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RESUMO

Alves, Laura Balthazar de Souza; Krahe, Thomas Eichenberg. Uso de
Anti-hipertensivos na Modulagdo da Ansiedade em Modelos Animais.
Rio de Janeiro, 2021. 81p. Dissertacdo de Mestrado — Departamento de
Psicologia, Pontificia Universidade Catolica do Rio de Janeiro.

Os transtornos de ansiedade afetam milhares de pessoas em todo o mundo,
sendo representados como um dos principais distarbios mentais. A ansiedade é
acompanhada por uma série de respostas comportamentais e fisioldgicas, quando
na presenca de estimulos aversivos. Essas respostas provocam acles
neuroenddcrinas envolvendo o sistema nervoso simpético (SNS), o eixo
hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA) e o sistema renina-angiotensina (SRA).
Pesquisas feitas em modelos animais possibilitam uma melhor compreensao dos
mecanismos neurofisiolégicos e comportamentais associados a patologias
observadas em humanos. Os animais Cariocas com Alto Congelamento (CAC) e
Cariocas com Baixo Congelamento (CBC) sdo duas linhagens condicionadas de
ratos que apresentam, respectivamente, niveis altos ou baixos de respostas
semelhantes a ansiedade. O presente estudo investigou os efeitos da Losartana e
Valsartana, sendo ambas da classe antagonistas do receptor de angiotensina Il, na
modulacdo da ansiedade nos ratos CAC, CBC e ratos controle. O tratamento
crénico com Losartana e o tratamento agudo com Valsartana ndo produziram
efeitos significativos nas respostas comportamentais associadas a ansiedade no
condicionamento de medo contextual, campo aberto e labirinto em cruz elevado.
Nossos dados sugerem que nas doses e duracdo dos tratamentos, a administracao
destes medicamentos anti-hipertensivos ndo € capaz de modular a ansiedade nos
animais CAC e CBC.

Palavras-chave

Ansiedade; eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal;  sistema  renina-

angiotensina; losartana; valsartana.
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ABSTRACT

Alves, Laura Balthazar de Souza; Krahe, Thomas Eichenberg (Advisor).
Effects of Antihypertensives on Anxiety-like Behaviors in Animal
Models. Rio de Janeiro, 2021. 81p. Dissertagdo de Mestrado -
Departamento de Psicologia, Pontificia Universidade Cat6lica do Rio de
Janeiro.

Anxiety disorders affect thousands of people all around the world, being
represented as the most common of mental disorders. Anxiety is associated with a
number of behavioral and physiological responses when faced with aversive
stimuli. These responses provoke neuroendocrine actions involving the activation
of the sympathetic nervous system (SNS), the hypothalamic-pituitary-adrenal axis
(HPA) and the renin-angiotensin system (RAS). Studies on animal models allow
for a better understanding of the neurophysiological and behavioral mechanisms
associated with pathologies observed in humans. The Carioca High Freezing
(CHF) and Carioca Low Freezing (CLF) are two conditioned strains of rats that
present, respectively, high or low levels of anxiety-like responses. The present
study investigated the effects of Losartan and Valsartan, both angiotensin Il
receptor blockers, on the modulation of anxiety-like behaviors of CHF, CLF and
control rats. Neither chronic treatment of Losartan nor acute treatment of
Valsartan yielded significant effects on anxiety measurements in the contextual
fear conditioning, open field and elevated plus maze tests. Thus, our findings
suggest that at the doses and durations of treatment tested, administration of these
antihypertensive drugs did not play a modulating role of anxiety-like behaviors in
CHF and CLF animals.

Keywords

Anxiety; hypothalamic-pituitary-adrenal axis; renin-angiotensin system;

losartan; valsartan.
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1
INTRODUCAO

O transtorno de ansiedade é considerado um dos principais disturbios
mentais do mundo e, de acordo com dados registrados da Organizagdo Mundial
de Saude, o Brasil lidera o ranking mundial de casos de transtornos de
ansiedade, abrangendo 9,3% de toda a populacdo (World Health Organization,
2017). Segundo o Manual Diagnostico e Estatistico de Transtornos Mentais
(DSM-5), a ansiedade é acompanhada de aumento da frequéncia cardiaca e
respiratoria, prejuizo na aprendizagem e memoria, perda de concentracéo,
inquietacdo, dentre outros (American Psychiatric Association, 2014). Quando
esses sintomas se tornam recorrentes e persistentes, ocorrendo por no minimo 6
meses, caracteriza-se um quadro clinico de Transtorno de Ansiedade
Generalizada (TAG) (American Psychiatric Association, 2014). A TAG é um
distarbio seguido de preocupacdes excessivas, irritabilidade e nervosismo,
perturbacdo do sono, resposta de sobressalto exagerada, tensdo muscular,

entre outros (American Psychiatric Association, 2014; Leonardo & Hen, 2006).

A ansiedade é caracterizada por um estado emocional comportamental,
ocorrendo diante de situagBes vistas como aversivas e estressantes (Clément et
al., 2002; Ramos & Morméde, 1998). Na presenca de estimulos considerados
ameacadores, 0 organismo rapidamente inicia o processo de alostase (McEwen,
2007). Com isso, sdo geradas respostas de defesa adaptativas com o intuito de
preservar seu equilibrio interno, desencadeando reacdes fisiologicas,
neuroenddcrinas e psicolégicas (Clément et al.,, 2002; Faravelli et al.,, 2012).
Dentre essas respostas adaptativas, destaca-se a ativagdo do sistema nervoso
simpatico (SNS), que é o mediador da resposta de “luta ou fuga” (Fink, 2017;
Yaribeygi & Sahraei, 2018), motivando a liberagdo de catecolaminas, aumento
dos batimentos cardiacos, dilatagdo das pupilas, e sudorese (Joéls et al., 2012;
Koeppen & Stanton, 2017; Lammert & Zeeb, 2014). Além disso, ocorre a
ativacdo e envolvimento do eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA) e do
sistema renina-angiotensina (SRA) periférico e central (Charmandari et al., 2005;
Fink, 2017).

Os transtornos de ansiedade podem prejudicar a qualidade de vida do
paciente, assim como sua rotina diaria e trabalho (McEwen & Gianaros, 2010).
Além disso, aumenta a necessidade de assisténcia a servicos de saude tanto

fisica quanto mental (Roy-Byrne et al., 2008). Diversos estudos clinicos
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evidenciaram a existéncia de uma elevada associagcédo entre um transtorno de
ansiedade, com maior prevaléncia da TAG e a sindrome do pénico, com
algumas doencas cronicas (Harter et al., 2003; Roy-Byrne et al., 2008). Doencgas
gastrointestinais, renais, respiratorias, hipertensdo e doencas cardiovasculares
sédo algumas das comorbidades relacionadas com a ansiedade (Jacobson &
Cryan, 2009; Roy-Byrne et al., 2008; Sareen et al., 2006).

1.1
MODELOS ANIMAIS DE ANSIEDADE

No decorrer dos anos, laboratérios de pesquisa se dedicaram no
desenvolvimento de modelos animais, principalmente camundongos e ratos, que
reproduzam sintomas similares aos observados em humanos, com a finalidade
de estudar os mecanismos neurais, genéticos e comportamentais de fenétipos

relacionados a ansiedade (Clément et al., 2002; Hassan et al., 2013).

Assim como os humanos, os animais também apresentam respostas
comportamentais defensivas diante de uma possivel ameaca ou estimulo
aversivo (Fisch & Flint, 2006; Steimer, 2011). Um dos comportamentos
defensivos mais comuns nos ratos, por exemplo, é a resposta de congelamento,
caracterizada pela auséncia de qualquer movimento visivel, além da respiracéo
(Fanselow & Gale, 2003; Gale et al., 2004). Essa resposta pode ser ativada por
estimulos naturalmente ameacadores (reconhecidos de forma inata) ou
estimulos de perigo condicionados (adquiridos por processos de aprendizagem)
(Landeira-Fernandez et al., 2006). Estudos ja relataram que respostas distintas
desse congelamento defensivo estéo relacionadas com diferentes transtornos de
ansiedade (Brandao et al.,, 2008). O congelamento condicionado ao contexto,
associado ao choque nas patas, € considerado um dos modelos que apresenta
maior similaridade com a TAG, além de ser o mais utilizado (Blanchard, 2001;

Gomes & Landeira-Fernandez, 2008).

Para a obtencdo de um bom modelo animal com condi¢fes clinicas, é
necessario validar pelo menos trés critérios, sendo estes: |- validade preditiva,
avaliando a sensibilidade do animal aos farmacos agonistas e antagonistas
utilizados no campo clinico; IlI- validade aparente/de face, considerando a
semelhanca das respostas comportamentais e sintomatologia da condicdo

clinica, entre o animal com o humano; e lll- validade de construto, envolvendo
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um embasamento tedrico logico solido (Boulton et al., 1991, pp. 1-20; Clément
et al., 2002; Jacobson & Cryan, 2009).

Respeitando esses critérios, o Laboratério de Neurociéncia
Comportamental da Pontificia Universidade Catolica do Rio de Janeiro (PUC-
Rio) desenvolveu duas linhagens condicionadas e fenotipadas de ratos,
denominadas Cariocas com Alto Congelamento (CAC) e Cariocas com Baixo
Congelamento (CBC). Apresentando, respectivamente, niveis altos ou baixos de
congelamento, em resposta ao medo condicionado ao choque elétrico nas patas

(Gomes & Landeira-Fernandez, 2008).

O protocolo experimental segue com o rato sendo colocado em uma
camara fora de seu conhecimento e, apds 8 minutos de habituacéo (periodo pré-
choque), o animal recebe 3 rapidos choques nas patas (0,6 mA por 1s) dentro de
um intervalo de 20 segundos, seguindo por mais 2 minutos de observacao, sem
a presenca do choque (periodo pos-choque) (Cavaliere et al., 2020). Depois de
24 horas (podendo ser também depois de semanas ou meses (Gale et al.,
2004)), o animal retorna a camara, por 8 minutos, e € observada a resposta de

congelamento na auséncia do estimulo aversivo (Hassan et al., 2013).

A geracao das linhagens deu-se pelo acasalamento de machos e fémeas
gue apresentaram maiores e menores respostas de congelamento, levando a
uma selecdo bidirecional com altos e baixos niveis de ansiedade (Gomes &
Landeira-Fernandez, 2008). As diferencas entre as linhagens ja estavam
evidentes ap0s a terceira geracdo, indicando a existéncia de fortes
caracteristicas genéticas e o contraste entre as diferencas fenotipicas, de ambos

comportamentos (Gomes & Landeira-Fernandez, 2008; Gomes et al., 2013).

Essas linhagens representam um importante papel no estudo de
mecanismos neurais e genéticos relacionados a ansiedade, principalmente no
caso da TAG, além de auxiliarem na verificacdo de farmacos com perfis

ansioliticos e/ou ansiogénicos (Hassan et al., 2013; Ledn et al., 2017).

1.2.
EIXO HIPOTALAMO-PITUITARIA-ADRENAL (HPA)

Uma das principais respostas neuroenddcrinas ao estresse é a ativacao

do eixo HPA. Neurbnios localizados no nucleo paraventricular do hipotalamo
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(PVN) impulsionam o hipotalamo a liberar o hormonio liberador de corticotrofina
(CRH) (Graeff & Junior, 2010). Este, por sua vez, estimula a hipéfise, que libera
o horménio adrenocorticotréfico (ACTH) na corrente sanguinea. O ACTH
circulante atua no cortex das glandulas adrenais, provocando a liberagdo de
glicocorticoides, sendo o cortisol o principal (cortisol em humanos e
corticosterona em ratos) (Joéls et al., 2012; Leonard, 2005; P&go et al., 2009).

Ap6s o momento de estresse, 0s glicocorticoides atuam como
reguladores do eixo HPA, promovendo um feedback negativo no hipotalamo e
hipofise, diminuindo a secrecdo de CRH e ACTH (Swaab et al.,, 2005). Essa
acao tem como objetivo diminuir os efeitos prejudiciais da exposi¢céo prolongada
dos glicocorticoides nos tecidos (Aguilera, 2011; Charmandari et al., 2005;
Swaab et al., 2005) (Figura 1).

PVN
HIPOTALAMO

s/ e ﬂ CRH

I >1

1= \
o HIPOFISE

1 Q1

121

ol B . ACTH
<

I 5!

! GLANDULA ADRENAL

(i

1_1

CORTICOSTERONA

Figura 1. Esquema representando o eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal em ratos. PVN: nucleo

paraventricular; CRH: horménio liberador de corticotrofina; ACTH: hormdnio adrenocorticotréfico.
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Quando ocorre uma falha no mecanismo de feedback negativo,
permanecendo ativado, gera-se uma desregulacdo da atividade do eixo HPA
(Faravelli et al., 2012). Essa hiperativacdo do eixo resulta em maiores
concentracdes de glicocorticoides circulantes, prejudicando a resiliéncia do
organismo ao estresse, além de provocar alteracdes nas respostas imunes,

metabdlicas e cardiovasculares (Aguilera, 2011; Leonard, 2005).

Estudos prévios realizados com as linhagens de animais Cariocas (CAC
e CBC, respectivamente) investigaram a relagédo entre o transtorno de ansiedade
e o0 eixo HPA, encontrando altos niveis basais de corticosterona nos animais
CAC, em comparacgédo ao controle e CBC (Dias et al., 2014; Léon et al., 2013).
Isso sugere, entdo, uma alta atividade desse eixo nos animais mais ansiosos, o0
gue consequentemente ira ocasionar em um aumento dos niveis plasmaticos de

glicocorticoides (Mousovich-Neto et al., 2015).

1.3.
SISTEMA RENINA-ANGIOTENSINA (SRA)

O SRA é caracterizado como uma via enzimatica complexa, sendo
relacionado com importantes funcdes fisiolégicas, principalmente na regulacéo
da pressao arterial (Gard, 2002; Savaskan, 2005). Desempenha papéis em
tecidos e 6rgdos variados, tanto de forma local como sistémica, atuando no
controle da homeostase eletrolitica, vasoconstricdo, secrecdo hormonal,
resposta inflamatéria, débito cardiaco, entre outros (Forrester et al., 2018;
Nehme et al., 2019; Ranjbar et al., 2019).

O sistema classico se inicia com o angiotensinogénio, originado do
figado, sendo clivado pela renina, enzima produzida pelos rins, em angiotensina
I (ANG I) (Aguilera et al., 1995). Pela enzima conversora de angiotensina (ECA),
secretada pelos pulmdes, a ANG | é convertida em angiotensina Il (ANG II)
(Aguilera et al., 1995; Nakagawa et al., 2020; Juan M. Saavedra et al., 2005).
Sendo esta o principal peptideo do sistema e considerada o horménio do
estresse (Juan M. Saavedra & Benicky, 2007), encontrada em diferentes tecidos,
como coragao, rins, cérebro, glandula adrenal, vasos sanguineos (Gard, 2002;
Nehme et al., 2019; J. M. Saavedra et al., 2004).

A ANG Il exerce seus efeitos pelos receptores AT1 e AT2, sendo o AT1

seu receptor predominante e responsavel pela a maioria das a¢bes do SRA
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(Culman et al., 2002; Gard, 2002). As funcbes dos receptores AT1 e AT2 séo
opostas, enquanto o AT1 promove a vasoconstricao e retencdo de sodio, o AT2
induz a vasodilatagédo e natriurese, dentre outras (Gross et al., 2000; Nehme et
al., 2019) (Figura 2).

ANGIOTENSINOGENIO

"""" REMIMA

-------- ECA

ANGIOTENSINA I

ATIR ATZR

VASOCONSTRICAD VASODILATACAD

1 REABSORCAQ Na* }
(ALDOSTERONA) | REABSORCAD Na+

1 REABSORCAQ Hz20
(AVP) | REABSORCAO Hz20

Figura 2. Esquema representando o0 sistema renina-angiotensina classico. ECA: enzima

conversora de angiotensina.

Além disso, o AT1 estimula o cortex adrenal a liberar aldosterona, um
importante hormonio responsavel pela reabsorcéo de sodio (Na*) e secrecdo de
potassio (K) (Patel et al., 2017). Em resposta & osmolaridade plasmatica, a
aldosterona também estimula a reabsor¢céo de agua pela liberacdo do horménio
vasopressina (AVP), secretado pela hipo6fise (Bhargava et al., 2004; Koeppen &
Stanton, 2017; Patel et al., 2017).

Os medicamentos anti-hipertensivos atuam blogueando as ac¢des do SRA
(Silva et al., 2019), existindo cinco classes diferentes de medicamentos, sendo
cada uma com a sua forma de atuacéo (Khalil & Zeltser, 2020). Uma das classes

mais utilizadas clinicamente € a dos Antagonistas do Receptor de Angiotensina
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(ARA) (Juan M. Saavedra et al., 2011). Os ARAs atuam blogueando de forma
competitiva e especifica o receptor AT1, inibindo suas a¢cdes com a ANG Il no
SRA periférico e central (J.M. Saavedra, 2017; Juan M. Saavedra et al., 2011).
Existem, pelo menos, 8 tipos de farmacos ARA disponiveis clinicamente, como
por exemplo a Losartana, Valsartana, Candesartana, entre outras (Ranjbar et al.,
2019; Villapol & Saavedra, 2014) (Figura 3).

ANGIOTENSINA I

P = I ATIR I I ATZR I
ANTAGONISTAS

DO RECEFPTOR DE  ||== = e o o
ANGIOTENSINA I

N VASOCONSTRICAD VASODILATACAD
AUMENTO DA DIMINUICAO DA
PRESSAC ARTERIAL PRESSAQ ARTERIAL
PROLIFERACAD AMTIPROLIFERACAQ
CELULAR CELULAR
MEUROTOXICIDADE NEUROQPROTEGAQ

Figura 3. Esquematizagdo do bloqueio da agdo dos receptores AT1 pelos Antagonistas do
Receptor de Angiotensina Il.

Apesar das acdes do AT2 ndo serem completamente compreendidas,
sabe-se que ele atua contrabalanceando as ac¢des do AT1 (Bader, 2010; Nehme
et al., 2019). Considera-se, entdo, que os efeitos observados pelo uso de um
anti-hipertensivo da classe ARA podem ser ocasionados em decorréncia do
aumento na expressao dos receptores AT2, que irdo atuar em favor da
manutencdo do equilibrio interno no organismo (Herichova & Szantoova, 2013;
Wincewicz & Braszko, 2017).

O SRA pode promover diversas alteracdes neurofisiologicas quando
estiver desregulado, como a hipertensdo, processos pro-inflamatorios,
ansiedade, estresse oxidativo, lesdes cerebrais e até mesmo rompimento da
barreira hematoencefalica (BHE) (Farag et al., 2017; Gebre et al.,, 2018;

Gironacci et al., 2018). Diferentes estudos clinicos, realizados em humanos e
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animais, demonstraram possiveis efeitos neuroprotetores pelo tratamento
cronico ou agudo de um medicamento ARA (Gironacci et al., 2018; Juan M.
Saavedra et al., 2011). Algumas das respostas observadas foram a reducgéo do
estresse, diminuicdo de inflamagbes cerebrais, prevencdo de derrames e uma
melhora nos casos de deméncia e comprometimento cognitivo (Baghai et al.,
2002; Khoury et al., 2012; Juan M. Saavedra, 2012a).

No cérebro, algumas das agbes da ANG Il e do AT1 sdo a regulacéo do
balanco eletrolitico e fluxo sanguineo cerebral, integridade da barreira
hematoencefélica (BHE) e manutencdo da pressdo arterial (McKinley et al.,
2003; Nakamura et al., 2014; Juan M. Saavedra, 2012a). Apesar dos receptores
AT1 serem distribuidos de forma abundante em diferentes regides cerebrais, 0s
componentes ativos do SRA nado atravessam a BHE (Savaskan, 2005). Desse
modo, ocorre uma comunicacao direta do SRA periférico com o SRA central,
entre os Orgdos circunventriculares localizados fora da BHE com os nulcleos
cerebrais localizados dentro da BHE (Aguilera et al., 1995; Armando et al., 2007;
Campos et al., 2017; Leong et al., 2002).

1.4.
RELACAO DO EIXO HPA COM SRA

Em resposta ao estresse, 0s receptores B-adrenérgicos sdo estimulados
pela ativacdo simpatica do SNS, levando ao aumento da producdo da renina
(Juan M. Saavedra & Benicky, 2007). Consequentemente, a cascata do SRA é
ativada, resultando em aumento da ANG II, tanto periférica quanto central, e um
aumento da expressao do receptor AT1 em seus tecidos-alvo (Allen et al., 2000;
Nakagawa et al., 2020; Juan M. Saavedra & Benicky, 2007).
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A ANG Il circulante se comunica com seus receptores AT1 situados do
lado de fora da BHE, que por sua vez, iréo interagir com as regides cerebrais do
lado dentro da BHE, estimulando a acdo do SRA central (Campos et al., 2017;
Juan M. Saavedra & Benicky, 2007). Nessa circunstancia, aumenta-se a
expressao do AT1 nas células neurossecretoras do PVN (Forrester et al., 2018),
sendo este o nudcleo cerebral com a maior quantidade de AT1 presente,
impulsionando a liberacdo do CRH e provocando a cascata do eixo HPA (Figura
4) (Armando et al., 2001; Forrester et al., 2018; Leong et al., 2002).

NUCLEOS CEREBRAIS [ SRACENTRAL |
* NUCLEO DO TRATO SOLITARIO
* NUCLEO PARAVENTRICULAR

= NUCLEO SUPRAGPTICO EIXO HPA

* MEDULA ROSTRALWVENTROLATERAL

BARREIRA HEMATOENCEFALICA

ORGAOS CIRCUNVENTRICULARES
» AREA POSTREMA
= ORGAQ SUBFORNICA L
* GLANDULA PINEAL
* ORGAQ VASCULAR DA
LAMINA TERMINAL

AT1R

SRA PERIFERICO ANGIOTENSINAI

Figura 4. Esquematizacdo da comunicagao entre o0 SRA periférico com o SRA central. A ativacéo
dos receptores AT1R pelo SRA periférico estimula a ativa¢do dos 6rgdos circunventriculares que,
por sua vez, irdo se comunicar e ativar os nicleos cerebrais, ativando o SRA central e o eixo HPA.
SRA: sistema renina-angiotensina; HPA: hipotadlamo-pituitaria-adrenal.
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Em casos de estresse constante e transtornos de ansiedade, ocorre uma
resposta exacerbada do SRA e eixo HPA, induzindo um ciclo vicioso com a
ativacéo persistente de todos os componentes (Figura 5) (Wincewicz & Braszko,
2017).

ESTRESSE E ANSIEDADE

M

| N
SIMPATICO

EIXO HPA AT1R NO PVN

4

VASOCONSTRICAO; T PRESSAO ARTERIAL, FREQ. CARDIACA
E RESPIRATORIA; ADRENALINA E NORADRENALINA;
CORTICOSTERONA; ALDOSTERONA; VASOPRESSINA

Figura 5. Esquematizacdo da relacdo entre o estresse e ansiedade com o sistema nervoso
simpatico, SRA e o eixo HPA. SRA: sistema renina-angiotensina; PVN: ndcleo paraventricular;

HPA: hipotadlamo-pituitéria-adrenal.

Esse ciclo descompensa a funcao fisioldégica do organismo, ampliando o
risco de desenvolvimento de comorbidades como disfunc¢des cardiovasculares,
aumento da pressao arterial, complicacdes renais, derrames, danos cognitivos,
processos inflamatérios por conta dos elevados niveis plasmaticos de
glicocorticoides, entre outros (Forrester et al., 2018; Michopoulos et al., 2017,
Roy-Byrne et al., 2008; Juan M. Saavedra, 2012b; L. Wang et al., 2016).

Mais detalhes a respeito da relacdo entre esses dois sistemas podem ser
encontrados no Anexo | — Artigo (p. 56), sendo este uma revisdo sistematica

gue escrevemos e submetemos para uma revista de conceito Al da CAPES.
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2
OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos do tratamento crénico com Losartana e do tratamento

agudo com Valsartana na modulacdo da ansiedade de ratos CAC.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Avaliar se a administragdo cronica ou aguda de bloqueadores do
receptor AT1 reduz a resposta de congelamento de ratos CAC no

teste de condicionamento de medo contextual.

2) Avaliar se a administragdo cronica ou aguda de bloqueadores do
receptor AT1 tem efeito ansiolitico no padrdo da atividade locomotora

de ratos CAC no teste de campo aberto.

3) Avaliar se a administracdo crénica ou aguda de bloqueadores do
receptor AT1 tem efeito ansiolitico no comportamento de ratos CAC

no teste de labirinto em cruz elevado (LCE).
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3
MATERIAIS E METODOS

3.1.

EXPERIMENTO 1 - TRATAMENTO CRONICO

3.1.1.
ANIMAIS

Foram utilizados 10 ratos CAC, 10 ratos CBC e 10 ratos normais Wistar
(controle — CTR) machos (250 g — 360 @) provenientes do biotério do
Departamento de Psicologia da PUC-Rio, da 332 geracdo. Os animais foram
alocados e mantidos em gaiolas de polipropileno, contendo de 2 a 3 animais em
cada, com cama de maravalha, agua filtrada e rac&o ad libitum, sob condi¢cdes
controladas de temperatura em 22 °C + 1 °C e ciclo claro-escuro de 12 horas
(6:00 h — 18:00 h). Todos os experimentos foram realizados de acordo com a
Comissdo de Etica no Uso de Animais de Pesquisa (CEUA 036/2013), em
conformidade com as prerrogativas da Sociedade Brasileira de Neurociéncias e
Comportamento (SBNeC), baseadas no National Institute of Health Guide for

Care and Use of Laboratory Animal (Council, 2011).

3.1.2.
CIRURGIA MINIBOMBA OSMOTICA

Todos os animais foram submetidos a cirurgia de implantacdo de uma
minibomba osmoética (modelo: 2ML4, Alzet, EUA), implantada no tecido
subcuténeo, com duracdo de 25 dias. Para a implantagdo das minibombas, os
animais foram previamente anestesiados com uma injecdo intraperitoneal de
cetamina (100 pl/100 g) e xilazina (50 pl/100 g). A cirurgia foi iniciada a partir dos
visiveis efeitos da anestesia, sendo a perda de reflexo dos olhos, patas e cauda
dos animais. Durante e ap0s a cirurgia os animais foram mantidos aquecidos por
uma lampada de aquecimento a 37 °C, retornando para suas respectivas gaiolas

originais somente apds terem recuperado completamente seus sentidos. Os


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1912268/CA


PUC-Rio- CertificagaoDigital N° 1912268/CA

23

testes comportamentais, em todos os animais, foram realizados no 21° e 22° dia
de uso das minibombas osméticas. A coleta de material bioldgico foi realizada no
25° dia.

3.1.3.
DROGAS

O anti-hipertensivo Losartana (Sigma, Brasil) foi solubilizado em solucéo
salina estéril (0,9% NaCl). Os animais receberam um tratamento crénico por um
periodo de 25 dias do farmaco (10 mg/kg/dia — 60 pl/dia) (n = 6 animais por
linhagem) (Song et al., 2015; Uresin et al., 2004), ou apenas solucado salina 0,9%

(n =4 animais por linhagem).

3.2.

EXPERIMENTO 2 - TRATAMENTO AGUDO

3.2.1.
ANIMAIS

Foram utilizados 15 ratos CAC, 12 ratos CBC e 15 ratos normais Wistar
(controle — CTR) machos (270g—-400 g) provenientes do biotério do
Departamento de Psicologia da PUC-Rio, da 342 geracdo. As condi¢bes de
manutencdo e manuseio dos animais foram conduzidas de forma semelhante a

descrita no item 3.1.1..

3.2.2.
DROGAS

O anti-hipertensivo Valsartana (Sigma, Brasil) foi solubilizado em DMSO
5% e agua destilada (veiculo). Os animais receberam dose Unica, via gavagem
(Ciencor, Ref. IC810), do farmaco (40 mg/kg — 10 ml/kg) (CAC, n = 8; CTR, n =
8; CBC. n = 6) (Downie et al., 2008; Gao et al., 2016) ou apenas a solugéo de
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veiculo (10 ml/kg) (CAC, n =7; CTR, n = 7; CBC. n = 6). Os animais receberam
o tratamento 2h antes dos testes comportamentais.

3.3.
TESTES COMPORTAMENTAIS

Todos os animais dos experimentos com tratamento cronico e agudo
foram submetidos ao teste de condicionamento de medo contextual. No dia
seguinte, os animais foram avaliados no teste de campo aberto e em seguida no

teste de labirinto em cruz elevado.

3.3.1.
CONDICIONAMENTO DE MEDO CONTEXTUAL

O teste de condicionamento de medo contextual foi feito em uma camara
(Coulbourn, 25 cm x 20 cm x 20 cm). No chdo da camara contém 15 barras de
aco inoxidavel com espacamento de 1,5 cm, conectadas a um gerador de
choque (0,6 mA por 1 segundo) e um codificador (AVS, SCR04; Sao Paulo).
Uma camera de video foi alocada no teto da camara, permitindo que o
experimentador observasse 0 comportamento do animal por um monitor
localizado fora da sala de experimento. Os animais de todos os grupos foram
submetidos ao teste de condicionamento de medo contextual, sem 0 uso de
medicamentos (teste), seguindo de acordo com o protocolo (Gomes & Landeira-
Fernandez, 2008). Apds 3 meses, 0s animais foram tratados com os respectivos
medicamentos e entdo novamente testados (reteste) (Figura 6). Os animais
foram observados a cada 2 segundos por uma experimentadora treinada e
capacitada, analisando as respostas de congelamento no medo contextual,
caracterizadas pela auséncia de movimentos, excetos os respiratérios. Uma
solucdo de hidroxido de aménia (0,2%) foi usada para limpar a camara, no
intervalo entre um animal e outro (Gomes & Landeira-Fernandez, 2008; Hassan
et al., 2013).
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Figura 6. Representacéo do teste de condicionamento de medo contextual. Primeiro dia do animal
na camara, sendo o periodo de habituacdo seguido com o rapido choque nas patas (A). Dia do
teste, 24h depois, sendo observado apenas o comportamento de congelamento, sem receber o
congelamento nas patas (B). Reteste, realizado 3 meses depois do teste, observando a resposta

de congelamento, sem receber o choque nas patas (C). Imagens adaptadas (Muir et al., 2019).

3.3.2.
CAMPO ABERTO

O teste de campo aberto foi realizado em uma caixa de madeira, pintada
de preto, medindo 65x60 cm. O chdo da caixa é demarcado em 9 quadrantes,
sendo 8 relacionados a periferia, ou seja, areas relacionadas a parede da caixa,
e 1 relacionado ao centro da caixa (Figura 7). Os animais foram colocados no
centro da caixa, dando inicio ao teste, com duracdo de 5 minutos. A analise da
atividade locomotora de cada animal foi feita pelo programa X-Plo-Rat (versao
3.3.0), contabilizando o numero total de passagens na area central e periférica,
tempo (s) e porcentagem pelo centro. Uma entrada para qualquer quadrante foi
apenas contabilizada quando todas as quatro patas do animal estavam
presentes dentro do quadrante. Foi utilizada uma solugdo de hidroxido de
amonia (0,2%) para limpar a caixa, no intervalo entre um animal e outro (Lee et
al., 2016).

Figura 6. Representacgéo do teste de campo aberto. Imagem adaptada (Muir et al., 2019).
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3.3.3.
LABIRINTO EM CRUZ ELEVADO (LCE)

O teste de LCE consiste em um aparato de madeira, em forma de cruz.
com quatro bragos dispostos de forma perpendicular (50 cm x 10 cm), sendo
dois bracos abertos, dois bragos fechados por paredes laterais (42 cm altura), e
uma area central (10 cm x 10 cm), cruzando todos os bracos (Figura 8). O
aparato € elevado 50cm acima do chdo. O animal foi colocado no centro do
labirinto, de frente para um braco fechado, podendo explorar o ambiente
livremente por 5 minutos. As andlises do comportamento de cada animal foram
feitas pelo programa X-Plo-Rat (versédo 3.3.0), contabilizando os nimeros totais
de entradas nos bracgos abertos e fechados, tempo (s) e porcentagem total nos
bracos abertos. Uma entrada para qualquer braco foi apenas contabilizada
guando todas as quatro patas do animal estavam presentes dentro do bragco. No
intervalo entre um animal e outro, foi utilizado uma solucdo de hidroxido de
amobnia (0,2%) para limpar o labirinto (Cavaliere et al., 2020; Hassan et al.,
2013).

Figura 8. Representacédo do teste de labirinto em cruz elevado. Imagem adaptada (Muir et al.,
2019).
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4
ANALISE ESTATISTICA

A andlise estatistica dos dados foi realizada através do programa
GraphPad Prism versdo 8.0.1 (EUA). Analises de variancia (ANOVA) com trés
vias de medidas repetidas foram feitas para avaliar a porcentagem de
congelamento no teste de condicionamento de medo contextual, sendo linhagem
(CAC, CTR e CBC), tratamento (losartana e salina ou valsartana e veiculo) e
periodo de teste (teste e reteste) considerados como os fatores. As variaveis dos
testes de campo aberto e labirinto em cruz elevado foram analisadas por
ANOVAs de duas vias. Linhagem (CAC, CTR e CBC), tratamento (losartana e
salina ou valsartana e veiculo) foram considerados como os fatores. Caso
significancia tenha sido atingida para algum dos fatores, ANOVAs de menor
ordem foram realizadas. Para as comparagbes mudltiplas foram realizadas
andlises pos hoc pelo método de Tukey. Os resultados obtidos estédo
representados como média + erro padrdao da média (EPM) e valores de p < 0,05

foram considerados significativos.
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5
RESULTADOS

5.1.

EXPERIMENTO 1 - TRATAMENTO CRONICO COM LOSARTANA

5.1.1.
CONDICIONAMENTO DE MEDO CONTEXTUAL

A Figura 9 representa, em porcentagem, o tempo de congelamento no
teste e reteste dos animais submetidos ao tratamento crdonico com losartana ou
veiculo, das linhagens CAC, CTR e CBC no teste de condicionamento de medo
contextual. A ANOVA de trés vias de medidas repetidas revelou que a linhagem,
o periodo de teste e a interacdo entre linhagem x periodo de teste produziram
efeitos estatisticamente significativos quanto a medida do tempo de
congelamento [F4g = 51,68; F(1.45) = 30,11 e F(»45 = 18,99 respectivamente; p <
0,0001 em ambos os casos]. Ndo foram observados efeitos significativos no
tratamento [F 45 = 3,424; p = 0,07], nas intera¢des entre linhagem x tratamento
[Fus) = 2.778; p = 0,07] e tratamento x periodo de teste [F(1.45 = 0,007562; p =
0,93], nem na interacéo de trés vias linhagem x tratamento x periodo de teste
[F248 = 0,2619; p = 0,77].
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Figura 9. Condicionamento de Medo Contextual — Tratamento Crdnico: Média + EPM do
tempo de congelamento (%) no teste de condicionamento de medo contextual no teste e reteste
dos animais submetidos ao tratamento crénico, via minibomba osmética, de losartana (n = 6) ou
salina (n = 4). ¢ p<0,05, ¢¢ p < 0,001 e ¢4¢ p < 0,0001: sinalizam comparacéo entre as linhagens
(CAC xCTR: 1; CAC x CBC: 2; CBC x CTR: 3).

5.1.2.
CAMPO ABERTO

A Figura 10 ilustra o numero total de entradas no centro (Fig. 10A),
numero total de entradas na periferia (Fig. 10B) e o tempo (em s e %, Figs. 10C
e 10D, respectivamente) na area central do teste de campo aberto, nos animais
submetidos ao tratamento crénico com losartana ou salina. Foi observado um
efeito significativo da linhagem no nimero total de entradas na area central entre
as linhagens [Fp24 = 6,122; p < 0,01], mas ndo foi observado efeito do
tratamento [Fg124) = 0,9220; p = 0,35] nem uma interacdo entre linhagem x
tratamento [F,.4) = 0,5607; p = 0,56] (Figura 10A).
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Figura 10. Campo Aberto — Tratamento Cronico: Média + EPM do numero total de entradas no
centro (A), nimero total de entradas na periferia (B), do tempo em segundos (C) e do percentual
de tempo (D) na area central do teste de campo aberto, nos animais submetidos ao tratamento

cronico, via minibomba osmdtica, de losartana (n = 6) ou salina (n = 4).

O ndmero total de entradas na periferia demonstrou diferenca significativa
entre as linhagens [F24 = 6,218; p < 0,01], mas n&o foi observada nenhuma
significancia no fator tratamento [Fu.4 = 0,7541; p = 0,39] e na interagédo
linhagem x tratamento [F.4 = 0,6811; p = 0,51] (Figura 10B).

As ANOVAs de duas vias para o tempo (Figura 10C) e para o percentual
de tempo (Figura 10D) gasto na area central do campo aberto indicaram um
efeito significativo da linhagem (percentual de tempo: [F.4 = 4,251; p < 0,05],
tempo: [Fe24 = 6,122; p < 0,01]). Contudo, para ambas as medidas, n&o foram
observadas significancias estatisticas quanto ao fator tratamento (percentual de
tempo: [F24) = 1,229; p = 0,28], tempo: [F(124) = 0,9220; p = 0,34]) e a interagdo
entre linhagem x tratamento (percentual de tempo: [F24 = 0,3067; p = 0,74],
tempo: [F 24 = 0,5607; p = 0,58]).
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5.1.3.
LABIRINTO EM CRUZ ELEVADO (LCE)

A Figura 11 mostra o numero de entradas nos bracos abertos (Fig. 11A),
namero total de entradas nos bracos fechados (Fig. 11B) e o tempo (em s e %,
Figs. 11C e 11D, respectivamente) nos bragos abertos do teste de labirinto em
cruz elevado, nos animais submetidos ao tratamento crénico com losartana ou

salina. Para todas as variaveis nao foi identificado nenhum efeito significativo.

Nao houve significancia no nimero total de entradas nos bracos abertos
quanto ao fator linhagem [F(116 = 0,5850; p = 0,45], tratamento [F(116 = 1,316; p
= 0,26] e na interacdo entre linhagem x tratamento [F16 = 0,02340; p = 0,88]
(Figura 11A). Da mesma maneira, 0 nimero total de entradas nos bragos
fechados ndo demonstrou diferenca significativa entre as linhagens [Fp.4 =
1,750; p = 0,19], no fator tratamento [Fu .4 = 0,1014; p = 0,75] e na interagéo
linhagem x tratamento [F .4 = 0,06539; p = 0,93] (Figura 11B).
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Figura 11. Labirinto em Cruz Elevado — Tratamento Crdnico: Média + EPM do nimero total de

TEMPO (s) BRACOS ABERTOS
TEMPO (%) BRACOS ABERTOS

entradas nos bracos abertos (A), nimero total de entradas nos bracos fechados (B), do tempo em
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segundos (C) e do percentual de tempo (D) nos bracos abertos do teste de labirinto em cruz
elevado, nos animais submetidos ao tratamento cronico, via minibomba osmética, com losartana (n

= 6) ou salina (n = 4).

As ANOVAs de duas vias para o tempo em segundos (Figura 11C) e
para o percentual de tempo (Figura 11D) gasto nos bracos abertos do labirinto
ndo indicaram efeito significativo nas linhagens (percentual de tempo: [F24) =
2,211; p = 0,13] e tempo: [F24 = 2,486; p = 0,10]). Além disso, tanto para o
percentual de tempo quanto para o tempo gasto em segundos, ndo foram
observadas significancias estatisticas no fator tratamento (percentual de tempo:
[Fa24 =1,657; p = 0,21] e tempo: [F 24 = 0,06414; p = 0,80]) e a interacéo entre
linhagem x tratamento (percentual de tempo: [F.4) = 0,3073; p = 0,73] e tempo:
[F(2.24) = 0,2139; p = 0,80]).

5.2.

EXPERIMENTO 2 - TRATAMENTO AGUDO COM VALSARTANA

5.2.1.

CONDICIONAMENTO DE MEDO CONTEXTUAL

A Figura 12 demonstra a resposta de congelamento, em porcentagem,
no teste e reteste dos animais submetidos ao tratamento agudo, via gavagem,
com valsartana ou veiculo. Semelhante ao observado para o tratamento cronico
com losartana, a analise por ANOVA de trés vias de medidas repetidas
identificou apenas efeitos significativos da linhagem [F 72 = 149,8; p < 0,0001],
periodo de teste [Fu72 = 5,537; p < 0,05] e uma interagéo entre linhagem x
periodo de teste [F 7, = 5,667; p < 0,01].
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Figura 12. Condicionamento de Medo Contextual — Tratamento Agudo: Média + EPM do
tempo de congelamento (%) no teste de condicionamento de medo contextual no teste e reteste
dos animais submetidos ao tratamento agudo, via gavagem, com valsartana (CAC: n=8; CTR: n =
8; CBC: n=6) ou veiculo (CAC:n=7; CTR:n=7;CBC: n=6). ¢ p <0,01, 4¢ p< 0,001 e ¢¢¢ p <
0,0001: sinalizam comparacgéo entre as linhagens (CAC x CTR: 1; CAC x CBC: 2; CBC x CTR: 3).

Néo houve efeito do tratamento [Fu7 = 1,091; p = 0,29], nem
significancia estatistica das intera¢bes entre linhagem x tratamento [Fp 7, =
0,1717; p = 0,84] e tratamento x periodo de teste [F172) = 0,6282; p = 0,43]. A
interacéo tripla entre linhagem x tratamento x tempo, também né&o foi significativa
[Fi272 = 0,1639; p = 0,85].

5.2.2.
CAMPO ABERTO

A Figura 13 ilustra o nimero total de entradas no centro (Fig. 13A),
numero total de entradas na periferia (Fig.13B) e o tempo (em s e %, Figs. 13C e
13D, respectivamente) na area central do teste de campo aberto, nos animais
submetidos ao tratamento agudo com valsartana ou veiculo. Tanto para o
namero total de entradas na &area central quanto para o nimero de entradas na

periferia ndo foram observadas significancias estatisticas para, com ambas
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apresentando valores iguais para o fator tratamento [F(; 36 = 0,8029; p = 0,37],
tdo pouco na interagao entre linhagem x tratamento [F 3 = 0,8953; p = 0,41].
No entanto, no fator linhagem houve uma diferencga significativa [F 36 = 3,925; p
= 0,02], porém essa diferenca demonstra apenas o efeito padrao e esperado das
respectivas linhagens (Figuras 13A e 13B).
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Figura 13. Campo Aberto — Tratamento Agudo: Média + EPM do numero total de entradas no

TEMPO (s) CENTRO
TEMPO (%) CENTRO

T
CAC CTR CBC

centro (A), nimero total de entradas na periferia (B), do tempo em segundos (C) e do percentual
de tempo (D) na éarea central do teste de campo aberto, nos animais submetidos ao tratamento
agudo, via gavagem, com valsartana (CAC: n = 8; CTR: n = 8; CBC: n = 6) ou veiculo (CAC: n =7,
CTR: n=7; CBC: n = 6).

A ANOVA de duas vias revelou diferenca no tempo (s) gasto (Figura
13C) no centro do campo aberto na linhagem [Fp36 = 4,794; p < 0,05]. Nao
houve alteracéo no efeito do tratamento [F13 = 0,1106; p = 0,74] e nem na

interacéo entre linhagem x tratamento: [F( 3 = 0,8373; p = 0,44].

O total de tempo (%) gasto (Figura 13D), analisado por ANOVA de duas

nédo demonstrou significancia na linhagem [F 36 = 1,819; p = 0,17], tratamento
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[Fass = 0,8088; p = 0,37] e na interagdo entre linhagem X tratamento [F 36 =
0,3613; p = 0,69].

5.3.2.
LABIRINTO EM CRUZ ELEVADO (LCE)

A Figura 14 representa o numero de entradas nos bracos abertos (Fig.
14A), numero total de entradas nos bracgos fechados (Fig. 14B) e o tempo (em s
e %, Figs. 14C e 14D, respectivamente) nos bragos abertos do teste de labirinto
em cruz elevado, nos animais submetidos ao tratamento agudo, via gavagem,
com valsartana ou veiculo. O niamero de entradas nos bragos abertos mostrou
uma diferenca significativa no fator linhagem [F s = 9,558; p < 0,001]. Mas n&o
houve significancia no tratamento [Fu3s = 0,5745; p = 0,45] e na interacgéo
linhagem x tratamento [F, 35 = 0,2285; p = 0,79] (Figura 14A).
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Figura 14. Labirinto em Cruz Elevado — Tratamento Agudo: Média + EPM do numero total de
entradas nos bracos abertos (A), nimero total de entradas nos bracos fechados (B), do tempo em
segundos (C) e do percentual de tempo (D) nos bragos abertos do teste de labirinto em cruz
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elevado, nos submetidos ao tratamento agudo, via gavagem, com valsartana (CAC: n = 8; CTR: n
=8; CBC: n=6) ou veiculo (CAC:n=7; CTR: n=7; CBC: n=6).

Da mesma forma, o ndimero total de entradas nos bracos fechados
demonstrou um efeito significativo nas linhagens [F 35 = 13,80; p < 0,0001], mas
nado houve diferencga significativa no fator tratamento [F; 35 = 0,008188; p = 0,92]
e na interagdo linhagem x tratamento [F, 35 = 0,2907; p = 0,74] (Figura 14B).

O total de tempo (s) (Figura 14C) nos bracos abertos ndo constatou
diferenca na linhagem [F(3s = 1,858; p = 0,17], tratamento [F(1 35 = 0,1413; p =
0,7] e interacéo linhagem x tratamento [F, 35 = 0,4150; p = 0,66].

O tempo (%) nos bracos abertos (Figura 14D) revelou diferenca
significativa no fator linhagem [F.35 = 14,30; p < 0,0001], mas nos fatores
tratamento [F( 35y = 0,5958; p = 0,44] e na interagéo linhagem x tratamento [F; ss)

=0,6631; p = 0,52] ndo houve significancia.
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6
DISCUSSAO

Nos casos de transtornos de ansiedade, a hiperativagdo do SRA estimula
a hiperativacdo do eixo HPA, causando um efeito ansiogénico ciclico nas
respostas neuroenddcrinas e, consequentemente, nos comportamentos
fisiolégicos relacionados a ansiedade (Bali & Jaggi, 2013; Gironacci et al., 2018).
O uso de anti-hipertensivos para além de condi¢des clinicas de hipertensao e
cardiovasculares vém sendo cada vez mais aplicado. Estudos ja relataram os
possiveis efeitos benéficos do tratamento com um anti-hipertensivo em casos de
transtorno do estresse poOs-traumatico (Khoury et al., 2012), diabetes mellitus
(Pavlatou et al., 2008) e em casos de ansiedade (Reinecke et al., 2018; J.M.
Saavedra, 2017; Shad, 2020; Villapol & Saavedra, 2014).

Por conta da acéo principal de um anti-hipertensivo ser a diminuigdo da
pressdo arterial, efeitos de hipotensdo e letargia poderiam ser manifestados.
Porém, mesmo nao havendo a possibilidade de medir a presséao arterial sistolica
desses animais, podemos assegurar que esses efeitos ndo foram observados
em nenhum animal, seja no tratamento com losartana, como no valsartana. Além
disso, certificamos de que o funcionamento das minibombas osméticas, usadas
para o tratamento com losartana ou salina, teve éxito. No dia de coleta de
material biol6gico, as minibombas de todos os animais foram retiradas e o
volume contido em cada uma foi averiguado. A capacidade de volume permitida
pelo modelo utilizado (Alzet, 2ML4) é de 2 ml, sendo este 0 mesmo volume
usado no preenchimento com losartana ou salina, no inicio dos tratamentos. Ao
serem retiradas, foi notada uma diminuigdo no volume final de todas as
minibombas, com ~ 600ul, tanto nas usadas para o anti-hipertensivo, como para

salina.

O teste de condicionamento contextual avalia a resposta defensiva de
congelamento dos animais, diante de estimulos aversivos, como o choque nas
patas (Landeira-Fernandez et al., 2006). No presente estudo, foi avaliada duas
vezes, num intervalo de 3 meses, a resposta de congelamento nos animais. O
objetivo foi verificar se os tratamentos com losartana e/ou valsartana atingiriam
eficacia em alterar essas respostas, mesmo sendo meses depois. Esse intervalo
de tempo se baseou na constatagdo de que 0s animais possuem uma memoria
de medo, apresentando as mesmas expressoes de congelamento meses depois
(Fanselow & Gale, 2003; Gale et al., 2004).
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Os resultados dos animais submetidos ao tratamento crénico com losartana
corroboram os dados observados por Marvar (2014) (Marvar et al., 2014Db).
Nesse estudo, camundongos foram submetidos ao tratamento cronico de
losartana, via minibomba osmética, na mesma dose que usamos (10 mg/kg/dia),
mas somente por um periodo de 14 dias. Da mesma forma, 0s animais tratados
nao apresentaram diferenca na resposta de congelamento, em comparagédo com

0 grupo veiculo.

Em um outro estudo foi avaliado o comportamento de defesa gerado pelo
teste de esquiva em ratos Wistar tratados de forma aguda, via gavagem, com a
valsartana (Braszko, 2005). Os resultados obtidos assemelham-se com os
nossos, ndo sendo encontrada diferenca significativa no condicionamento das
respostas defensivas nos animais submetidos ao tratamento. Vale ressaltar que
no estudo citado os animais receberam uma dose quatro vezes menor (10
mg/kg) que a do nosso estudo (40 mg/kg). Nao obstante, pressupbe-se que a
acdo do valsartana é ineficaz para alterar o comportamento condicionado,

independente das respectivas dosagens administradas.

As doses administradas tanto para o tratamento crénico com losartana
guanto para o tratamento agudo com valsartana ndo foram eficazes em alterar
as respostas de congelamento nas respectivas linhagens. As respostas
observadas nos animais tratados com os anti-hipertensivos assemelham-se com
as respostas dos animais tratados com a salina ou veiculo. Essas respostas
demonstram apenas o efeito padrdo das linhagens, com os animais CAC
apresentando um maior congelamento em comparac¢do com os animais CTR e
CBC (Léon et al., 2013; Salviano et al., 2014).

O teste de campo aberto permite avaliar a exploragdo e atividade
locomotora do animal, diante de um ambiente desconhecido considerado
aversivo (Gould et al., 2009). Os animais com maior perfil comportamental
ansioso, assim como animais sujeitos a drogas ansiogénicas, tendem a passar a
maior parte do tempo na parte periférica do campo, em proximidade com as
paredes (Prut & Belzung, 2003). Em contrapartida, efeitos opostos sao
observados em animais submetidos a tratamentos com acdes ansioliticas,
promovendo maior atividade locomotora e maior tempo gasto na area central
(Prut & Belzung, 2003). Os nossos resultados mostraram que o tratamento n&o
induziu respostas ansioliticas nos animais CAC nas entradas e no tempo

permanecido na area central. Esses resultados corroboram os apresentados em
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ratos Wistar (via gavagem: 30 mg/kg/10 dias) (Costa-Ferreira et al., 2019) e em
camundongos (via minibomba osmética: 10 mg/kg/14 dias) (Marvar et al., 2014a,
2014b), observando que o tratamento, mesmo por vias de administragéo e doses
diferentes, ndo alterou a exploracdo dos animais no campo aberto. Assim como
o tratamento com losartana, o valsartana falhou em demonstrar eficicia na

atividade locomotora.

Além do teste de campo aberto, o labirinto em cruz (LCE) elevado é
usado para avaliar respostas associadas ao comportamento ansioso. Animais
gue apresentam maior niumero de entradas e tempo de permanéncia nos bragcos
abertos revelam menor associagdo aos comportamentos ansiosos, sendo
retratado o efeito contrario para os animais que apresentam menor nimero de
entradas e tempo nos bracos abertos (Walf & Frye, 2007). O LCE verifica a
resposta incondicionada ao medo em relacdo a altura e os espacos abertos do
aparato, que pode ser modificada de acordo com o uso de alguma droga
ansiogénica ou ansiolitica (Walf & Frye, 2007). Semelhante ao observado no
teste de campo aberto, os tratamentos com losartana e valsartana nao tiveram
efeito no comportamento dos ratos Cariocas no LCE. Especificamente, o
tratamento anti-hipertensivo ndo mostrou sucesso em promover respostas
ansiolitica nos animais CAC. Nossos resultados vao de encontro aos obtidos em
estudo feito com ratos Wistar tratados por 14 dias, via minibomba osmdtica
(Braszko, 2005), sem apresentar respostas ansioliticas nos animais tratados, em
relacdo aos animais controle. Em compensacdo, um estudo com ratos Wistar
Hannover submetidos ao tratamento com o anti-hipertensivo candesartana (via
minibomba osmatica: 0,5 mg/kg/14 dias) (Juan M. Saavedra et al., 2006) resultou
em aumento no nimero de entradas e na porcentagem de tempo nos bragos
abertos, indicando uma notdria resposta ansiolitica. Além disso, foi constatada
uma diminuicdo na expressdo dos receptores AT1 no PVN, sendo esses
mesmos resultados observados com 0 mesmo anti-hipertensivo, (candesartana
via minibomba osmética: 1,0 mg/kg/14 dias), em outro estudo (Armando et al.,
2001). Esses efeitos definem uma clara regulacéo na hiperativacdo do SRA e do
eixo HPA, resultando na diminuicdo no padrdo dos comportamentos da

ansiedade, promovida pela acdo do uso crénico por um anti-hipertensivo.

Estudos prévios realizados nos animais Cariocas demonstraram um
aumento na ativacdo neuronal no PVN, indicando uma hiperativacdo do eixo
HPA, nos animais CAC, em comparagdo com os animais CTR e CBC. Essa

resposta neuronal foi observada pela proteina c-Fos, sendo esta uma medida
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indireta de atividade neuronal, que apresentou uma maior expressao nos
animais mais ansiosos, os CAC (Leo6n et al.,, 2020). Além disto, a teoria da
hiperativacdo do eixo HPA e a relagcdo do PVN, nos animais CAC, também é
embasada por estudos prévios que observaram um aumento nos niveis
plasmaticos de corticosterona nesses animais (Léon et al., 2013; Mousovich-
Neto et al., 2015).

Por conta da hiperativacdo do eixo HPA ja observada nos animais CAC,
pressupomos que o tratamento com o0s anti-hipertensivos da classe dos ARA
poderiam agir de forma central, regulando tanto a acdo do eixo HPA quanto a
acdo do SRA. Nossos resultados demonstraram uma ineficacia da losartana e da
valsartana, nas doses administradas, em promover efeitos ansioliticos nos
animais, indicando que ambos medicamentos falharam em ultrapassar a BHE e
agir no sistema nervoso central (SNC). Diferentes estudos argumentam sobre a
probabilidade da losartana e valsartana em ultrapassarem a BHE, exercendo
seus efeitos diretamente no SNC. Enquanto algumas pesquisas demonstram
gue tanto a losartana (Hazlewood et al., 2018; J. M. Wang et al., 2003) quanto a
valsartana (Jackson et al., 2018) podem ultrapassar a BHE, outras pesquisas
contestam essas informacdes, relatando que ambas ultrapassam em minimas
guantidades ou ndo sdo capazes de ultrapassar (Michel et al., 2013). Dessa
forma, futuros estudos devem ser feitos, com a administracdo de diferentes
doses, para analisar a probabilidade dos respectivos farmacos em ultrapassar a
BHE.

O presente estudo € o primeiro relato com o uso de farmacos anti-
hipertensivos da classe dos ARAs nas linhagens fenotipadas, CAC e CBC. Em
nossos resultados, apesar de nao verificarmos parametros hormonais e
neuroquimicos a respeito da relagdo do SRA com o eixo HPA, foi observado que
nos padrdes comportamentais relacionados a ansiedade ndo houve nenhum
efeito significativo, levantando a hipétese de que os anti-hipertensivos nao foram
capazes de regular tanto o SRA como o eixo HPA. Em contrapartida, existe uma
ampla literatura destacando os diversos efeitos benéficos e ansioliticos pelo uso
de anti-hipertensivos. Além dos ARAs, a classe dos inibidores da Enzima
Conversora de Angiotensina (iECA) também é comumente usada, agindo de
forma competitiva e inibindo a conversdo da ANG | para a ANG Il (Goyal et al.,
2020; Khalil & Zeltser, 2020). O captopril € um dos exemplos dos IECA,

passando livremente pela barreira hematoencefalica e agindo de forma central
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(Sharma, 1987), apresentando efeitos similares aos do antagonista do receptor
AT1 (Vian et al., 2017).

A vista disso, compreendendo que a linhagem CAC ¢é reconhecida como
um importante modelo animal para a avaliagdo de transtornos de ansiedade,
propde-se que futuros trabalhos, dentro do relatado, considerem novas
possibilidades e oportunidades nha investigacdo dos efeitos dos anti-
hipertensivos. Avaliando as diferentes vias de administracdo e dosagens, assim
como as respostas do congelamento em um menor intervalo de tempo no reteste
no teste de condicionamento de medo contextual, utilizando diferentes classes
de anti-hipertensivos, como os iECA. Explorando seus efeitos para além dos
observados nos testes comportamentais, Ccomo nOosS mecanismos

neuroenddécrinos e biolégicos relacionados a associacdo do SRA com o eixo
HPA.
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7
CONCLUSAO
Em sintese, nossos resultados demonstram que a administracao, tanto

crénica como aguda, de medicamentos anti-hipertensivos da classe dos ARA,
nao sao capazes de modular a ansiedade nas linhagens CAC.
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ANEXO I - ARTIGO

THE ASSOCIATION BETWEEN THE RENIN-ANGIOTENSIN
SYSTEM AND THE HYPOTHALAMIC-PITUITARY-ADRENAL
AXIS IN ANXIETY DISORDERS: A SYSTEMATIC REVIEW
OF ANIMAL STUDIES
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ABSTRACT

Anxiety is characterized as the emotional response in anticipation of a future
threat. This hypervigilant state comprehends a cascade of neuroendocrine and
physiological processes, involving the renin-angiotensin system (RAS) and
hypothalamic-pituitary-adrenal axis (HPA). Excessive and chronic anxiety may
ultimately lead to the development of anxiety disorders. This systematic review
aimed to investigate experimental studies using animal models that explored the
relationship between the RAS and the HPA axis in anxiety disorders. Studies in
rats and mice show that the overactivation of the RAS and HPA axis triggers
several neuroendocrine reactions, mainly mediated by AT1 receptors, which
promote anxiety-like behaviors and positive feedback for its hyperactivation. On
the contrary, the administration of antihypertensive drugs propitiated the
regulation of the RAS and HPA axis, which maintains homeostasis even amid
aversive situations. Thus, preclinical evidence indicates that the modulation of the
RAS and the HPA axis by the means of AT1 antagonists antihypertensives
produce anxiolytic effects in animals and may be considered a potential target for

the treatment of anxiety disorders.

Keywords: Systematic review; renin-angiotensin system; hypothalamic-pituitary-

adrenal axis; anxiety disorders; animal models
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1. INTRODUCTION

Anxiety disorders (AD), along with depression, are considered the most
prevalent mental disorders in the world. According to the World Health
Organization, AD affect at least 264 million people worldwide (World Health
Organization, 2017). As defined by the Diagnostic and Statistical Manual of
Mental Disorders (DSM-5), anxiety is an emotional response in anticipation of a
future threat, associated with muscle tension and vigilance (American Psychiatric
Association, 2014). When facing the uncertainty of a stressful and/or threatening
situation, the body produces adaptive responses (McEwen, 2007) involving the
activation of the sympathetic nervous system (SNS), the renin-angiotensin
system (RAS), and the hypothalamic-pituitary-adrenal axis (HPA) (Fink, 2017;
Yaribeygi and Sahraei, 2018).

Anxiety and stress responses in mammals are characterized by an
activation of B-adrenergic receptors in the SNS that triggers a cascade of
signaling events leading to increased respiratory rate, pupil dilation, sweating,
adrenaline, and noradrenaline release, among other responses (Joéls et al.,
2012; Koeppen and Stanton, 2017). Additionally, endogenous catecholaminergic
stimulation of B-adrenergic receptors leads to the production of renin which
causes an increase in circulating and cerebral angiotensin Il (ANG II) (Armando
et al., 2007; Koeppen and Stanton, 2017; Saavedra and Benicky, 2007). ANG I,
the main peptide of RAS - known as the stress hormone - is a critical mediator of
blood pressure and body fluid homeostasis, and can be found in different tissues,
such as the heart, kidneys, brain, and adrenal glands (Gard, 2002; Nehme et al.,
2019; Saavedra et al., 2004).

The increase of ANG Il activates AT1 and AT2 receptors generating
neurophysiological responses by stimulation of the HPA axis and the peripheral
and central RAS (Aguilera, 2017, 2011; Nehme et al., 2019; Saavedra and Pavel,
2005). These receptors have opposite functions, as the ATl promotes
vasoconstriction and sodium retention, and the AT2 induces vasodilation and
natriuresis (Culman et al., 2002; Gard, 2002; Gross et al., 2000; Nehme et al.,
2019). However, there is a predominance of AT1 receptors, which are
responsible for most of the actions of the RAS (Culman et al., 2002; Gard, 2002).
They are also present on a large scale in several brain regions (Allen et al., 2000;
Tsutsumi and Saavedra, 1991), mainly in the paraventricular nucleus of the
hypothalamus (PVN) (McKinley et al., 2003). When activated by ANG II, the AT1
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receptors stimulate the release of the corticotropin-releasing hormone (CRH —
also called corticotropin-releasing factor, CRF) by the neurosecretory cells in the
PVN (Armando et al., 2007) activating the entire cascade of the HPA axis
(Faravelli et al., 2012; Graeff and Junior, 2010) and resulting in the release of
cortisol (cortisol in humans, corticosterone in rodents) and other glucocorticoids
into the bloodstream (de Kloet et al., 2005; Faravelli et al., 2012).

In anxiety disorders and stress, there is a persistent activation of both
RAS and the HPA axis, causing a vicious cycle and, as a consequence,
decompensation of organism homeostasis (Bali and Jaggi, 2013; Saavedra et al.,
2011; Wincewicz and Braszko, 2017). This imbalance can lead to the
development of other complications, such as increased inflammatory processes,
increased blood pressure, cardiorespiratory disorders, cognitive and vascular
damage, among others (Forrester et al., 2018; Harter et al., 2003; Michopoulos et
al., 2017; Roy-Byrne et al., 2008). While the modulation of the RAS and HPA axis
by antihypertensive drugs has been effective in the treatment of several
pathologies such as post-traumatic stress disorder (Khoury et al., 2012), diabetes
mellitus (Pavlatou et al., 2008), and stroke prevention (Papademetriou et al.,
2004), clinical evidence supporting their application for the treatment of anxiety
disorders is not as conclusive (Reinecke et al., 2018; Shad, 2020). However,
some preclinical studies indicate that antihypertensives produce anxiolytic effects
in rodents subjected to stressful stimuli (Kumar et al., 2015; Pechlivanova et al.,
2011; Ranjbar et al., 2018), suggesting that the AT1 and AT2 receptors might be
potential therapeutical targets to alleviate the symptoms of anxiety related
disorders. Thus, the present study aimed to systematically review the literature
on animal studies that investigated the role of the RAS and the HPA axis in

anxiety.
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2. METHODS
2.1. PROTOCOL AND REGISTRATION

The present study was registered on PROSPERO (International
Prospective Register of Systematic Reviews) under the protocol n°
CRD42021231471.

2.2. SEARCH STRATEGY

A systematic search was made according to the guidelines of PRISMA
(Preferred Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-Analyses) (Liberati
et al., 2009), and was conducted using the following databases: MEDLINE
(https://www.ncbi.nim.nih.gov/pubmed/), Embase (https://www.embase.com/),
and Web of Science (https://www.isiknowledge.com). Studies published until
December 2020 were considered and a few authors were contacted for the

availability of inaccessible articles.

The search strategy was based on the following keywords: renin-
angiotensin system, hypothalamic-pituitary-adrenal axis, and anxiety. All anxiety
disorders categorized in the DMS-5 were considered (American Psychiatric
Association, 2014). MeSH (Medical Subject Headings) and Emtree (Embase
subject headings) terms were used in the development of the search terms.
Details of the search strategy can be found in the Supplementary Material (Table
S1).

2.3. STUDY SELECTION CRITERIA

The search was limited to preclinical and original experiments in both
male and female non-human animals. The inclusion criteria were: (1) studies
written in English, Portuguese, Spanish or French; (2) preclinical/experimental
studies performed on non-human animals; and (3) the mention of the relationship
between the RAS, HPA axis, and an anxiety disorder. The exclusion criteria
were: (1) clinical/experimental/qualitative studies on humans; (2) not mentioning
all the RAS, HPA axis, and an anxiety disorder; and (3) reviews, posters,

conference abstracts, oral speeches, commentaries, or theoretical papers.
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2.4. STUDY SELECTION

Duplicates of all databases were removed. Titles and abstracts were
independently screened by two authors (LB and YL) according to the inclusion
and exclusion criteria. Articles interpreted as compatible were selected for a full-
text analysis to determine whether they were or were not within the inclusion
criteria. Also, the references of selected studies were screened in search for
additional articles that met the inclusion criteria. If a divergence of opinions
emerged, a third author (VR) was consulted to discuss and reach an agreement
between the authors.

2.5. DATA EXTRACTION AND ANALYSES

After selecting the studies, the data was extracted and organized into a
table. The following information was collected: (1) author; (2) publication date; (3)
species; (4) sex; (5) age, body weight; (6) treatment; (7) behavioral test/type of

stress; and (8) results (Table 1).

2.6. QUALITY OF EVIDENCE

The evaluation of the risk of bias of the studies was carried out by two
authors (LB and YL) and in the case of divergence of opinions, a third author
(VR) was consulted (Lages et al., 2021). The analysis was performed using a
modified risk of bias table derived from SYRCLE (Systematic Review Center for
Laboratory Animal Experimentation) (Hooijmans et al., 2014). Briefly, ten
guestions were assembled and subdivided into different assessment categories.
Each of these questions were then rated as “YES” (low risk of bias), “NO” (high
risk of bias), and “UNCLEAR” (unclear risk of bias — i.e., if there are insufficient
data to assess risk of bias). A complete table of evaluation can be found in the

Supplementary Material (Table S2).

3. RESULTS
3.1. STUDY SELECTION

After the selection process based on the inclusion criteria, 8 (Armando et
al., 2001; Aswar et al., 2017; de Kloet et al., 2020, 2017; Edwards et al., 1999;
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Hlavacova and Jezova, 2008a, 2008b; Saavedra et al., 2006) experimental
studies on animal models were considered (Figure 1). Two papers were selected
through the search for the production of specific authors (Armando et al., 2001;
Saavedra et al., 2006). Studies were published between 1999 and 2020.

Figure 1 — Flow diagram of studies selection based on PRISMA guidelines (Liberati et
al., 2009).
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3.1.1. SPECIES, SEX, AND TREATMENT

All selected studies used rodents as experimental animals: six with rats
(Armando et al., 2001; Aswar et al., 2017; Edwards et al., 1999; Hlavacova and
Jezova, 2008a, 2008b; Saavedra et al., 2006) and two with genetically modified
mice (de Kloet et al., 2020, 2017). Four studies used only males (Armando et al.,
2001; Hlavacova and Jezova, 2008a, 2008b; Saavedra et al., 2006), three used
both males and females (Aswar et al., 2017; de Kloet et al., 2017; Edwards et al.,
1999), and one used only females (de Kloet et al., 2020) (Table 1).

Different drugs were studied, as well as the route of administration and
the duration of treatments (Table 1). Chronic treatments were done by the use of
subcutaneous osmotic minipumps (Armando et al., 2001; Hlavacova and Jezova,
2008a; Saavedra et al., 2006) and via gavage (Aswar et al., 2017); whereas
acute ones via subcutaneous injections (Hlavacova and Jezova, 2008b) and bath
applications during in vitro electrophysiology experiments (de Kloet et al., 2017).
Two studies didn’t use any type of pharmacological treatment (de Kloet et al.,
2020; Edwards et al., 1999).

Table 1 also shows that the majority of drugs used in the studies were
angiotensin AT1 receptor blockers (ARB) with antihypertensive activity
(candesartan (Armando et al., 2001; Saavedra et al., 2006), losartan (de Kloet et
al., 2017), and telmisartan (Aswar et al., 2017)). Moreover, one study made use
of eplerenone (Hlavacova and Jezova, 2008b), a mineralocorticoid receptor
antagonist, and in two others the treatment consisted of the application of the
anxiogenic drugs, aldosterone (Hlavacova and Jezova, 2008a) and ANG Il (de
Kloet et al., 2017).

3.1.2. BEHAVIORAL TESTS AND TYPE OF STRESS

One of the evaluated parameters was the anxiety-like behavior, through
behavioral tests (Table 1). Six studies (Aswar et al., 2017; de Kloet et al., 2020,
2017; Hlavacova and Jezova, 2008a, 2008b; Saavedra et al., 2006) used the
elevated plus maze (EPM), which is one of the main tests to assess
anxiogenic/anxiolytic responses (Walf and Frye, 2007). In addition to the EPM,
other tests were performed, such as the open field test (Aswar et al., 2017;
Hlavacova and Jezova, 2008a), forced swimming (Aswar et al., 2017), light-dark

box, and novelty-induced hypophagia (de Kloet et al., 2020). Some studies also
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submitted the animals to a certain type of stress, such as cold stress and
maternal deprivation (Edwards et al., 1999), isolation stress (Armando et al.,
2001; Saavedra et al., 2006), and restraint challenge (de Kloet et al., 2020).
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BEHAVIORAL
AGE/BODY
AUTHOR YEAR SPECIES SEX WEIGHT TREATMENT TEST/TYPE OF RESULTS
STRESS
e L
Q
% Rats:
g = cLH (congenital » Neonatal
ESl wds, 1999 learned helpless) Male (7, 14 e 21 days) Cold stress = 1 Plasma corticosterone concentrations in adult animals.
ol = cNLH Female = Adults Maternal deprivation = 1 Plasma renin activity in cLH rats and | in cNLH rats.
z (congenital non (250-300g)
g8 learned helpless)
2
l% = 1 Expression of AT2 receptors in the adrenal gland.
;g o . o = | AT1 receptors binding in the PVN and the subfornical organ.
= smotic minipump: . .
A Q@ ndo, . 10 weeks = Candesartan (0.1, 0.5 Isolation stress | Pituitary ACTH and AVP cloncentratllons.
O 2001 Wistar rats Male (250-300g) or 1.0mg/kg/14 days) (metabolic cage 24h) « | Adrenal gland catecholamines, corticosterone, and aldosterone
'D% « Vehicle concentrations.
) = | Urinary excretion of catecholamines, corticosterone, aldosterone, and
-} AVP.
o
= T CRF2 receptor expression in the lateral septum.
= T Number of entries and the time spent into the open arms of the elevated
o tic mini ) plus maze.
Saavedra Wistar Hannover . (s:?:dlgsr;]rl?a:‘r)mump. Isolation stress = Prevented the 1 in TH mRNA.
et al ' 2006 rats Male 8 weeks (0.5mglkg/14 days) (metabolic cage 24h) = | AT1 receptors’ binding in the PVN, the subfornical organ, the nucleus of
' . \'/ehicle Elevated plus maze the solitary tract and the area postrema.
= Prevented the | in CRF1 binding in cortical areas.
= Prevented the | in AT2 receptors binding in the locus coeruleus and the
inferior olive.
= 1 Daily water intake.
= T Plasma aldosterone concentrations.
Osmotic minipump: = | Plasma renin activity concentrations.
Hlavacova 7 weeks . Aldosterone ’ Open field = | Number of entries and time spent in the central area of the open field.
& Jezova 2008a Wistar rats Male (150-175g) (2ug/100g/14 days) Elevated plus maze » | Frequency of entries and time spent in the open arms of the elevated
= Vehicle plus maze.

= No alterations in both plasma and adrenal gland corticosterone
concentrations.
= No alterations in plasma ACTH concentrations.

<9
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Subcutaneous injection
2h before tests:

= 1 Plasma aldosterone concentrations.
= T Exploration and risk assessment behavior in the elevated plus maze.

Hlavacova 2008b Wistar rats Male 175-200g - Eplerenone Elevated plus maze » Atrend toward the 1 in plasma renin activity. _
& ova (100mg/kg) = No alterations in plasma ACTH and corticosterone concentrations.
< « Vehicle = No effect on frequency of entries and time spent in the open arms of the
g elevated plus maze.
©
—
S
o = 1 Expression of AT1aR in the PVN excited by Ang-Il and | when blocked
—
< by losartan.
= = 1 Systolic blood pressure by stimulation of AT1aR in the PVN.
=2 Mice (C57BL/6J): TIP.e.rcentage of tlme spent in the open arms of the elevated plus maze, by
d% oet « AT1aR-Cre Male = ANG Il (100 and Elevated plus maze inhibition of AT1aR in the PVN.
l% . 2017 . AT1aR- Female 8-10 weeks 500uM) Mild stressor as the « 1 Plasma ACTH, corticosterone, TSH, and T4 concentrations, by the
o tdTomato = Losartan (10uM) tail-blood collection stimulation of AT1aR in the PVN.
"g = | Plasma corticosterone and TSH concentrations, by the inhibition of
(@) AT1aR in the PVN.
o = The predominance of AT1aRs in the parvocellular neurosecretory CRH
x and TRH neurons.
O
D
e = T Ambulation, rearing and grooming in the open field in FLX, TMS, TMS +
- Streptozotocin to MET in treatme_nt grou_ps. _ _
induce diabetes = T Percentage in entries and time spent in open arms of the elevated plus
(30mg/kglip; 21 days) maze in treatment groups.
- Metformin Eorced swim test = 7 Blood glucose levels and serum corticosterone concentrations in
Aswar, ) Male (200mg/kg/po; 21 days) Open field diabetic animals.
etal. 2017 Wistar rats Female 200-250g = Fluoxetine Elevated plus maze = | Total immobility time in the forced swim test in treatment groups.
(20mg/kg/po; 21 days) Locomotor activity = | Ambulation, rearing, and grooming activities in the open field in diabetic
= Telmisartan animals.
(0,05mglkg/po; 21 days) » | Serum corticosterone concentrations in TMS and TMS + MET.
* Vehicle = | Serum IL-6 concentrations in treatment groups.
= | Serum IL-1B concentrations in FLX, TMS and TMS + MET.
= T ACE2 mRNA expression in the amygdala, hypothalamus, pituitary, and
Mice ACE2 adrenal gland in HOM and HET ACE2KI.
knock-in: Elevated plus maze = T Percentage of time and entries in open arms of the elevated plus maze
de Kloet = homozygous Light-dark box in HOM ACE2KI.
ot al ' 2020 (HOM ACE2KI) Female 8-12 weeks Novelty-induced = 1 Percentage time and entries in light of the light-dark box in HOM and

= heterozygous
(HET ACE2KI)

= wild type (WT)

hypophagia
Restraint challenge

HET ACE2KI.

= | Latency to consume the graham cracker in the novelty-induced
hypophagia in HOM and HET ACE2KI.

= No alterations in plasma corticosterone concentrations.

99
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3.1. RISK OF BIAS ASSESSMENT

The quality of the selected experimental studies was made based on a
table of risks of bias from SYRCLE (Table S2). None of the ten categories had a
100% probability of low risk of bias; most of them showed an unclear risk of bias,
varying between 27% — 100% (Figure 2). The last category, which evaluates
potential risks that could not be assessed before, presented 3 studies with a high
probability of risk of bias since they failed to detail information, such as the
number of animals used in each experiment (Edwards et al., 1999) and their sex
(Aswar et al., 2017; de Kloet et al., 2017) (Figure 2 and Table S2).

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90%  100%

Was the allocation sequence adequately generated and applied?
‘Were the groups similar atbaseline orwere they adjustedfor confounders in the analysis?
‘Wasthe allocation to the different groups adequately concealed during?

‘Were the animals randomly housed during the experiment?

Were the caregivers andior investigators blinded from knowledge which intervention each
animalreceived during the experiment?

‘Were the animals selected atrandom for outcome assessment?
‘Wasthe outcome assessor blinded?

Were incomplete outcome data adequately addressed?

Are reports of the study free of selective outcome reporting?

Wasthe study apparently free of other problems that could resultin highrisk of bias?

LOW RISK OF BIAS UNCLEARRISK OF BIAS HIGH RISK OF BIAS

Figure 2 — Evaluation of the risk of bias by ten categories based on SYRCLE (Hooijmans
et al., 2014).

When evaluating each study individually, the unclear risks of bias
decreased, varying from 33% — 65% (Figure 3). Both studies by Hlavacova &
Jezova (2008) showed no unclear risk of bias and had a 47% probability of low
risk. Aswar, et al. (2017), presented the highest probability of high risk of bias,
20%. Also, the study by de Kloet, et al. (2017), presented the highest unclear risk
of bias, 65% (Figure 3 and Table S2).
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0% 25% 50% 75% 100%

Edwards, King, & Fray (1999)
Armando, etal. (2001)
Saavedra, etal. (2006)

Hlavacova & Jezova (2008a)

Hlavacova & Jezova (2008b)

de Kloet, etal. (2017)
Aswar, et al. (2017)

deKloet, et al. (2020)

LOW RISK OF BIAS UMCLEARRISK OF BIAS HIGHRISK OF BIAS

Figure 3 — Evaluation of each study risk of bias by ten categories based on SYRCLE

(Hooijmans et al., 2014).

4. DISCUSSION

This systematic review analyzed studies that investigated the relationship
between the RAS and the HPA axis in the modulation of anxiety in animal
models. Taken together, the results indicate that hyperactivation of both the RAS
and HPA axis implicates in a higher expression of anxiety-like behaviors and

neurophysiological effects associated with stress.

Regarding studies that made use of antihypertensive drugs, there is a
consensus that angiotensin ATl receptor blockers modulate anxiety-like
behaviors. Animals treated with candesartan (Saavedra et al., 2006) and
telmisartan (Aswar et al., 2017) had a significant increase in the percentage of
open arms entries in the elevated plus maze. In comparison, animals treated with
aldosterone (Hlavacova and Jezova, 2008a) had a decrease in the number of
entries in the open arms. In the open field test, an anxiogenic effect was
observed in animals treated with aldosterone (Hlavacova and Jezova, 2008a),
while animals treated with telmisartan (Aswar et al., 2017) showed increased
exploratory behavior. The angiotensin-converting enzyme (ACE) converts
angiotensin | to ANG Il (Bader, 2010). Yet, the ANG Il can also be cleaved by the
angiotensin-converting enzyme 2 (ACE2) (Bader, 2010; Mohammed et al., 2020;

Patel et al., 2017). The responses mediated by ACE2 counterbalance those of
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ACE, acting as a vasodilator and anti-inflammatory (Jackson et al., 2018;
Mohammed et al., 2020), and possibly exerting anxiolytic effects (Wang et al.,
2016). de Kloet et al. (2020) used female mice genetically modified to express a
large amount of ACE2 and reported a decrease in anxiety-like behaviors in the
elevated plus maze, light-dark box, and novelty-induced hypophagia (de Kloet et
al., 2020). In the same manner, the consequences of the activation of AT1
receptors are counterbalanced by the vasodilating effects of the AT2 receptors
(Bader, 2010; Nehme et al, 2019). For example, the antihypertensive
candesartan, by blocking AT1 receptors, produced either an increase (Armando
et al., 2001) or the maintenance (Saavedra et al., 2006) in the expression of AT2
receptors in animals exposed to isolation stress. Moreover, the study by de Kloet,
et al. (2017) observed that the stimulation of AT1 receptors in the PVN, through
optogenetic techniques, increased the animals' systolic blood pressure, in
addition to increasing the levels of corticosterone, thyroid-stimulating hormone
(TSH) and T4 (de Kloet et al., 2017). In the same study, the predominance of
AT1 receptors in PVN neurosecretory cells was confirmed, when triggered by
ANG Il in vitro. However, when the antihypertensive losartan was used, the
effects of AT1 by ANG Il were blocked. These results corroborate those found in
studies that used candesartan for 14 days (Armando et al., 2001; Saavedra et al.,
2006), showing a decrease in the expression of AT1 in the PVN and in the
subfornical organ, after exposing the animals to a stressful situation. This
indicates that the use of an ARB antihypertensive can regulate the hyperactivity
of both the RAS and the HPA axis.

Glucocorticoids regulate the HPA axis by negative feedback in the
hypothalamus and the pituitary, decreasing the release of CRH and
adrenocorticotropic hormone (ACTH) (Faravelli et al., 2012). Stress disrupts this
mechanism, causing a constant activation of the axis and release of hormones
into the bloodstream (Leonard, 2005). Treatment with chronic candesartan
prevented changes in CRF1 receptors from occurring as a consequence of
isolation stress (Saavedra et al., 2006) and decreased the concentrations of
ACTH and vasopressin (AVP) in the pituitary (Armando et al., 2001), which
prevented the dysregulation of the HPA axis. In contrast, animals that were
submitted to behavioral tests and stressful stimuli showed a higher concentration
of corticosterone (Aswar et al., 2017; Edwards et al., 1999; Hlavacova and

Jezova, 2008a), as well as renin (Edwards et al., 1999), indicating hyperactivity of
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the HPA axis. However, animals treated with an antihypertensive exhibited low
concentrations (Armando et al., 2001; Aswar et al., 2017) of both molecules.

Aldosterone is the last component of the RAS, being an important
hormone responsible for stimulating sodium reabsorption (Na*) and potassium
secretion (K') (Koeppen and Stanton, 2017; Patel et al.,, 2017). Chronic
administration of aldosterone for 14 days resulted in an increase in its plasma
concentrations and the water intake (Hlavacova and Jezova, 2008a). In the same
way, the acute treatment with eplerenone, a mineralocorticoid receptor
antagonist, also led to an increase in plasma aldosterone (Hlavacova and
Jezova, 2008b). Contrary to these results, continuous treatment with candesartan
decreased aldosterone concentrations in both urine and adrenal glands
(Armando et al., 2001), in animals subjected to isolation stress. When the AT1
receptors, located in the adrenal medulla and the catecholaminergic neurons in
the brain, are activated by ANG I, catecholamines (epinephrine and
norepinephrine) are released into the organism (Aguilera, 2017; Saavedra and
Benicky, 2007). Uresin et al. (2020) subjected a group of animals to chronic
stress and observed higher plasma concentrations of epinephrine and
norepinephrine (Uresin et al., 2004). Moreover, in another group of animals that
were treated chronically with losartan, the increasing concentrations of these
catecholamines were prevented. This same effect was observed in animals
chronically treated with candesartan, resulting in a decrease in urine and the

adrenal glands’ concentrations of catecholamines (Armando et al., 2001).

Even though the 8 selected studies demonstrated an unclear risk of bias
in most evaluated categories, the results obtained from all of them showed similar
outcomes and conclusions. In sum, the hyperactivation of the RAS and HPA axis
triggers several neuroendocrine reactions, generating anxiety-like behaviors and
promoting a cycle of its hyperactivation. The administration of antihypertensive
drugs in four studies revealed regulation of the RAS and HPA axis, which
maintains homeostasis even amid aversive situations. The anxiolytic effects of
these drugs indicate a potential treatment for anxiety and mood disorders

associated with stress.

Overall, we consider that the results compiled in this systematic review
can benefit and fill the gaps in scientific, clinical, and psychological knowledge
regarding anxiety disorders. In this review, studies that explored the relationship

between the RAS and HPA axis, in animal models, showed the detrimental
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consequences of the hyperactivation of both systems, during stressful events.
Likewise, the present results demonstrated that the use of AT1 antagonists
antihypertensive (ARBs) have anxiolytic effects, regulating both the RAS and the
HPA axis, proving to be a potential therapeutical target for anxiety disorders.
Nonetheless, future studies should be carried out for better clarification of the
dosage, administration, and duration of treatment of these antihypertensives to
other clinical cases, beyond the ones with hypertension.
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ABASE SEARCH TERMS TOTAL
((Renin-Angiotensin System) OR (Renin Angiotensin System) OR (System, Renin-Angiotensin) OR (Renin-Angiotensin-Aldosterone System) OR (Renin Angiotensin Aldosterone
DLINE System) OR (System, Renin-Angiotensin-Aldosterone) OR (RAS) OR (RAAS) OR (Angiotensin Renin System) OR (Kidney Pressor System) OR (Mechanism, Renin Angiotensin 16
bMed) Aldosterone) OR (Renin Aldosterone System) OR (Renin Angiotensin Aldosterone Mechanism) OR (Renin Angiotensin Mechanism) OR (System, Renin Angiotensin) OR (System,
e

Renin Angiotensin Aldosterone)) AND ((Hypothalamo-Hypophyseal System) OR (Hypothalamo Hypophyseal System) OR (Hypothalamic-Pituitary Unit) OR (Hypothalamic Pituitary
Unit) OR (Hypophyseal Portal System) OR (Portal System, Hypophyseal) OR (Hypothalamic Hypophyseal System) OR (Hypothalamic Hypophyseal Systems) OR (Hypothalamo-
Pituitary-Adrenal Axis) OR (Hypothalamo Pituitary Adrenal Axis) OR (HPA axis) OR (HPA) OR (Hypothalamus Hypophysis Adrenal System) OR (Hypothalamic Pituitary Adrenal Axis)
OR (Hypothalamo Hypophysea Adrenal Function) OR (Hypothalamo Hypophyseal Adrenal System) OR (Hypothalamo Hypophysial Adrenal System) OR (Hypothalamus Hypophysis
Adrenal Axis)) AND ((Anxiety Disorders) OR (Anxiety Disorder) OR (Disorder, Anxiety) OR (Disorders, Anxiety) OR (Neuroses, Anxiety) OR (Anxiety Neuroses) OR (Anxiety States,
Neurotic) OR (Anxiety State, Neurotic) OR (Neurotic Anxiety State) OR (Neurotic Anxiety States) OR (State, Neurotic Anxiety) OR (States, Neurotic Anxiety) OR (Anxiety) OR (Anxiety,
Separation) OR (Separation Anxiety) OR (Separation Anxiety Disorder) OR (Anxiety Disorder, Separation) OR (Angst) OR (Nervousness) OR (Hypervigilance) OR (Anxiousness) OR
(Social Anxiety) OR (Anxieties, Social) OR (Anxiety, Social) OR (Social Anxieties) OR (Mutism) OR (Mutisms) OR (Selective Mutism) OR (Mutism, Selective) OR (Mutism, Voluntary)
OR (Mutisms, Voluntary) OR (Voluntary Mutism) OR (Voluntary Mutisms) OR (Mutism, Elective) OR (Elective Mutism) OR (Elective Mutisms) OR (Mutisms, Elective) OR (Mutism,
Organic) OR (Mutisms, Organic) OR (Organic Mutism) OR (Organic Mutisms) OR (Kussmaul Aphasia) OR (Aphasia, Kussmaul) OR (Kussmauls Aphasia) OR (Aphasia, Kussmauls)
OR (Kussmauls Aphasia) OR (Mutism, Conversion) OR (Conversion Mutism) OR (Conversion Mutisms) OR (Mutisms, Conversion) OR (Panic Disorder) OR (Disorder, Panic) OR
(Disorders, Panic) OR (Panic Disorders) OR (Panic Attacks) OR (Attack, Panic) OR (Attacks, Panic) OR (Panic Attack) OR (Agoraphobia) OR (Agoraphobias) OR (Agoraphobic
Anxiety) OR (Agoraphobic Fear) OR (Phobia, Agora) OR (Generalized Anxiety Disorder) OR (GAD))

LL
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Embase

(“Renin-Angiotensin System” OR “Renin Angiotensin System” OR “System, Renin-Angiotensin” OR “Renin-Angiotensin-Aldosterone System” OR “Renin Angiotensin Aldosterone
System” OR “System, Renin-Angiotensin-Aldosterone” OR “RAS” OR “RAAS” OR “Angiotensin Renin System” OR “Kidney Pressor System” OR “Mechanism, Renin Angiotensin
Aldosterone” OR “Renin Aldosterone System” OR “Renin Angiotensin Aldosterone Mechanism” OR “Renin Angiotensin Mechanism” OR “System, Renin Angiotensin” OR “System,
Renin Angiotensin Aldosterone”) AND (“Hypothalamo-Hypophyseal System” OR “Hypothalamo Hypophyseal System” OR “Hypothalamic-Pituitary Unit” OR “Hypothalamic Pituitary
Unit” OR “Hypophyseal Portal System” OR “Portal System, Hypophyseal” OR “Hypothalamic Hypophyseal System” OR “Hypothalamic Hypophyseal Systems” OR “Hypothalamo-
Pituitary-Adrenal Axis” OR “Hypothalamo Pituitary Adrenal Axis” OR “HPA axis” OR “HPA” OR “Hypothalamus Hypophysis Adrenal System” OR “Hypothalamic Pituitary Adrenal Axis”
OR “Hypothalamo Hypophysea Adrenal Function” OR “Hypothalamo Hypophyseal Adrenal System” OR “Hypothalamo Hypophysial Adrenal System” OR “Hypothalamus Hypophysis
Adrenal Axis”) AND (“Anxiety Disorders” OR “Anxiety Disorder” OR “Disorder, Anxiety” OR “Disorders, Anxiety” OR “Neuroses, Anxiety” OR “Anxiety Neuroses” OR “Anxiety States,
Neurotic” OR “Anxiety State, Neurotic” OR “Neurotic Anxiety State” OR “Neurotic Anxiety States” OR “State, Neurotic Anxiety” OR “States, Neurotic Anxiety” OR “Anxiety” OR “Anxiety,
Separation” OR “Separation Anxiety” OR “Separation Anxiety Disorder” OR “Anxiety Disorder, Separation” OR “Angst” OR “Nervousness” OR “Hypervigilance” OR “Anxiousness” OR
“Social Anxiety” OR “Anxieties, Social” OR “Anxiety, Social” OR “Social Anxieties” OR “Mutism” OR “Mutisms” OR “Selective Mutism” OR “Mutism, Selective” OR “Mutism, Voluntary”
OR “Mutisms, Voluntary” OR “Voluntary Mutism” OR “Voluntary Mutisms” OR “Mutism, Elective” OR “Elective Mutism” OR “Elective Mutisms” OR “Mutisms, Elective” OR “Mutism,
Organic” OR “Mutisms, Organic” OR “Organic Mutism” OR “Organic Mutisms” OR “Kussmaul Aphasia” OR “Aphasia, Kussmaul” OR “Kussmauls Aphasia” OR “Aphasia, Kussmauls”
OR “Kussmauls Aphasia” OR “Mutism, Conversion” OR “Conversion Mutism” OR “Conversion Mutisms” OR “Mutisms, Conversion” OR “Panic Disorder” OR “Disorder, Panic” OR
“Disorders, Panic” OR “Panic Disorders” OR “Panic Attacks” OR “Attack, Panic” OR “Attacks, Panic” OR “Panic Attack” OR “Agoraphobia” OR “Agoraphobias” OR “Agoraphobic
Anxiety” OR “Agoraphobic Fear” OR “Phobia, Agora” OR “Generalized Anxiety Disorder” OR “GAD”)

35

Web of

Science *

TS=("Renin-Angiotensin System” OR “Renin Angiotensin System” OR “System, Renin-Angiotensin” OR “Renin-Angiotensin-Aldosterone System” OR “Renin Angiotensin Aldosterone
System” OR “System, Renin-Angiotensin-Aldosterone” OR “RAS” OR “RAAS” OR “Angiotensin Renin System” OR “Kidney Pressor System” OR “Mechanism, Renin Angiotensin
Aldosterone” OR “Renin Aldosterone System” OR “Renin Angiotensin Aldosterone Mechanism” OR “Renin Angiotensin Mechanism” OR “System, Renin Angiotensin” OR “System,
Renin Angiotensin Aldosterone”) AND TS=(“Hypothalamo-Hypophyseal System” OR “Hypothalamo Hypophyseal System” OR “Hypothalamic-Pituitary Unit” OR “Hypothalamic Pituitary
Unit” OR “Hypophyseal Portal System” OR “Portal System, Hypophyseal” OR “Hypothalamic Hypophyseal System” OR “Hypothalamic Hypophyseal Systems” OR “Hypothalamo-
Pituitary-Adrenal Axis” OR “Hypothalamo Pituitary Adrenal Axis” OR “HPA axis” OR “HPA” OR “Hypothalamus Hypophysis Adrenal System” OR “Hypothalamic Pituitary Adrenal Axis”
OR “Hypothalamo Hypophysea Adrenal Function” OR “Hypothalamo Hypophyseal Adrenal System” OR “Hypothalamo Hypophysial Adrenal System” OR “Hypothalamus Hypophysis
Adrenal Axis”) AND TS=(“Anxiety Disorders” OR “Anxiety Disorder” OR “Disorder, Anxiety” OR “Disorders, Anxiety” OR “Neuroses, Anxiety” OR “Anxiety Neuroses” OR “Anxiety States,
Neurotic” OR “Anxiety State, Neurotic” OR “Neurotic Anxiety State” OR “Neurotic Anxiety States” OR “State, Neurotic Anxiety” OR “States, Neurotic Anxiety” OR “Anxiety” OR “Anxiety,
Separation” OR “Separation Anxiety” OR “Separation Anxiety Disorder” OR “Anxiety Disorder, Separation” OR “Angst” OR “Nervousness” OR “Hypervigilance” OR “Anxiousness” OR
“Social Anxiety” OR “Anxieties, Social” OR “Anxiety, Social” OR “Social Anxieties” OR “Mutism” OR “Mutisms” OR “Selective Mutism” OR “Mutism, Selective” OR “Mutism, Voluntary”
OR “Mutisms, Voluntary” OR “Voluntary Mutism” OR “Voluntary Mutisms” OR “Mutism, Elective” OR “Elective Mutism” OR “Elective Mutisms” OR “Mutisms, Elective” OR “Mutism,
Organic” OR “Mutisms, Organic” OR “Organic Mutism” OR “Organic Mutisms” OR “Kussmaul Aphasia” OR “Aphasia, Kussmaul” OR “Kussmauls Aphasia” OR “Aphasia, Kussmauls”
OR “Kussmauls Aphasia” OR “Mutism, Conversion” OR “Conversion Mutism” OR “Conversion Mutisms” OR “Mutisms, Conversion” OR “Panic Disorder” OR “Disorder, Panic” OR
“Disorders, Panic” OR “Panic Disorders” OR “Panic Attacks” OR “Attack, Panic” OR “Attacks, Panic” OR “Panic Attack” OR “Agoraphobia” OR “Agoraphobias” OR “Agoraphobic
Anxiety” OR “Agoraphobic Fear” OR “Phobia, Agora” OR “Generalized Anxiety Disorder” OR “GAD”)

12

* the category “TS” (topic) was used since there is a maximum of 50 terms on the data search to the category “ALL”.
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2. QUALITY OF EVIDENCE

T le S2 — Evaluation of the risk of bias by ten categories, based on SYRCLE (Hooijmans et al., 2014).

79

Edwards, et al.
(1999)

Armando, et al.
(2001)

Saavedra, et al.
(2006)

Hlavacova &
Jezova (2008a)

Hlavacova &
Jezova (2008b)

de Kloet, et al.

(2017)

Aswar, et al.
(2017)

de Kloet, et al.
(2020)

/as the allocation sequence adequately
generated and applied?

the investigators describe a random process
in the sequence generation process?

re the groups similar at baseline or were
they adjusted for confounders in the
analysis?

|
PUC-Rio- CertificagcaoDigital N° 1912268/CA

Was the distribution of relevant baseline
characteristics balanced for the intervention and
control groups?

If relevant, did the investigators adequately adjust
for unequal distribution of some relevant baseline
characteristics in the analysis?

Was the timing of treatment initiation adequate?

N/A

N/A

N/A

Was the allocation to the different groups
adequately concealed during?

Could the investigator allocating the animals to
intervention or control group not foresee
assignment?

6.
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Were the animals randomly housed during the
experiment?

80
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d the authors randomly place the cages or
animals within the animal rooms/facility?

it unlikely that the outcome or the outcome
rasurement was influenced by not randomly
housing the animals?

lere the caregivers and/or investigators
Jed from knowledge of which intervention
1 animal received during the experiment?

'as blinding of caregivers and investigators
nded ensured, and was it unlikely that their
binding could have been broken?

Were the animals selected at random for
outcome assessment?

Did the investigators randomly pick an animal
during outcome assessment, or did they use a
random component in the sequence generation

for outcome assessment?

Was the outcome assessor blinded?

Was blinding of the outcome assessor ensured,
and it was unlikely that blinding could have been
broken?

Was the outcome assessor not blinded, but do
review authors judge that the outcome is not likely
to be influenced by lack of blinding?

Were incomplete outcome data adequately
addressed?

08
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Were all animals included in the analysis?

81

fere the reasons for missing outcome data
nlikely to be related to true outcome? (e.g.
technical failure)

N/A

N/A

N/A

N/A

N/A

N/A

N/A

missing outcome data balanced in numbers
Jss intervention groups, with similar reasons
for missing data across groups?

N/A

N/A

N/A

N/A

N/A

N/A

N/A

Are missing outcome data imputed using
appropriate methods?

N/A

N/A

N/A

N/A

N/A

N/A

N/A

re reports of the study free of selective
outcome reporting?

-Rio- Certificac@oDigital N° 1912268/CA

[
uc

Q. _s the study protocol available and were all of
the study's pre-specified primary and secondary
outcomes reported in the current manuscript?

Was the study protocol not available, but was it
clear that the published report included all
expected outcomes (i.e. comparing methods and
results section)?

Was the study apparently free of other
problems that could result in a high risk of
bias?

If not, describe:

The study
mentions using
both sexes but

doesn't clarify how
many males and
females were
used for each
experiment.

The number of
animals used in
each group and
experiment is not
clear.

The study
mentions using
both sexes but

doesn't clarify how
many males and
females were
used for each
experiment.

Y =yes (low risk of bias); N = no (high risk of bias); U = unclear (unclear risk of bias — if there are insufficient data to assess the risk of bias properly); N/A = not applicable or not available.

Hooijmans, C.R., Rovers, M.M., de Vries, R.B., Leenaars, M., Ritskes-Hoitinga, M., Langendam, M.W., 2014. SYRCLE's risk of bias tool for animal studies. BMC Med. Res. Methodol. 14.
https://doi.org/10.1186/1471-2288-14-43
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