ha fortes evidéncias que dao suporte a hipdtese de que hormonios adrenérgicos
liberados em situacdes de estresse, ativados durante experiéncias de aprendizado,
aumentam a consolidagdo de memorias (DEBIEC; LEDOUX, 2006; DEBIEC et al.,
2011; FITZGERALD et al., 2015; MCGAUGH, 2015). Alguns processos da memoria
podem ser modificados por diferentes meios, incluindo a administracdo de farmacos, e
tem sido amplamente estudado em animais (BOLSONI; ZUARDI, 2019).

Estudos indicam que os hormonios secretados durante situacdes estressantes,
como glicocorticoides, adrenalina e noradrenalina, regulam as func¢des da memoria,
modulando a consolidacdo e recuperagdo da memoria aversiva no teste de
condicionamento aversivo contextual (CAREAGA et al., 2015).

Percebe-se que a liberacdo de NE, induzida pelo choque elétrico nas patas durante
o condicionamento, promove o aprimoramento subsequente do aprendizado. O efeito do
choque nao sinalizado nas patas fornece mais evidéncias para a hipdtese de que o primeiro
choque, durante o condicionamento, pode facilitar a aprendizagem induzida pela NE.
Consequentemente, o bloqueio da transmissdo NE interrompe o aprendizado do

condicionamento (DIAZ-MATAIX, 2017).
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Embora a NE ndo atravesse a BH, pode afetar o encéfalo indiretamente, ligando-
se a aferéncias viscerais, nervos que transmitem ao encéfalo a sinaliza¢do da NE presente
na corrente sanguinea (MCGAUGH, 2003 apud RODRIGUES et al., 2009). Conexoes da
amigdala ao tronco cerebral levam a ativacao do sistema nervoso simpatico, envolvendo
a liberacao de epinefrina e NE da medula adrenal dos terminais dos nervos simpaticos ao
longo o corpo. A liberacdo de glicocorticoides do cortex adrenal, catecolaminas da
medula adrenal e nervos simpaticos transmitem ao encéfalo a resposta do corpo ao
estresse (RODRIGUES et al., 2009). Pode-se sugerir, entdo, que o seu papel na formagao
do condicionamento aversivo provém de efeitos cardiovasculares periféricos e € capaz de
gerar um estado emocional interno (GOMES, 2018).

Hé4 uma série de receptores e moléculas de sinalizagdo intracelular que sdo
conhecidos por serem importantes na formacao da memoria. Além disso, dados sugerem
que neuromoduladores como norepinefrina (NE), durante o aprendizado, fornecem um
mecanismo pelo qual a aquisigdo de memorias pode ser regulada e controlada
(JOHANSEN et al., 2011). Como representado na figura 1, receptores -adrenérgicos (-
Ars), que sdo acoplados a proteina Gs, desencadeiam uma série de reagdes que culminam
no aumento do AMPc intracelular. Esses segundos mensageiros ativam a proteina quinase
A (PKA). Os processos de consolidacdo de memoria aversivas induzidas por plasticidade
através de AMPc dependem da fosforilagdo do elemento de resposta ao AMPc (CREB)
pelo PKA (JOHANSEN et al., 2011).
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Figura 5 — Modelo do mecanismo molecular do processo de formac¢io de memdrias. Representagdo
esquematica de moléculas e processos moleculares hipotéticos conhecidos por estarem envolvidos na
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reconsolidacdo do condicionamento aversivo. AC, adenil ciclase; PKA, proteina quinase A; B-AR,
Receptor Beta Adrenérgico; CREB, proteina de ligacdo responsiva ao AMPc; (CRE), proteina; RNA, acido
ribonucleico. Fonte: autoral, criada com Biorender (http://biorender.com/) e baseado em Johansen et al.,
(2011)

As infusdes de isoproterenol, um agente agonista f-adrenérgico periférico de agao
rapida semelhante a adrenalina que atua exclusivamente nos adrenoceptores J3,
administradas sistemicamente provocam aumento na freqiiéncia cardiaca e respiratoria
causadas pela interocep¢do (HASSANPOUR et al., 2016). Ataques de panico em
pacientes podem ser induzidos com dosagens de agonistas dos receptores f-adrenérgicos
e podem ser relacionados a frequéncia e a forca da contragdo cardiaca (BRUNTON et al.,
2012; POHL et al., 1988).

Com base na hipdtese de que a memoria esta associada as experiéncias emocionais
e envolvem a ativagao do sistema -adrenérgico (CAHILL et al, 1994), a adrenalina pode
modular a consolidagdo da memoria e seus efeitos na memoria sugerem a ativagdo de
receptores P-adrenérgicos. O bloqueio do adrenoceptor B resulta em uma resposta
atenuada da noradrenalina e o comportamento animal pode ser avaliado por experimentos
que usam tarefas com carater aversivo/emocional (DORNELLES, 2007; MARTINSSON
et al., 1989). Portanto torna-se possivel também avaliar o efeito do propranolol sobre a
memoria aversiva através da anélise dos comportamentos dos animais em resposta ao
estimulo prévio.

Em estudos que objetivaram entender um pouco mais sobre 0s mecanismos
dependentes da adrenalina no aprendizado contextual em roedores, foram utilizados
animais submetidos a testes de condicionamento na auséncia ou na presenca de agonistas
dos receptores B-adrenérgicos (LEE et al., 2001).

A concentracdo do agonista na circulagao sistémica ¢ importante para a aquisi¢ao
da memoria nos experimentos de comportamento defensivo. Essa hipdtese sugere que a
liberacdo basal de NE ndo tem influéncia no emparelhamento do aprendizado, mas deve
afetar tentativas subsequentes, desde que a apresentagdo dos estimulos aversivos ocorra
antes que os niveis de NE retornem & linha de base (DIAZ-MATAIX, 2017). Em
conjunto, esses resultados indicam que a estimulacdo dos receptores [-adrenérgicos
exerce um papel facilitador na consolidacdo de tracos de memoria de uma experiéncia
aversiva (GAZARINI et al., 2013). Tais estudos mostram que os bloqueadores dos
receptores adrenérgicos podem ser uma excelente ferramenta para estudos de memoria

causadas pelo sistema adrenérgico. A NE pode facilitar na consolidagdo da memoria e,
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ao utilizar-se um bloqueador dos receptores adrenérgicos durante a fase de aquisi¢ao da
memoria, poderia interferir no aprendizado dos animais.

Pode-se cogitar que a adrenalina aumenta o aprendizado aversivo no contexto
por ativar receptores adrenérgicos periféricos € um dos mecanismos propostos ¢ que a
estimulacdo destes receptores induz altos niveis de glicose no sangue. Como a glicose
atravessa a barreira hematoencefalica, isto pode aumentar a ativagdo hipocampal
dependente do aprendizado contextual (ALVES et al., 2018). E de conhecimento
consensual que a recuperacdo da memoria ¢ influenciada pela emogdo, o humor ¢ o
estresse. Sabe-se, também, que ha regides responsaveis por esse processo, inclusive o
hipocampo ¢ uma delas (CAMMAROTA et al., 2004).

Com relagdo aos processos da memoria atualmente ainda ndo esta claro quais
condi¢des determinam a amnésia pos-reativacao, quando a memoria ja esta consolidada,
pela administracdo sist€émica de drogas (SCHROYENS et al., 2019). Durante o
aprendizado, o momento das intervengdes farmacoldgicas sdo questdes controversas no
que se refere ao efeito na memoria. Os resultados de uma revisao sistematica da literatura
clinica mostram que algumas interveng¢des farmacoldgicas podem afetar a reconsolidagao
da memoria aversiva e indicam que a droga mais comumente usada ¢ o propranolol
(BOLSONI; ZUARDI, 2019).

Embora existam extensas evidéncias pré-clinicas e clinicas que sugerem que o
propranolol causa interrup¢ao da memoria traumatica em animais e voluntarios humanos
saudaveis, as evidéncias com relagdo ao propranolol para terapia de reconsolidacao de
memoria em pacientes com TEPT nao ¢ suficiente para apoiar a sua aplicagdo clinica
(RAUT et al., 2022). Apesar dos estudos mostrarem uma redu¢do no comportamento
defensivo em ratos, o que por si s6 ja ¢ um resultado interessante, sdo necessarios mais
estudos para chegar a uma conclusdo sobre o efeito do propranolol administrado

sistémicamente sobre a memoria.

5 CONCLUSAO

Nos artigos que utilizaram o protocolo de CA e no SPM, que envolvem
treinamento prévio dos ratos estudados, o propranolol diminuiu o comportamento
defensivo. Ja nos artigos que utilizaram os protocolos LCE e no TCA, que envolvem um
ambiente diferente do local do estimulo aversivo, ndo foram observados uma diminui¢ao

do comportamento defensivo causado pelo propranolol. Muitos estudos chegam a
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conclusdo que o propranolol pode interferir no aprendizado e na memoria através da
interferéncia direta ou indireta no SNC, devido a dependéncia do processo de aprendizado
e memoria aversiva estarem relacionados com receptores adrenérgicos.

Nesta revisao sistematica também pode-se observar que o tipo de estimulo
aversivo e o tempo entre este estimulo e a aplicagdo do protocolo comportamental tém
influéncia direta no comportamento dos animais devido aos processos da memoria
aversiva. Fatores como a intensidade do estimulo, o momento da administragdo do
farmaco e a dose do propranolol também influenciaram nas respostas defensivas dos
animais. E preciso registrar que esta revisio ndo inclui artigos de animais tratados
previamente com outras drogas além do firmaco de interesse, mas os animais foram
submetidos a algum protocolo de estresse na maioria dos estudos.

Esta revisdo sistematica podera fornecer subsidios para a escolha da metodologia,
protocolo e dose na elaboragdo de estudos que abordam tanto a questdo do
comportamento defensivo nesses protocolos quanto o efeito do propranolol sobre a
memoria aversiva nos animais. Estes dois aspectos devem ser considerados para uma
melhor analise, no caso da realizacao de estudos posteriores de avaliagdo estatistica
(meta-analise). Os dados gerados por meio desta revisao sistematica da literatura poderao
propiciar aos pesquisadores, inclusive, uma maior confianca na tomada de decisdes na
pesquisa pré-clinica no que diz respeito ao efeito do propranolol nos protocolos e modelos

de comportamentos defensivos relacionados ao estresse em ratos.
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ANEXO A - Estratégias de busca e resultados nas bases de dados

Estratégia de busca Web of Science (data: 27/09/2021)

ID da Termos Numero total de
pesquisa artigos

#1 TS=((“Rats” OR “Rat” OR “Rattus” OR “Rattus norvegicus” OR | 1.917.801
“Rats, Norway” OR “Rats, Laboratory” OR “Laboratory Rat” OR
“Laboratory Rats” OR “Rat, Laboratory”))

#2 ALL=((“Propranolol” OR “Propanolol” OR “Inderal” OR | 29.852
“Avlocardyl” OR “AY-20694” OR “AY 20694” OR “AY20694” OR
“Rexigen” OR “Dexpropranolol” OR “Dociton” OR “Obsidan” OR
“Obzidan” OR “Propranolol Hydrochloride” OR “Hydrochloride,

Propranolol” OR “Anaprilin” OR “Anapriline” OR “Betadren”))

#3 ALL=((“Fear” OR “Aversive learning”)) 122.506

#4 #1 and #2 6.605

#5 #1 and #3 10.089

#6 #2 and #3 295

#7 #1 and #2 and #3 114

Fonte: Elaborada pelo autor (2021).
Estratégia de busca PubMed (data: 27/09/2021)
ID da Termos Numero total de
pesquisa artigos

#1 "Rats"[Title/Abstract] OR "Rat"[Title/Abstract] OR | 1.415.614
"Rattus"[Title/Abstract] OR "Rattus norvegicus"[Title/Abstract] OR
"rats norway"[Title/Abstract] OR "rats laboratory"[Title/Abstract]

OR "Laboratory Rat"[Title/Abstract] OR "Laboratory
Rats"[Title/Abstract] OR "rat laboratory"[Title/Abstract]

#2 "Propranolol”"[MeSH Terms] AND ("Propranolol"[All Fields] OR | 32.601
"Propanolol"[All ~ Fields] ~OR  "Inderal"[All  Fields] OR
"Aviocardyl"[All Fields] OR "ay 20694"[All Fields] OR "ay
20694"[All  Fields] OR ("Propranolol"[MeSH Terms] OR
"Propranolol"[All Fields]) OR ("Propranolol"[MeSH Terms] OR
"Propranolol"[All Fields]) OR "Dexpropranolol"[All Fields] OR
"Dociton"[All Fields] OR "Obsidan"[All Fields] OR "Obzidan"[All
Fields] OR "Propranolol Hydrochloride"[All  Fields] OR
"hydrochloride propranolol”[All Fields] OR "Anaprilin"[All Fields]

OR "Anapriline"[All Fields] OR "Betadren"[All Fields])

#3 "Fear"[All Fields] OR "Aversive learning"[All Fields] 86.817

#4 #1 and #2 5.850

#5 #1 and #3 6.258

#6 #2 and #3 158

#7 #1 and #2 and #3 44

Fonte: Elaborada pelo autor (2021).

Estratégia de busca SCOPUS (data: 27/09/2021):

(TITLE-ABS-KEY(("Rats" OR "Rat" OR "Rattus" OR "Rattus norvegicus" OR "Rats,
Norway" OR "Rats, Laboratory" OR "Laboratory Rat" OR "Laboratory Rats" OR
"Rat,Laboratory"))) AND (ALL(("Propranolol" OR "Propanolol" OR "Inderal" OR
"Avlocardyl" OR "AY-20694" OR "AY 20694" OR "AY20694" OR "Rexigen" OR



https://www-webofscience.ez46.periodicos.capes.gov.br/wos/woscc/summary/58161617-0a8f-4d3e-9653-c5e4c71b749f-476d1078/relevance/1
https://www-webofscience.ez46.periodicos.capes.gov.br/wos/woscc/summary/2e8e5e1c-b65c-4314-b328-c402a7eea134-476d139e/relevance/1
https://www-webofscience.ez46.periodicos.capes.gov.br/wos/woscc/summary/747b79e1-893b-41bf-9982-fe1efc08ba4c-476d1685/relevance/1
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=%22Propranolol%22%5BMeSH+Terms%5D+AND+%28%E2%80%9CPropranolol%E2%80%9D+OR+%E2%80%9CPropanolol%E2%80%9D+OR+%E2%80%9CInderal%E2%80%9D+OR+%E2%80%9CAvlocardyl%E2%80%9D+OR+%E2%80%9CAY-20694%E2%80%9D+OR+%E2%80%9CAY+20694%E2%80%9D+OR+%E2%80%9CAY20694%E2%80%9D+OR+%E2%80%9CRexigen%E2%80%9D+OR+%E2%80%9CDexpropranolol%E2%80%9D+OR+%E2%80%9CDociton%E2%80%9D+OR+%E2%80%9CObsidan%E2%80%9D+OR+%E2%80%9CObzidan%E2%80%9D+OR+%E2%80%9CPropranolol+Hydrochloride%E2%80%9D+OR+%E2%80%9CHydrochloride%2C+Propranolol%E2%80%9D+OR+%E2%80%9CAnaprilin%E2%80%9D+OR+%E2%80%9CAnapriline%E2%80%9D+OR+%E2%80%9CBetadren%E2%80%9D%29&sort=
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=%28%E2%80%9CFear%E2%80%9D+OR+%E2%80%9CAversive+learning%E2%80%9D%29&sort=
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"Dexpropranolol" OR "Dociton" OR "Obsidan" OR "Obzidan" OR "Propranolol
Hydrochloride" OR "Hydrochloride, Propranolol" OR "Anaprilin" OR "Anapriline" OR
"Betadren" ))) AND (ALL(("Fear" OR "Aversive learning")))
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ANEXO B — Fluxograma PRISMA para revisao sistematica

114 relatos identificados 1.015 relatos 44 relatos identificados
PubMed

no banco de dados de identificados Scopus
buscas (Web of Science)

Y 3

1.173 publicagdes selecionadas

1.031 relatos rastreados apos eliminar os
duplicados

848 relatos excluidos conforme
critérios de elegibilidade

y

183 artigos em texto completo avaliados
para elegibilidade

y

123 estudos incluidos em sintese
qualitativa

v

60 artigos em texto completo
excluidos, administra¢ao do
propranolol intra-cerebral

v

37 artigos incluidos em sintese
quantitativa (Revisdo sistematica)

76 artigos excluidos referentes
ao desenho metodologico do
estudo;

5 artigos s/ dados referentes ao
comportamento dos ratos;

1 estudo duplicado;
1 estudo em camundongos;

3 artigos ndo disponiveis em
PDF.

Fonte: adaptado de Moher e colaboradores (2009).
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