UNIVERSIDADE ESTADUAL DE PONTA GROSSA
PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAO
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS FARMACEUTICAS
ASSOCIACAO AMPLA UEPG/UNICENTRO

JULIANA BERTON

AVALIACAO DO CRESCIMENTO TUMORAL E DO COMPORTAMENTO ANIMAL
COM O USO DE PROPRANOLOL EM UM MODELO DE MELANOMA MURINO

PONTA GROSSA
2020



JULIANA BERTON

AVALIACAO DO CRESCIMENTO TUMORAL E DO COMPORTAMENTO ANIMAL
COM O USO DE PROPRANOLOL EM UM MODELO DE MELANOMA MURINO

Tese de Doutorado apresentada ao Programa de
Pds-Graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas, da
Universidade Estadual de Ponta Grossa em
Associacdo Ampla com Universidade Estadual do
Centro-Oeste.

Orientador: Prof. Dr. Giovani Marino Favero
Co-orientador: Prof. Dr. Marcelo Machado Ferro

PONTA GROSSA
2020



Berton, Juliana
B546 Avaliacao do crescimento tumoral e do comportamento animal com o uso
de propranoclol em um modelo de melanoma muring / Juliana Berton. Ponta
Grossa, 2020.
B8 f.

Tese (Doutorado em Ciéncias Farmacéuticas - Area de Concentracao:
Farmacos, Medicamentos e Biociéncias Aplicadas a Farmacia), Universidade
Estadual de Ponta Grossa.

Qrientador: Prof. Dr. Giovani Maring Favero.
Coorientador: Prof. Dr. Marcelo Machado Ferro.

1. Melanoma. 2. Propranclol. 3. Comportamento. |. Favero, Giovani Marino.
Il. Ferro, Marcelo Machado. lll. Universidade Estadual de Ponta Grossa.
Farmacos, Medicamentos e Biociéncias Aplicadas a Farmacia. IV.T.

CDD: 615.321

Ficha catalogrifica elaborada por Maria Luzia Fernandes Bertholino dos Santos- CRBS/986



;0 em ( qﬁ‘xﬂ; 4??“w Cii icas
Pés-Graduagdo em
—*-r-vw*r' macéuticas

jﬁ u_.L..J *.’..?i

u

TESE DE *3’91!77‘31.1“) El
;j(c, ‘i"f i

RACAO: FARMACOS. M A
6}‘3::13_3) (|§;1UJII lj, U‘OI“OTv NDA
'DE 2020, NA UNIVERSIDADE

-

l_L(@Aéil:i\\E{_& /\.JuL(c'

JULTAN ADlTO?u
iz yideo Muw n:

S @:L,'H' 5 9:00h00mi|
publica presidén “V‘Hf“ﬂr
e def ;:f‘t‘l? e

fana ]Jﬂ!m‘ na 1;||1|v1 \|_~ e

'E DO

/g&ﬂ’ﬁ({e?@ &Ii) @»_.Zfdm.. TO. 1&')\1.@?-!« E
PROPRANOLOL E AS

‘:i?,smm 6(0)%*(')

COMPORTAMENTO ANIMAL COM O USO DE
OU “‘(cfv,,w;foma A PRODUCAO DE CATECOLAMINAS EM U

( i@xﬂiﬁ'u DN




e

Carlos Al M | Fernandes 4 - (UNESPAR) = Titul;







A DEUS.

Aos meus pais, José Antonio e Vera, por
terem proporcionado sempre oportunidade

para meus estudos.

Ao meu esposo Paulo, pelo incentivo e

auxilio oferecido em todos 0s momentos.

A minha filha Paula, pela compreensdo da

utilizacao do tempo dedicado ao estudo.



AGRADECIMENTOS

Ao professor Dr. Giovani Marino Favero, pela orientagao, disposi¢édo e amizade.
Ao professor Dr. Marcelo Machado Ferro, por sua prontidao e disponibilidade.
Ao professor Dr. Fabio André, por sua boa vontade sempre que foi solicitado.

A professora Dra. Kéatia Sabrina Paludo, pela colaboracdo no andamento dos
experimentos.

Ao professor Dr. Daniel Fernandes, por proporcionar os primeiros contatos com o0s
animais.

Aos membros da banca de defesa, Dr. José Fabiano Costa Justus, e Dra. Juliana
Olivato, Dr. Luis Mascarenhas e Dr. Carlos Molena Fernandes pelo aceite e
disponibilidade.

A aluna e amiga Nadja Pereira Santos pelo auxilio nos experimentos e materiais.
A colega e amiga Tamara Nascimento Ferreira, pelo auxilio nos experimentos.
A Maria por ajudar com os cortes histologicos.

A Marilene que cuidou dos camundongos com dedicacao.

Aos demais colegas de turma, pela companhia e amizade.

A minha irma Mariana que sempre dedicou suas oracdes ao bom andamento desse
trabalho.

A minha amiga e professora de artes Rosane Volpi Santos que me ensinou que tudo se
alcanca com paciéncia e boa vontade.

A minha avé Luiza, que sempre me ensinou ter curiosidade e vontade de aprender.

Aos demais amigos e colegas que torcem por mim e pelo meu desenvolvimento
intelectual.

A CAPES que proporcionou o auxilio financeiro.

As demais pessoas que de alguma forma contribuiram com esse trabalho, meus sinceros
agradecimentos.



"Foi o fempo que dedicaste a
fua rosa que a fez tdo importante”.

Antonie de Saint-Exupéry



BERTON, J. Avaliacdo do crescimento tumoral e do comportamento animal com o uso de
propranolol em um modelo de melanoma murino. Orientador: Giovani Marino Favero. Ponta
Grossa, 2020. Tese (Doutorado em Ciéncias Farmacéuticas) — Universidade Estadual de Ponta
Grossa, Ponta Grossa, 2020.

RESUMO

Através da via da tirosinase séo originadas a melanina e as catecolaminas, ambas em desordem no
melanoma. As catecolaminas, de acdo no sistema nervoso simpético, funcionam naturalmente
como neurotransmissores ou hormoénios e vem sendo relacionadas a progressdao do tumor e
alteracOes psicoldgicas e comportamentais. Neste sentido, o propoésito desse trabalho foi avaliar o
uso do B-bloqueador propranolol na progressdo do tumor e em alteracGes comportamentais como
ansiedade e depressdo em melanoma murino. O ensaio in vitro de viabilidade celular MTT (3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il) -2,5 difeniltetrazéliobrometo) foi realizado com propranolol nas concentracdes
0,01; 0,1; 0,3; 1,0; 3,0; 10 mM e avaliados apds 24, 48 e 72 horas utilizando-se células B16F10.
Para o ensaio in vivo foram utilizados camundongos C57BL6/J, submetidos ao implante de células
tumorais e posteriormente tratados e avaliados por 20 dias quanto ao crescimento tumoral com
determinacédo do volume. A regido da substancia nigra foi avaliada através de cortes histoldgicos.
Os grupos foram compostos por camundongos sadios controle e tratados com solugéo oral de
propranolol nas doses de 10 e 40 mg/kg/dia e camundongos portadores de melanoma controle e
tratados com solugédo oral de propranolol nas doses de 10 e 40 mg/kg/dia. Durante o tempo de
tratamento foram realizados os testes comportamentais de campo aberto, nado forcado, labirinto
em cruz elevado e teste de esconder esferas em tumor inicial e em tumor consolidado. Como
resultados no teste de viabilidade MTT, o propranolol diminuiu a viabilidade celular nas
concentragfes de 0,3; 1,0; 3,0; 10 mM em 24, 48 e 72 horas. Na experimentagdo in vivo 0
tratamento com propranolol diminuiu o crescimento tumoral na dose de 40 mg/kg/dia em 15 dias
de tratamento. O teste de campo aberto ndo apresentou diferenca no tempo 1 e houve reducdo da
locomocdo no tempo 2 nos grupos propranolol tratados com 10 e 40 mg e no grupo portador de
melanoma 40 mg, quando comparados ao controle sadio. Os testes labirinto em cruz elevado e teste
de esconder esferas ndo apresentaram diferenca estatistica em nenhum dos tempos avaliados. O
teste de nado forgado apresentou diferenca estatistica no tempo de natacdo dos grupos portador de
melanoma 40 mg e grupos sadios tratados com propranolol 10 mg e 40 mg e no comportamento de
imobilidade todos os grupos ficaram mais tempo imdveis que o controle sadio em tempo 1.
Concluiu-se que o propranolol pode ter um papel importante na progressdo tumoral devido a
citotoxicidade in vitro e inibitério para o crescimento tumoral medido in vivo e nos testes
comportamentais o propranolol proporcionou efeito depressivo no nado, ndo sendo eficaz como
ansiolitico ou antidepressivo e alterou de forma discreta a motilidade em testes no tempo 2
dificultando a diferenciacdo de um efeito na locomog¢édo. N&o houve diferenca entre os grupos na
regido da substancia nigra.

Palavras-chave: melanoma, propranolol, comportamento



BERTON, J. Evaluation of tumor growth and animal behavior using propranolol in a murine
melanoma model. Supervisor: Paulo Vitor Farago. Ponta Grossa, 2020. Thesis (PhD in
Pharmaceutical Sciences) — State University of Ponta Grossa, Ponta Grossa, 2020.

ABSTRACT

Through the tyrosinase pathway, melanin and catecholamines originate, both in melanoma
disorder. Catecholamines, which act on the sympathetic nervous system, function naturally as
neurotransmitters or hormones and have been linked to tumor progression and psychological and
behavioral changes. In this sense, the purpose of this work was to evaluate the use of the B-blocker
propranolol in tumor progression and in behavioral changes such as anxiety and depression in
murine melanoma. The in vitro MTT cell viability assay (3- (4,5-dimethylthiazol-2-yl) -2,5
diphenyltetrazolium bromide) was performed with propranolol in concentrations 0.01, 0.1, 0.3, 1.0,
3.0, 10 mM and evaluated after 24, 48 and 72 hours using B16F10 cells. For the in vivo test,
C57BL6/J mice were used, submitted to the implantation of tumor cells and subsequently treated
and evaluated for 20 days for tumor growth with volume determination. The groups were composed
of healthy control mice and treated with oral solution of propranolol at doses of 10 and 40
mg/kg/day and mice with control melanoma and treated with oral solution of propranolol at doses
of 10 and 40 mg/kg/day. During the treatment period, behavioral tests of open field, forced
swimming, elevated plus maze and test of hiding spheres in initial tumor and in consolidated tumor
were performed. As a result of the MTT viability test, propranolol decreased cell viability at
concentrations of 0.3, 1.0, 3.0, 10 mM in 24, 48 and 72 hours. In the in vivo experimentation,
treatment with propranolol decreased tumor growth at a dose of 40 mg/kg/day in 15 days of
treatment. The open field test showed no difference in time 1 and there was a reduction in
locomotion in time 2 in the propranolol groups treated with 10 and 40 mg and in the group with
melanoma 40 mg, when compared to the healthy control. The elevated plus-maze tests and the
marble-burying test showed no statistical difference in any of the evaluated times. The forced swim
test showed a statistical difference in the swimming time of the groups with melanoma 40 mg and
healthy groups treated with propranolol 10 mg and 40 mg and in immobility behavior all groups
remained immaobile longer than the healthy control in time 1. It was concluded that propranolol
may have an important role in tumor progression due to in vitro cytotoxicity and inhibitory to tumor
growth measured in vivo and in behavioral tests propranolol provided a depressive effect on the
swim, not being effective as an anxiolytic or antidepressant and altered accordingly discrete form
motility in tests over time 2 making it difficult to differentiate an effect on locomotion.

Key-words: melanoma, propranolol, behavior
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INTRODUCAO

O melanoma é o mais agressivo cancer de pele e considerado problema de satde publica
mundial (GARCIA et al., 2019) que aumentou nas Ultimas décadas e causa 80% das mortes por
cancer de pele. Considerado resistente a maioria das terapias existentes, possui mau prognostico
para o paciente e, por isso, é crucial a sua investigacdo (PALUNCIC et al., 2016).

A origem do melanoma esta nos melandcitos. Estas células estdo sempre em intimo contato
fisico e funcional com outras células epidérmicas, realizando a secrecdo de varias citocinas
(ESPARZA et al., 1997). Nos melandcitos estdo os melanossomas, que contém o pigmento
melanina. A sintese da melanina comeca com oxidacdo enzimatica de L-tirosina a levodopa e
oxidacdo de levodopa a dopaquinona (OLIVEIRA; JUNIOR, 2003), sendo uma via comum
existente entre a producdo das melanoproteinas e a producdo das catecolaminas.

Em melanoma, a noradrenalina favorece a expressdo dos genes de IL-6, IL-8, VEGF e
receptores B-adrenérgicos em estudos com linhagens de células humanas (KAO; LUU, 2019). Os
receptores B-1 e -2 adrenérgicos foram encontrados em células melanociticas de nevos benignos,
em nevos atipicos e em melanomas malignos, sendo que em linhagens de células de melanoma a
expressao foi maior (MORETTI et al., 2013).

Em virtude da sua anaplasia, 0 melanoma pode secretar diversas catecolaminas, sendo
possivel ocorrer um aumento das respostas simpaticas pelo organismo, resultando em outras
patologias associadas ao cancer como insuficiéncia renal, hipertensdo e disturbios psiquicos.

Individuos com céancer sdo suscetiveis a depressdo e déficit cognitivo. A avaliacdo do
quadro ansioso ou depressivo baseia-se na aplicagdo de modelos comportamentais, que avaliam a
reatividade emocional do animal, nos quais apresentam comportamentos de exploracdo do
ambiente ou podem apresentar aversdo e esquiva (KALUEFF; WHEATON; MURPHY, 2007). Em
estudo com modelo animal com tumor periférico induzido, foram relatadas alteragdes
comportamentais, mas, 0s mecanismos exatos ndo estdo elucidados (YANG et al., 2014). O
estresse também pode atuar como um co-fator para a iniciagéo e progressdo do cancer, podendo a
catecolamina epinefrina estar envolvida neste processo, sendo relacionada a angiogénese e
metastase (YANG et al., 2010).

A investigacdo sobre as intervencBes com componentes de ativacdo simpética, ou a

utilizagdo de agentes PB-bloqueadores, podem representar novas estratégias para retardar a
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progressdo da doenga maligna e auxiliar na qualidade de vida dos doentes com cancer (YANG et
al., 2010). Recentemente, estudos apresentam resultados contrastantes acerca da eficacia de f-
bloqueadores na progressao do melanoma, ndo sendo facil a compreensao das discrepancias entre
resultados (WROBEL; LE GAL, 2015).

Desta forma, o presente estudo propGe a avaliagdo do propranolol, na progresséo tumoral e
producédo de catecolaminas, bem como a avaliagdo do comportamento animal, como forma de
diminuir a progressdo tumoral e minimizar os possiveis distdrbios psiquicos nos portadores de
melanoma, dentre eles ansiedade e depressdo. Ainda nédo esta elucidado até que ponto o0 melanoma
afeta a qualidade de vida dos portadores e se experimentam sofrimentos psicolégicos (BEUTEL et
al., 2015).
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 MELANOMA

O melanoma cuténeo € uma neoplasia letal e altamente invasiva; é considerado o cancer
de pele mais agressivo, embora ndo tenha alta incidéncia quando comparado aos outros
canceres, € um problema de satde publica (JEMAL et al., 2010). Nos ultimos 40 anos a
incidéncia do melanoma tem aumentado cerca de 3 a 8% ao ano em todo mundo (SITUM et
al., 2014). De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude, anualmente s&o registrados de 2 a
3 milhdes de casos de cancer de pele ndo-melanomas e desses, sdao 132 mil casos de melanoma
maligno.

O répido crescimento em conjunto com a producdo aumentada de melanina faz o
melanoma manifestar-se, habitualmente, como uma pinta escura (marrom ou negra) de bordas
assimétricas, sendo acompanhadas de coceira e descamacao (SCHUCHTER, 2001). Origina-se
nos melandcitos e destaca-se por sua agressividade, proliferacdo celular rapida, metastases
precoces e prognostico silencioso (MERVIC, 2012). Nos homens, localiza-se
preferencialmente em ombros e costas e nas mulheres em extremidades inferiores, sendo
diagnosticado anteriormente por volta dos 50 anos, e mais recentemente (Ultima década) entre
25 e 40 anos e muito raramente na infancia (SITUM et al., 2014). O melanoma nodular,
especificamente, pode adquirir diferentes coloracGes, como escura, castanha, multicolorida ou
ndo apresentar coloracdo (ERLIC; FISCHER, 2018).

Com o aprofundamento nos estudos sobre o melanoma, foi possivel perceber que ele
pode ser classificado de acordo com alguns critérios como: estagio da doenca, localizacdo
anatdmica, lesdo primaria, expressao de oncogenes e presenca de biomarcadores; isso favoreceu
as abordagens especificas para cada critério que trazem avancos na historia da doenca
(FLAHERTY; HODI; FISHER, 2012).

A principal forma de tratamento para o0 melanoma cutaneo é cirdrgica, com ressec¢ao
da leséo e varias vezes com disseccdo do linfonodo. Como adjuvantes ao tratamento podem ser
utilizadas a quimioterapia, a radioterapia e a imunoterapia, porém pouco satisfatérias e com
muitos efeitos colaterais (PIRES, 2017). Mesmo ap0s a retirada cirurgica, os pacientes podem
apresentar metastases distantes que definem o mau prognoéstico de mais 5 anos de vida em
média para esses pacientes (WEINSTEIN et al., 2014).

A etiologia do melanoma é multifatorial, sendo o fator genético muito importante e 0s

fatores de risco adicionais séo: exposicao solar e luz ultravioleta em excesso, peles de cor clara
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(embora ocorram também em peles escuras); e ainda, tém sido relatada a incidéncia aumentada
em imunodeprimidos e pacientes com altos niveis de estresse no trabalho (SINNYA &
DE’AMBROSIS, 2013). Os casos relacionados a hereditariedade, representam 5 a 10 % do total
dos registros (ERLICH; FISCHER, 2018).

O melanoma maligno origina-se nos melandcitos que passam a ser células cancerosas
depois de alteragcdes bioquimicas e moleculares. Os precursores dos melandécitos sdo células
que se originam da crista neural e no periodo de desenvolvimento embrionério se diferenciam
em melanoblastos, ap6s migracao para a derme e, posteriormente, em melandcitos na epiderme.
(WALKER; HAYWARD, 2002). Os melanocitos tém a funcdo de produzir melanina
(eumelanina e feomelanina), pigmentos que protegem a célula de danos ao DNA devido a
radiacdo ultravioleta (UV) proveniente da luz solar. A sintese da melanina tem sua regulacéo
realizada por muitos agentes, incluindo horménios (BOURNEUF, 2017), sendo que a
melanogénese reflete no comportamento do melanoma e na resposta aos tratamentos
(SLOMINSKI et al., 2004).

Quando a célula é exposta a radiacdo UV, a melanina migra dos melandcitos aos
queratindcitos, que sdo as células que controlam o crescimento dos melandcitos e a liberagédo
da melanina, quando hé perda de controle desse processo € que surge a hipotese da ocorréncia
do melanoma, inclusive com a possibilidade de saida dos queratindcitos da pele para outros
6rgaos (FAIAO-FLORES; SMALLEY, 2018).

Com relacdo ao potencial de desencadear metastases, 0 melanoma é altamente capaz,
estando esse fato envolvido na maioria das mortes por cancer de pele. (LEE; BARTHEL,;
SCHATTON, 2014). As neoplasias priméarias que mais constantemente originam metastases
séo a leucemia, linfoma, o cancer de mama e melanoma maligno (WANG et al., 2014). No
melanoma maligno, uma das hipo6teses mais importantes para a formacdo das metastases € a
funcdo antiapoptotica, que traz como consequéncia a tolerancia as drogas quimioterapicas dos
tratamentos (CANDIDA et al., 2014). Além da capacidade de metastatizar, outro fator revelante
e favoravel ao melanoma € a vascularizagdo do tumor. Ate que o tumor atinja 3 mm, a nutricdo
é feita por difusdo passiva, logo apds se inicia 0 processo de angiogénese no tumor até que este
esteja vascularizado e, ap0s isso, a massa de células comeca a aumentar (NAVES et al., 2017).

Entre os canceres, o melanoma, é tido como um dos mais imunogénicos e com
caracteristicas clinicas e histologicas heterogéneas, além de numero elevado de mutacdes
(CORICOVAC et al., 2018). As pesquisas tém mostrado que as alteragdes genéticas aparecem
em mais de 70% dos melanomas cutaneos, em genes relacionados com supressao e progressao
celular (LEE; BARTHEL; SCHATTON, 2014) e essa natureza heterogénea, faz com que o
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melanoma seja 0 mais agressivo tipo de cancer e com instabilidade de genes mutados, e que
possua um bom progndstico se retirado cirurgicamente, com diagnéstico no inicio da doenca,
mas ndao sem alternativas eficazes quando o estagio ou as metastases estdo avancgadas
(CORICOVAC et al., 2018).

Nas metastases, ha hipoteses de que séo as células iniciadoras do melanoma maligno
(conhecidas como MMICs), que possuem capacidade de propagacdo, autorrenovagdo e
diferenciacéo. A presenca dessas células, esta relacionada com mau prognostico e elas podem
estar no sangue periférico dos pacientes com melanoma (LEE; BARTHEL; SCHATTON,
2014). J& foram identificadas também células quimiorresistentes em culturas de células de
melanoma apresentando a expressdo de genes compativeis com os de células-tronco (FRANK
et al., 2005).

Estudos in vivo e in vitro demonstraram que a noradrenalina influencia na expressao do
gene do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), da interleucina 6 (IL-6) e interleucina
8 (IL-8), que estdo associadas a progressdo tumoral, através de angiogénese e metastases
(MORETTI et al., 2013). A IL-6 foi apontada como citocina importante nas metastases em
melanoma devido a promocdo do sinal de transducéo e ativacdo da via de transcricdo (KUMARI
etal., 2016).

Apos instalado, 0 melanoma mantém sua progressdo e torna-se tardia a morte celular
programada, a aptoptose. Esse processo € modulado por reguladores genéticos e metabodlicos,
gue controlam os efeitos de sobrevivéncia ou morte de células tumorais e células normais
(IVANOV; HEI, 2015). Devido as lacunas que as tentativas de contencdo do melanoma
apresentam, estudos trabalham com a modulagéo da resposta imune antitumoral, com terapias
sisttmicas ndo especificas, reguladores negativos ou imunoestimulantes inespecificos
(PARDOLL, 2012). O interferon e a interleucina-2 tém sido utilizadas, juntamente com
substancias quimioterapicas para aumentar o tempo de sobrevida dos pacientes (KEILHOLZ et
al., 2005). Estudos com moléculas inibidoras contra proteinas especificas oncogénicas também
tém sido desenvolvidos (FLAHERTY; HODI; FISHER, 2012). Outra estratégia de tratamento
testada foi baseada na capacidade do melanoma de desencadear repostas imunes antitumorais,
entdo, uma alternativa foi utilizar anticorpos dirigidos contra antigenos tumorais especificos
identificados em pacientes com melanoma. Tambéem estdo sendo utilizadas as associa¢fes na
imunoterapia para tentar conter a progressdo do melanoma, como exemplo a terapia com anti-
PD-1 (anticorpo da proteina de morte celular programada 1), proteina que se liga aos seus
receptores causando supressdo do sistema imunolégico, e quando utilizada associagdo em com

propranolol obteve reducdo no crescimento do tumor, enquanto a anti-PD-1 sozinha né&o
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apresentou resultado, o que sugere que o propranolol é benéfico para 0 melanoma (BUCSEK
et al., 2017).

Entretanto, mesmo com o0 avanco das pesquisas, as terapias combinadas ainda
apresentam vantagens no tratamento do melanoma, devido a resisténcia que o tumor adquire
frente aos tratamentos de imunoterapia, considerados os mais especificos e modernos na
atualidade. Também estdo sendo utilizadas abordagens da bioinformatica para considerar as
interacGes complexas com o sistema imune e tentar tragar ensaios mais assertivos (ASCIERTO
et al., 2019), embora devido a sua complexibilidade, pesquisas realizadas com essa doenga
ainda sdo consideradas desafiadoras (CORICOVAC et al., 2018).

Contudo a grande gquantidade de informacdes disponiveis sobre o desenvolvimento do
melanoma, progresséo e expressao génica foram obtidas a partir dos modelos celulares; mesmo
que essas linhagens possam apresentar diferentes respostas quanto ao meio em que estdo, ou
seja, a cultura ou 0 animal (HERLYN; FUKUNAGA-KALABIS, 2010).

As linhagens celulares tumorais tém sido amplamente utilizadas, pois permitem elucidar
0s processos que ocorrem na doenca de forma rapida. A linhagem de células B16F10, foi
apresentado pela primeira vez por Fidler (1973) e é originaria de um tumor espontaneo de
melanoma em camundongos C57BL6/J. A B16F10 ¢ uma linhagem com alta capacidade
metastatica e com confiabilidade em relacdo aos dados de imunologia e imunoterapia, sendo
adequada para a maioria dos modelos e ensaios experimentais (LIU et al., 2018).

Também ¢é crescente a utilizacdo dos modelos murinos com implante das células
tumorais de melanoma. O modelo perfeito para estudos in vivo seria aquele que tivesse a
capacidade de desenvolver o melanoma a partir da exposi¢do a radiacdo UV, mimetizando a
doenca humana, e atendendo a requisitos histopatolégicos e imunol6gicos. Apesar deste fato,
0os modelos animais com camundongos tém constituido avangos consideraveis no
esclarecimento da doenca (CORICOVAC et al., 2018). Os camundongos C57BL6/J, isogénicos
sdo imunocompetentes e considerados ferramenta Gtil para estudos do melanoma, devido a
interacdo entre melandcitos, células imunes e células B16F10, por conseguirem originar o
melanoma e as metastases em pouco tempo apds a inoculacéo (L1U et al., 2018). Uma limitacao
decorrente do uso dos modelos murino € a localizagdo dos melandcitos no camundongo, que se
localizam nos foliculos pilosos e nas regides sem pelos (orelhas, patas) e em humanos, 0s
melandcitos localizam-se entre a derme e a epiderme, o que obstrui o entendimento de eventos
da doenca (WALKER; HAYWARD, 2002).
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2.2 PROPRANOLOL

O propranolol  (1-isopropilamino-3-(1-naftiloxi)-2-propanol),  beta-bloqueador
adrenérgico, foi descoberto em 1964 por James Black e colaboradores na Industria Quimica
Imperial na Inglaterra. A sintese ocorreu a partir da modificagdo da molécula do pronetalol,
uma droga eficaz na angina, cardiomiopatia hipertrofica e feocromocitoma, mas com muitos
efeitos colaterais (BLACK; DUNCAN; SHANKS, 1965).

A nova droga propranolol, B-adrenérgico bloqueador ndo seletivo, foi aprovada pelo
Food and Drug Administration (FDA) em 1967, trés anos apds sua descoberta, sem ter sido
testada nos Estados Unidos. Na época ocorreu um estudo clinico realizado com um ndmero
reduzido de pacientes, com falha ética e viés de género, mas alavancou uma nova fase no
tratamento de arritmias cardiacas, insuficiéncia cardiaca congestiva e doenca arterial
coronariana (MANU; ROGOZEA, 2016).

O propranolol esta sendo utilizado ha, em média, 40 anos para o tratamento de multiplas
patologias cardiacas como exemplo: angina de peito, arritmia e hipertensdo arterial com 6timo
perfil de seguranca em adultos (MELO; GONCALVES; ANJOS, 2013) e vem sendo prescrito
em baixas doses para fobia social ou ansiedade social (NARDI, 1999). Entretanto para
compreensdo da automedicacao individual e grupal com betabloqueadores em fobias sociais ou
ansiedade de desempenho, bem como a prevaléncia do uso e sua importancia ainda séo
necessarios mais estudos. Os betablogueadores vém sendo utilizados para ansiedade de
desempenho a trés décadas, com ingestdo de uma hora antes do evento a ser executado, e podem
interromper sintomas autondémicos que causam o medo social (FONTANELLA, 2003).

O propranolol tem acdo nos receptores Bl e B2 adrenérgicos. Os receptores beta-
adrenérgicos (B-AR), fazem parte da atividade fisiolégica normal e sdo o alvo das
catecolaminas, para que o corpo possa dar a resposta de “Lutar ou Fugir” através da via beta-
adrenérgica do sistema nervoso simpatico (CHANG et al., 2015); também sdo conhecidos por
adrenoceptores e estdo envolvidos nos processos celulares do céncer em angiogénese,
metastase, progressdo, invasdo e apoptose (SOOD et al., 2010), e sdo também o0s receptores-
alvo dos B-bloqueadores, que quando presentes, impedem a ligacdo das catecolaminas
(MACCARI et al., 2017).

Com relacdo ao cancer, o envolvimento do sistema neuroendocrino no microambiente
tumoral e metastatico tem sido avaliado e com isso ocorreu a oportunidade da utilizagdo de
drogas que inicialmente eram dirigidas para doengas cardiovasculares, como os f-

bloqueadores, conseguirem ser utilizadas como alternativa para contencdo da progresséo
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tumoral (DE GIORGI et al., 2012). Apesar de varios estudos mostrarem a eficacia do uso dos
B-blogueadores em estudos de células tumorais, em humanos os resultados de alguns estudos
sdo contraditdrios quando associam-se 0s 3-bloqueadores e o cancer, o que reflete a sua relagéo
complexa (YANG, 2010).

Os estudos a seguir sdo exemplos em que ocorreram vantagens com o uso do propranolol
na progressao tumoral. No estudo de Perron e colaboradores (2004), pacientes com cancer de
préstata e em uso de anti-hipertensivos beta-bloqueadores foram avaliados, e a incidéncia de
cancer foi menor nestes pacientes quando comparado com 0s que usavam outras classes de anti-
hipertensivos ou controle; neste estudo somente os anti-hipertensivos a e B-bloqueadores
diminuiram o risco da doenca e os bloqueadores dos canais de calcio ou os inibidores da enzima
conversora de angiotensina nao apresentaram o efeito.

O propranolol também foi investigado no cancer de mama, com propdsito de melhoria
de progressdo e sobrevida em ratos; mecanismos apoptoticos e de imunomodulacdo direta,
associadas com a atividade anti-angiogénica indireta foram observados (ABDIN; SOLIMAN,;
SAIED, 2014). Estudos também apresentaram o risco diminuido em desenvolver cancer de
estbmago, colon, prostata, pescoco e cabeca em casos de pacientes que receberam tratamento
com propranolol (CHANG et al., 2015). O propranolol também foi reportado por exibir um
efeito anti-angiogénico nos hemangiomas infantis e adultos e adicionalmente em alguns tipos
de céancer, o farmaco pode exibir um efeito inibidor sobre o crescimento do tumor e expressao
de fatores angiogénicos em xenoenxertos de neuroblastoma, que podem proporcionar
conhecimento do papel dos B-bloqueadores no neuroblastoma em ratos xenotransplantados (XU
et al., 2013). Em estudos epidemioldgicos e estudos pré-clinicos os B-bloqueadores estdo
relacionados com o melanoma, mesmo sem a elucidacdo completa dessa relacéo, considera-se
a validade como adjuvante de tratamento para os pacientes portadores de melanoma (ZHOU et
al., 2016).

Os experimentos realizados por Wrobel e Le Gal (2015) propGem que o propranolol
desequilibra a expressao de proteinas pré e antiproliferativas e também interfere em genes pré
e anti-apoptoticos, de modo positivo para manter a inibicdo da proliferagdo e a inducéo de
apoptose em melanoma. O propranolol é tido como um medicamento com agdo vasoativa, mas
que apresenta atividade no melanoma como antitumoral e antiangiogénico (MACCARI et al.,
2017).

Os betabloqueadores foram testados em estudos pré-clinicos e clinicos demonstraram
ser eficazes para diminuir a progressao do melanoma e a recorréncia da doenca, S&0 uma opgao

de precgo acessivel se obtiverem maiores comprovacoes de eficacia (KAO; LUU, 2019). Di
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Giorgi et al. (2018) realizaram um estudo clinico, no qual participaram 121 pacientes com
diagndstico de melanoma cuténeo e sem metéstases. O estudo teve duracdo de 3 anos e nele
utilizaram propranolol como adjuvante ao tratamento do melanoma e houve a progressao da
doenca em 15.8% dos pacientes tratados e 41.2% em pacientes nao tratados com propranolol.
O uso de propranolol e outros betabloqueadores em estudos pré-clinicos demonstraram a
inibicdo da progressédo do tumor e da angiogénese quando a resposta da via noradrenalina-
dependente foi inibida (TALARICO et al., 2016; SLOAN et al., 2010).

Estudos clinicos utilizando a associacéo de propranolol e pembrolizumabe estdo sendo
desenvolvidos e encontram-se em fase I, Il e IV (ASCIERTO et al., 2019).

Em relacdo ao uso do propranolol em estudos com cultura de células, o cloridrato de
propranolol impediu a proliferacdo e induziu a apoptose em culturas primarias de células de
melanoma primario e de metastase de melanoma humano, como também em linhagens de
células de melanoma (A375, Mewo, e Mel-CLS3); quanto a expressdo de receptores, essas
células apresentaram receptores f1 (WROBEL,; LE GAL, 2015).

Quanto a expressdo dos subtipos de receptores adrenérgicos (B1, B2 ¢ B3), esta foi
detectada em diferentes tipos de cancer: mama, rins, cérebro, ovario, pulméo, prostata e figado
(MORETTI etal., 2013; SOOD et al., 2010). Em células B16F10, para a avaliacao da expressdo
receptores P, estas células foram retiradas de tecido cardiaco de ratos “knockout™ e selvagens,
e quantificados por PCR, e o estudo obteve a confirmacdo da expresséo de receptores 2 e
auséncia de receptores p1 em células B16F10 (MACCARI et al., 2017). J& os estudos de Dal
Monte e colaboradores (2013) mostraram que os receptores -3 também estdo presentes nas
células B16F10, comprovados por estudo em que os camundongos foram inoculados com
B16F10 e como tratamento foi administrado um bloqueador -3 especifico.

Ainda sobre a expressao dos receptores beta adrenérgicos em células de melanoma, no
estudo de Calvani e colaboradores (2015) foi relatado que todos os receptores B-adrenérgicos
estdo superexpressos no melanoma, porém a expressio dos receptores B-3 adrenérgicos esta
relacionada a sua agressividade. A falta de opgdes de farmacos B-adrenérgicos especificos para
receptores -3 dificulta a avaliagcdo da sua func¢éo no processo (DAL MONTE et al., 2013).

Os receptores [3-3 adrenérgicos estdo expressos, além das células tumorais, também em
células estromais in vivo do microambiente do melanoma; a ativagdo dos receptores -3 das
celulas acessorias estimula tanto a liberagdo de citocinas inflamatorias quanto a angiogénese.
Medicamentos dirigidos aos receptores [3-3 adrenérgicos das células estromais ndo tumorais
(fibroblastos, macréfagos e células endoteliais), como o propranolol, podem ser uma alternativa

para diminuir a resisténcia a drogas nos pacientes com melanoma. (CALVANI et al., 2015).
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As catecolaminas tém sido relacionadas ao cancer devido aos seus efeitos nos receptores
B-adrenérgicos, presentes nessas células tumorais (TANG et al., 2013). Diante dessas
informacdes, a regulacdo do crescimento do melanoma seria o papel do beta-bloqueador
propranolol, antagonizando os efeitos da norepinefrina que atua como hormonio nessas células
da pele (queratinécitos e melandcitos) (MORETTI et al., 2013) através do bloqueio dos
receptores beta e progressdo tumoral (YANG et al., 2009). A norepinefrina através dos
receptores B-adrenérgicos nas células T apresentou efeito imunossupressor, mas esse aspecto

ainda é pouco investigado nas pesquisas (ASCIERTO et al., 2019).

2.3 COMPORTAMENTO

O sistema nervoso central e periférico pode ser significativamente comprometido
quando hé& presenca de cancer; os sinais e sintomas neuroldgicos estdo presentes em cerca de
30% a 50% dos pacientes que se dirigem a consulta neuroldgica em hospitais de servigo
oncologico (BALDWIN; ZIVKOVIC; LIEBERMAN, 2012). O melanoma, 0 osteossarcoma e
o carcinoma de células renais geralmente sdo considerados radiorresistentes e 0s pacientes
portadores que rapidamente desenvolvem déficits neuroldgicos sdo menos suscetiveis a
melhora do que aqueles que desenvolvem déficits gradualmente (TORRES; MARADEI;
TABAK, 2012).

No melanoma, as lesdes cutaneas sao consideradas lesbes de risco, porém a mais
provavel causa de mortalidade vem da proliferacdo melanocitica "benigna™ no cérebro ou no
sistema nervoso central do portador de melanoma. Convulses e hidrocefalia séo manifestacdes
neuroldgicas comumente encontradas e podem estar presentes nos primeiros anos de vida. O
tratamento é sintomatico e a morte ocorre nos trés anos do inicio dos sintomas neurologicos
(ISLAM, 2015). Fawzy e colaboradores (1993) avaliaram recorréncia e sobrevivéncia de
pacientes com melanoma maligno que participaram de um grupo de intervencdo psiquiatrica
por seis semanas, logo apds diagnostico e tratamento cirargico inicial e que foram reavaliados
de 5 a 6 anos depois do diagndstico. Os pacientes que passaram por intervencdo psiquiatrica
obtiveram maior de tempo de sobrevivéncia e menor recorréncia da doenga, considerando a
intervengdo necessaria e ndo um tratamento apenas alternativo.

A psiconeuroimunologia elenca fatores de comportamento, estresse psicologico e
sistema imunoldgico como agentes influenciadores da salde, inclusive no cancer. (YANG,
2010). Algumas das formas de estresse atuais como: sociais, emocionais, privacao de glicose e

dor refletem gerando tanto emocOes negativas como irritabilidade e raiva, quanto como
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alteracbes de comportamento, como ansiedade, depressdo e altera¢cBes em varios 6rgaos do
corpo (HERING; LACHOWSKA; SCHLAICH, 2015). Estudos demonstram que sintomas de
depressdo e ansiedade tém maior incidéncia em pacientes com cancer quando comparadas a
outros tipos de doencas cronicas. A presenca de ansiedade e depressdo pode afetar o
funcionamento fisico, emocional e cognitivo (SALVETTI et al., 2020) e aliados a sintomas
psiquiatricos sdo um desafio em pacientes com céancer, da mesma forma que sdo dificeis
intervencdes terapéuticas (MOUSSAS et al., 2012).

Na avaliacdo de incidéncia de ansiedade e depressao anterior a quimioterapia e a
interferéncia desses sintomas na qualidade de vida, um estudo encontrou ansiedade em 21,8%
dos e depressdo em 23,6% dos pacientes, demonstrando impacto negativo desses sintomas na
qualidade de vida dos pacientes (SIMAO et al., 2017). E em estudo realizado com 107 pacientes
com cancer avaliados quanto a qualidade de vida e sintomas foram identificados: fadiga em
76,6%, dor em 42,1%, ansiedade em 31,8% e depresséo em 21,5%. A depressao e a ansiedade
pioram a qualidade de vida e se correlacionam com os sintomas fisicos (SALVETTI et al.,
2020).

Na tentativa de elucidar os disturbios neuropsicolégicos que ocorrem nos pacientes com
cancer e observar se ha prolongamento na sobrevida dos portadores, alguns estudos tém sido
desenvolvidos com foco no comportamento. Devido as dificuldades de estudo de sintomas
como ansiedade e depresséo em pacientes humanos portadores de tumores, os modelos animais
de doencas psiquiatricas humanas estdo entre as ferramentas de grande valia para investigar a
neurobiologia e a etiologia ainda obscura nesses estados humanos (DE BROUWER,;
WOLMARANS, 2018). O estudo de modelos comportamentais pode revelar as interagdes entre
as células tumorais e 0 seu ambiente, onde a metastase e a progressao do tumor séo originadas
e moduladas (PANTALEAO; LUCHS, 2010).

Entre os sintomas do paciente com melanoma, a depressdo é uma doenga comumente
observada. No estudo de Lebefia e colaboradores (2014), em machos que foram inoculados com
células tumorais de melanoma B16F10 e submetidos a testes avaliativos do comportamento,
observou-se aumento da expressdo de IL-6, diminuigdo da atividade dopaminérgica, bem como
uma diminuigdo de serotonina, esses achados podem ser responsaveis pelo aparecimento de
comportamentos depressivos em ratos portadores de tumor. Desta forma, caracteristicas
comportamentais estdo sendo avaliadas em camundongos C57/BL6J com melanoma induzido
por células B16F10, em estudos com antidepressivos (KUBERA et al., 2011) e concentragoes
plasmaticas de epinefrina e norepinefrina foram avaliadas em ratos com implante de cancer de

boca, submetidos a estresse. Neste ultimo estudo citado, o estresse cronico possivelmente
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provocou um aumento no tumor, além de elevacdo nos niveis das catecolaminas no plasma e
de maior quantidade de células invasivas no carcinoma oral (HUIXU et al., 2015).

Sinais emocionais debilitantes sdo sequelas refletidas em transtornos de comportamento
causados pelo estresse, sendo ansiedade e depressao as mais comuns (KEDIA; CHATTARIJI,
2014). Nos disturbios de ansiedade as memorias aversivas podem estar superexpressas e
estudos clinicos e pré-clinicos estabelecem a rela¢éo entre 0s processos emocionais e cognitivos
sugerindo que essa associagdo possa ser desfeita com o uso de ansioliticos tanto em humanos,
guanto em animais (DEGROOT; NOMIKQOS, 2005). Em estudos com roedores, as avaliacdes
de estados de ansiedade decorrentes do estresse sdo em sua maioria avaliados pelo teste
comportamental do labirinto em cruz elevado (“elevated plus-maze”), porém o teste de
esconder esferas (“marble-burying test””) também tém sido utilizado com obtenc¢éo de resultados
confiaveis para farmacos ou condicGes de ansiedade; este teste € Util para verificacdo de efeitos
logo apds a administracdo de ansioliticos e pode ser utilizado para avaliacdo das intervencgdes
farmacoldgicas ou ambientais a longo prazo, sendo Util para avaliar a progressao gradativa do
estresse (KEDIA; CHATTARII, 2014).

O labirinto em cruz elevado baseia-se no conflito exploracdo versus aversao,
fundamentado na rejeicdo natural dos roedores a espacos abertos e provoca perfis de
comportamento semelhantes a neofobia, evitar conflitos, exploragdo, sendo uma ferramenta
para modelo de conflito comportamental espontéaneo ndo-condicionado (BOURIN et al., 2007).
No teste de labirinto em cruz elevado, os ansioliticos diminuem a aversdo natural do animal aos
bracos abertos e estimulam a exploracdo desses bracos. Enquanto, a permanéncia nos bragcos
fechados é um comportamento indicativo de aumento de ansiedade (BADGUJAR; SURANA,
2010). O labirinto em cruz elevado é avaliado como um bom modelo para a ansiedade e tem
sido utilizado ndo apenas para entradas nos bra¢os, mas para outros comportamentos etoldgicos,
como alongamento, higiene e queda de cabeca (RICO et al., 2019). O teste de campo aberto
(“open field”) apresenta similaridade no raciocinio quanto ao perfil de exploragao do ambiente
e agrega a avaliacao de locomocéo dos animais na arena (KALUEFF, 2007).

Apesar de dificil a avaliagdo dos processos neuroldgicos da depressdo humana, a
analogia do teste de natacéo forcada com a doenca se d& devido aos achados comportamentais
encontrados quando administrados os antidepressivos ou situagdes antidepressivas; onde a
imobilidade é reduzida e as tentativas de fuga sdo aumentadas, como o nado (MARTI;
ARMARIO, 1993). Conforme Porsolt e colaboradores (1977), no teste de nado for¢ado, quando
um animal, seja ele rato ou camundongo, é apresentado a um estresse sem possibilidade de

escape; como quando é colocado em um recipiente cilindrico contendo &gua, o animal tentara
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realizar a fuga desse ambiente e situacdo desfavoravel e em em seguida optard por manter-se
imdvel, deixando somente com leves movimentos que permitam que sua cabeca permaneca
acima da agua.

O teste de nado forcado consegue avaliar de forma eficaz as classes de antidepressivos,
possuindo a reprodutilibilidade necesséria e a facilidade de ser aplicado em varios laboratorios
sem a necessidade de sofisticacdo em equipamentos em grande variedade de farmacos ou
condicdes depressivas (COSTA, 2012).

2.4 CATECOLAMINAS

A tirosinase, proteina com multiplas funcdes, possui envolvimento em doencas que
ocorrem na pele como albinismo e melanoma. E a enzima que catalisa as varias etapas para a
formagéo da melanina (WANG; HERBERT, 2006), tornando-se alvo de interesse em pesquisas
de biologia molecular e imunologia.

Sendo a via da tirosinase capaz de originar melanina ou catecolamina, pesquisas
utilizando inibidores ou ativadores com direcionamento na enzima tirosinase para tratar
disturbios da melanogénese sdo uma das muitas abordagens possiveis para desordens cutaneas,
devido a complexa reacdo bioquimica envolvida na sintese de melanina (BUITRAGO et al.,
2016), entre elas o melanoma.

A melanina, produzida por melandcitos, tem vérias funcdes fisioldgicas de
importancia, entre elas: absorcao da luz UV, protecéo da pele dos danos causados pela luz UV
e promocdo da remocdo de espécies reativas de oxigénio (KADEKARO et al., 2005). Encontra-
se sob a forma de eumelanina ou feomelanina, pigmentos preto-marrom e amarelo-vermelho,
respectivamente, que quando combinados originam os diferentes tons de pele, cabelos e olhos
dos mamiferos (WANG, HERBERT, 2006).

Os melanoblastos, precursores dos melandcitos, oriundos de uma subpopulacdo de
células progenitoras da crista neural chegam até a pele para coloniza-la por uma extensa via
dorsolateral e quando estdo na epiderme, diferenciam-se em melandcitos, mantém-se em
numero, através dos melandcitos auto-renovaveis (ou células-tronco da crista neural regional),
embora algumas dessas celulas, diferencie-se tardiamente (LIU et al., 2018). Nos melandcitos
(células pigmentares localizadas nas camadas mais internas da epiderme) ocorre a
melanogénese, que é um processo de liberacdo de granulos de pigmentos denominados

melanossomos. Os pigmentos alcangam, posteriormente os queratinocitos circundantes e um
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conjunto formado por 36 queratindcitos e um melandcito constitui uma unidade epidérmica de
pigmentacdo (HADLEY, 1996). Os queratindcitos diferenciam-se e migram para as camadas
mais externas da epiderme, 0os melanossomos sdo degradados e ocorre a liberacdo da melanina,
conferindo pigmentacéo a pele (HOOGDUIJN et al., 2004).

Nesse sentido, a pele contém uma diversidade de intermediarios quimicos com potencial
para influenciar a proliferacdo e diferenciacdo dos melandcitos (ESPARZA et al., 1997). Os
melanoblastos podem diferenciar-se, se estiverem em condicdes adequadas, em células da glia
ou neurdnios, ou ainda em melandcitos, pois mantém sua multipoténcia (KUNISADA et al.,
2014). Os melanomas sé&o originados na diferenciacdo de melanoblastos em melandcitos ou de
melandcitos jovens quando estdo em maturacdo ativa, devido a mutacbes que podem ser
somaticas ou epigenéticas (UONG; ZON, 2010) e as células que produzem melanina, de varias
espeécies, desde fungos até primatas, possuem estratégias favoraveis para longa sobrevivéncia
(YAJIMA; LARUE, 2008).

Para que ocorra a melanogénese, 0s eventos iniciais exigem a presenca da enzima
tirosinase e das outras proteinas reguladoras pertencentes a mesma familia, conhecidas como
proteina relacionada a tirosinase 1 (TRP1, Tyrpl) e proteina relacionada a tirosinase 2 (TRP2,
Tyrp2) (OLIVEIRA; JUNIOR, 2003). A enzima tirosinase catalisa a hidroxilacdo da tirosina
para DOPA, através da tirosina hidroxilase, e depois deste passo também catalisa a oxida¢do da
DOPA alevodopa, através da DOPA-oxidase. O processo da producdo de melanina possui auto-
regulacdo, sendo que a tirosinase sofre ativacdo e catalise por seu préprio substrato, a DOPA,
que agiliza a reacdo a dopaquinona, entretando alteracdes de pH e co-fatores podem alterar a
atividade catalitica (WANG, HERBERT, 2006).

A levodopa serve como precursor para as melaninas e para as catecolaminas. Para a
formacdo das melaninas (eumelanina e feomelanina) o que ocorre é a oxidacdo da levodopa
para dopaquinona. E para a formacdo das catecolaminas a partir de levodopa ocorre
descarboxilagdo para produzir dopamina, hidroxilacdo para produzir norepinefrina e metilagéo
enzimatica para produzir epinefrina (SLOMINSKI, A. et al., 2004).

A falta de clareza na origem e desenvolvimento do melanoma também se deve ao fato
de muitas vias de sinalizagdo estarem envolvidas no processo, entre elas a via da tirosinase,
motivo pelo qual essa via tem sido amplamente estudada. Estudos mostraram que a L-tirosina
e a levodopa, necessarias a melanogénese, podem atuar com a funcédo de reguladores celulares
em outras fungdes além da melanogénese, a L-tirosina é um aminoacido ndo-essencial precursor
da sintese de melanina e de catecolaminas (SLOMINSKI; ZMIJEWSKI; PAWELEK, 2012).

No estudo de Prezioso e colaboradores (1993) realizado com celulas B16, a adi¢éo de L-tirosina
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e L-fenilalanina aumentaram o nimero dendritos das células e a capacidade de metéstase. E em
estudo com camundongos C57BL6/10 utilizando a L-tirosina, 0 nimero de melanossomos
imaturos e de melandcitos mutantes elevou-se (HIROBE et al., 2002). Em estudo com células
B16F10 implantadas em camundongos, a STAP-2 (proteina 2 de transducdo de sinal)
relacionada & melanogénese e proliferagdo celular, aumentou os niveis da proteina da tirosinase
que determinou a invasdo do tumor (SEKINE et al., 2015).

Estudos relacionaram alguns fatores ao aparecimento do melanoma, o MITF (fator de
transcricao associado a microftalmia) considerado um regulador dos melandcitos é um exemplo
desse fato. O MIFT exporta pigmentos de melanina e consegue aumentar a sobrevivéncia das
celulas da linhagem tumoral em 20 %. A expressao do MIFT esta atrelada a presenca da proteina
tirosina-quinase no receptor TYRO-3(tirosinase 3) (super-expressa no melanoma) e pode ser
um alvo para terapias, pois, quando considerada ausente, a proliferacdo celular in vitro foi
inibida, bem como a tumorigénese in vivo (ZHU et al., 2009).

Quanto as catecolaminas, produzidas através da via da tirosinase, estas vém sendo
associadas a progressao tumoral em varios estudos: em cancer de ovario, a norepinefrina e a
epinefrina influenciam a progressao da doenca, através da modulacdo da expressdo de genes
(SOOD, 2006); no cancer pancreatico B-bloqueadores associados as catecolaminas tiveram
papel supressor (YANG et al., 2010). No estudo de migragéo celular em melanoma uveal e
cutaneo, o estimulo de adrenalina foi avaliado, mostrando-se aumentado em melanoma uveal e
sem alteracdo no melanoma cutaneo (JANIK et al., 2017). As catecolaminas sdo consideradas
como agentes quimiotaticos e estimuladores de migracdo de células tumorais em células de
carcinoma de mama e cancer de c6lon (DRELL et al., 2003) e responsaveis por migracéo de
células tumorais e células com efeito antiapoptoético (YANG, 2010). Em estudo com céncer de
préstata em ratos xenoenxertados tratados com norepinefrina, houve aumento das metastases
(BARBIERI etal., 2015). No melanoma, admite-se que as catecolaminas modulam a expressao
de fatores pré-inflamatdrios como a IL-6 (interleucina 6) e IL-8 (interleucina 8) e aumentam a
transcricdo do gene do fator de crescimento vascular endotelial, citocina associada a
angiogénese, ambos fatores relacionados a progressdo tumoral do melanoma (YANG et al.,
2009). Ainda, a noradrenalina, tem sido apontada como angiogénica e relacionada ao aumento
de citocinas (interleucinas 6 e 8), contribuindo com a progressdo do tumor (SINNYA,;
DE’AMBROSIS, 2013). As catecolaminas atuam no microambiente tumoral, ativam as células
tumorais, como também as células estromais (COLE; SOOD, 2012).

Em estudos com linhagens celulares, as catecolaminas estimularam adrenoceptores. Os

receptores -2 foram identificados em queratindcitos humanos, em SK-MEL 23, uma linhagem
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de células de melanoma humano (SCHALLREUTER et al., 1992) e em B16, linhagem de
celulas de melanoma murino (TSUJI et al., 1983). Adicionalmente, adrenoceptores a-2 ¢ -1
foram identificados em melandcitos de mamiferos e adrenoceptores a-1 em SK-MEL 23
(SCARPARO et al., 2000).

As catecolaminas sdo consideradas os hormonios do estresse. O estresse é uma
condicgéo da civilizagdo moderna que quando presente de forma cronica traz consequéncias
graves, devido as respostas dadas pelos sistemas nervoso simpatico e hormonal, podendo
provocar uma sequéncia de reacdes no sistema nervoso central, entre elas a secrecdo de
catecolaminas, adrenalina e noradrenalina como resposta rapida para ativar coragéo e musculos,
e posteriormente desregula o eixo hipotdmico adrenal e enzimas sdo ativadas na via
catecolaminérgica para liberacdo suplementar de catecolaminas (KRIZANOVA; BABULA;
PACAK, 2016).

O estresse cronico foi relacionado a diversos tipos de cancer como em leucemia
linfoblastica, em que o estresse cronico aumentou a progressao das células pela via de
sinalizagdo B-adrenérgica (LAMKIN et al., 2012); em cancer de pulmao houve progressao do
tumor por estresse cronico com sinalizacdo por neurotransmissores em receptores nicotinicos
de acetilcolina (AL-WADEI et al., 2012); e em céancer de pancreas (xenoenxertos), sob
condicGes de estresse psicoldgico, houve progressao do tumor e aumento dos niveis de cortisol,
adrenalina e noradrenalina (SCHULLER et al., 2012). Alguns estudos, porém, na sua maioria
in vitro, obtiveram resultados contraditérios dos hormonios relacionados ao estresse em relacéo
a proliferacdo celular, sendo esses ora inibitérios, ora estimulantes, o que reforca a necessidade
de identificacdo de diferencas entre as células tumorais e seus mecanismos de progressao
(THAKER; SOOD, 2008). Os receptores p-adrenérgicos sdo mais prevalentes em cancer que
os a-adrenérgicos. Em relacdo a afinidade por catecolaminas, nos receptores -1 e p-2 a
finalidade é a mesma por noradrenalina ou adrenalina, ja os -2 apresentam maior afinidade
por adrenalina ¢ os 3-3 por noradrenalina (KRIZANOVA; BABULA; PACAK, 2016).

As catecolaminas liberadas em resposta ao estresse estdo relacionadas com a
progressao e angiogénese de tumores. Dessa forma, estuda-se seu envolvimento com expressao
de receptores B- adrenérgicos. O estresse pode afetar a eficiéncia da terapia do cancer e 0s
transtornos de comportamento ou psiquiatricos sdo considerados agravos da patologia
(KRIZANOVA; BABULA; PACAK, 2016).
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3 OBJETIVOS

3.1 GERAL

Avaliar dos efeitos do B-bloqueador propranolol sobre a progresséo tumoral em ensaio
in vitro e in vivo, bem como o comportamento in vivo de camundongos C57BL6/J sadios e

inoculados com células B16F10 de melanoma murino tratados com propranolol.

3.2 ESPECIFICOS

. Verificacao os efeitos do propranolol em células B16F10 através da avaliacao
da toxicidade sobre o crescimento celular.

. Avaliacdo do crescimento tumoral in vivo em camundongos C57BL6/J

o Avaliacgéo dos efeitos do propranolol sobre 0 comportamento de animais sadios
e portadores de melanoma sem tratamento e tratados com propranolol nos testes de:

- Campo Aberto

- Nado Forcado

- Labirinto em Cruz Elevado e

- Teste de Esconder Esferas

e Avaliacdo dos efeitos do melanoma na regido da substancia nigra no cérebro dos

camundongos
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 CULTURA DA LINHAGEM B16F10

Cultura da linhagem tumoral B16F10 (ATCC CRL-6475®, ATCC-USA), em meio
RPMI 1640 suplementado com Soro Fetal Bovino (SFB 10% v/v), adquiridos de Cultilab®,
S30 Paulo. As células foram mantidas em garrafas de cultivo estéreis de 125 cm?, em estufa a
37°C com atmosfera de 5% de dioxido de carbono (CO2). O meio de cultivo utilizado foi RPMI,
com adicdo de HEPES (Acido 2-[4-(2-hidroxietil)-1-piperazinil]-etanosulfonico) para correcio
e manutencdo do pH (7,2 £ 0,2) do meio de cultivo. Adicionalmente uma mistura de antibidticos
a 1% (v/v) de penicilina 10.000 unidades/mL e estreptomicina 10.000 pg/mL foi utilizada,
adquiridos de Invitrogen®.

A cultura foi diariamente observada em microscopio invertido, sendo realizada a
substituicdo de meio de cultivo a cada dois dias, de acordo com a confluéncia celular. As
passagens (subcultivos) foram realizadas de acordo com a necessidade, observando-se a
confluéncia das células. Para isso, dentro da capela de fluxo laminar, o0 meio de cultivo foi
aspirado e adicionada solucdo tampéao fosfato salino sem célcio e sem magnésio (PBS), pH 7,0,
para lavagem da camada celular. Posteriormente, quando observada confluéncia celular,
utilizou-se solugdo de Tripsina 2,5 g/L e EDTA 0,02 %, pH 7,0 (Vitrocell®) para o
descolamento das células. Soro fetal bovino foi adicionado para neutralizacdo do efeito da
solucdo de tripsina e apds realizou-se a centrifugacdo para retirada da solucdo de

Tripsina/EDTA e obtencdo das células para cultivo.

4.2 ENSAIO DE MTT

Esse ensaio de viabilidade celular verifica o potencial de morte celular e a sua
proporcao, causada pelos tratamentos utilizados. A viabilidade das células apos o tratamento
com as diferentes concentragdes de propranolol foi determinada utilizando 3-(4,5-dimetiltiazol-
2-il) -2,5 difeniltetrazéliobrometo (MTT), de acordo com o método de Tada et al. (1986).

Foram adicionadas 5x10° células em cada poco de placas de 96 pogos. As células foram
armazenadas em estufa a 37°C por 24 h e posteriormente expostas as solugdes de concentragdes
0,01; 0,1; 0,3; 1,0; 3,0 e 10 mM de propranolol e avaliadas em 24, 48 e 72 horas. As
concentragdes de propranolol avaliadas foram baseadas no trabalho de Maccari e colaboradores
(2017).
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A solugéo de MTT com concentracdo de 0,5 mg/mL foi adicionada em cada pogo (200
uL), e a viabilidade das células foi avaliada atraves da atividade da desidrogenase mitocondrial
formando o complexo formazan (roxo) apos 3 horas de incubagdo em estufa a 37°C sob tensédo
de CO., sendo este um teste colorimétrico. A absorbancia de cada pogo foi lida a 570 nm,
utilizando-se um leitor de placas (EL808B, BioTech Instruments, Inc., Winooski, VT, EUA).

4.3 LINHAGEM DE CAMUNDONGOS

Foram utilizados camundongos C57BL6/J machos adultos, com idade entre 2 e 3 meses,
obtidos de Biotério do Setor de Ciéncias Bioldgicas e da Saude da UEPG, apds aprovacdo do
projeto de pesquisa pelo Comité de Etica do Uso de Animais da UEPG, Pro-Reitoria de
Pesquisa e POs-Graduagdo sob o numero 16209/2016 (ANEXO 1).

O manejo dos animais foi realizado no Biotério do Setor de Ciéncias Bioldgicas e da
Saude da UEPG. A experimentacdo foi realizada no Biotério e no Laboratério de Farmacologia
da UEPG.

Aos animais estavam disponiveis agua e racdo ad libitum, permanecendo durante todo
0 periodo experimental em uma sala com temperatura ambiente (21 + 3°C) sob ciclo de

iluminacdo natural de 12/12 horas, com um nimero de 4 animais por gaiola.

4.4 INDUCAO DO MELANOMA

A linhagem de células B16F10 cultivada em meio RPMI 1640, suplementado com 10%
de SFB e adicionado antibiético penicilina 10.000 unidades/mL/estreptomicina 10.000 pg/mL
foi utilizada para a inducao do tumor.

Para o procedimento, os camundongos C57BL6/J tiveram a regido posterior do dorso
tricotomizada. Foram injetadas via subcutanea no dorso dos camundongos as células B16F10,
com contagem determinada de 5 x 10* células em 100 pL de meio de cultivo. O uso de
anestésicos nao foi necessario, ja que esses camundongos ndo apresentam inervagao
subcutanea, ndo sendo, portanto, um processo que cause dor ao animal. Este tipo de tumor
possui crescimento acelerado sendo possivel a visualizagdo em aproximadamente dez dias do
implante (PLOWMAN et al., 1997).
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4.5 PROTOCOLO EXPERIMENTAL

Para a formacdo dos grupos, o total de animais foi dividido em dois grupos primarios,
sendo que um grupo recebeu o implante de células tumorais e 0 outro grupo nao recebeu o
implante.

Apb6s a realizacdo do implante de células tumorais, os camundongos foram
randomicamente divididos em 3 grupos de 4 animais, bem como 0s animais que nao receberam
o implante, foram divididos em 3 grupos, contendo 4 animais cada. O protocolo experimental

foi realizado trés vezes, totalizando n=13 para cada grupo de animais.
Grupos experimentais:

Grupo Controle Sadio

Grupo Propranolol 10 mg
Grupo Propranolol 40 mg
Grupo Portador de Melanoma

Grupo Melanoma Propranolol 10 mg

2 e o

Grupo Melanoma Propranolol 40 mg

Passados 5 dias apds o implante, o tratamento foi iniciado e permaneceu sendo
administrado durante 15 dias. Para todos os grupos o tratamento foi administrado via oral, em
uma Unica dose diaria, sendo mantido o horario de administracdo durante todo o tratamento. A
dose administrada foi adequada ao peso de cada animal, para isso, eles foram pesados
diariamente.

Para a administracdo do tratamento, o animal foi elevado da bancada com pingamento
da base do pesco¢o (méo esquerda) e, com isso, 0 peso do corpo do animal alinha o tronco, com
a forca da gravidade, e naturalmente o camundongo abre a boca e o tratamento pode ser
administrado.

Aos Grupos 1 e 4 foi administrado via oral, somente veiculo (agua) durante o tratamento
de 15 dias. Aos Grupos 2 e 5 foi administrado via oral, solucdo de propranolol na dose de 1,43
mg/Kg em &gua por 15 dias. E aos Grupos 3 e 6 foi administrado solugdo de propranolol na
dose de 5,71 mg/Kg em agua por 15 dias.

No final do experimento, os animais foram anestesiados com quetamina/xilazina (apos

pesados para determinacdo da dose de anestesicos) e retiradas as amostras sanguineas para
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analises posteriores. Apos o sacrificio, os ceérebros dos animais foram retirados para analise

histoldgica.

4.6 PARAMETROS MACROSCOPICOS DO CRESCIMENTO TUMORAL

No quinto dia ap6s o implante de células tumorais, os camundongos foram avaliados
quanto ao aparecimento do tumor no dorso do animal. A partir do dia em que o tumor se tornou
visivel e palpavel, foi utilizado um paquimetro Digital (Marberg®) para determinacdo das
medidas longitudinal e transversal, necessarias para o calculo do volume tumoral, de acordo
comaequacao 1 (KATO etal., 1994), que seguiram sendo realizadas diariamente até o término
do experimento.

Eq 1: Volume Tumoral = Medida longitudinal (mm) x [(medida transversal (mm)]? x % 1

4.7 TESTES COMPORTAMENTAIS

Os testes comportamentais foram realizados no periodo da tarde, entre 13 e 17 horas, no
Laboratdrio de Farmacologia da UEPG. Os testes foram realizados em duas tomadas de tempo,
sendo a primeira no inicio do tratamento (quinto ao oitavo dia), denominado Tempo 1, o qual
refere-se ao inicio do desenvolvimento do tumor e a segunda, denominada Tempo 2 no final do
tratamento (décimo segundo ao décimo quinto dia), considerando tumor consolidado, conforme
desenho experimental (Figura 1).

Durante os testes comportamentais a iluminacdo artificial da sala experimental foi
mantida e as janelas fechadas para evitar sons externos, bem como as cortinas fechadas para
bloquear luzes, sombras e reflexos, a fim de minimizar efeitos que pudessem distrair ou

confundir os animais.
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QUADRO 1. Desenho do protocolo Experimental para camundongos C57BL6/J no presente estudo (Testes
comportamentais: CA=teste de campo aberto, LCE= labirinto em cruz elevado, TNF=teste de nado for¢ado, TEE=
teste de esconder esferas)

Dial ... |Dia | Dia6 |Dia7 |Dia |..|Dia |Dia Dia |Dia |Dia2l
5 8 12 13 14 15
Implante CAe| Pré- | TNF | EE CAe | Pré- | TNF | EE Coleta
Tumoral LCE | teste LCE | teste sangue
NF NF
Tempo 1 Tempo 2
Tratamento Retirada
Determinacdo do Volume Tumoral cerebro

4.7.1 Campo Aberto

Este teste avalia funcdo neuropsiquiatrica de forma simples, atividade locomotora e de
ansiedade, foi descrito por Hall (1934), sendo a deambulacéo do animal na periferia considerada
medida de atividade locomotora e a deambulacéo no centro do CA (campo aberto), uma medida
mais seletiva para ansiedade (CRUZ; J. LANDEIRA-FERNANDEZ, 2012).

Consiste em uma caixa feita em madeira (30 X 30 X 20 cm) coberta na cor preta, sendo
a base da caixa dividida em 25 quadrados iguais pintados na cor branca (Figura 1). Cada
camundongo foi colocado individualmente no centro do CA permanecendo por 5 min
(TADAIESKY; ANDREATINI; VITAL, 2006). Durante o tempo de permanéncia na caixa do
CA foram analisados os seguintes parametros: o nimero de quadrados cruzados com todas as
patas, locomogéo no centro do CA (quando o camundongo encontrava-se com as quatro patas
em qualquer um dos 9 quadrados centrais), locomoc¢do na periferia (quando o camundongo
encontrava-se com as quatro patas em qualquer um dos 16 quadrados laterais) e levantar
(quando o camundongo encontrava-se com as duas patas traseiras apoiadas na base, com 0
corpo ereto e as patas dianteiras elevadas, tocando ou ndo as paredes do CA no centro e
periferia). Apoés a saida de cada animal, no término do teste, foi utilizado alcool 10% em agua
para limpeza do CA, a fim de eliminar pistas odoriferas dos animais previamente avaliados.

As sessdes foram filmadas por uma camera instalada verticalmente conectada a um
computador instalado na sala experimental. Os videos foram analisados posteriormente com

auxilio do Sofware Open Field.
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FIGURA 1. Caixa do Campo Aberto (open-field) com camundongo C56BL6/J na periferia (Laboratério de
Farmacologia da UEPG).

Fonte: a autora (2017)

4.7.2 Teste Nado Forgado

O teste de nado forcado (TNF) foi descrito por Porsolt e colaboradores (1977) e é 0
modelo mais utilizado para avaliar depressao, estando em cerca de 72 % dos estudos publicados
com esse fim na Gltima década (YIN; GUVEN; DIETIS, 2016).

De acordo com Lucki (1997), o TNF é um modelo muito utilizado para a avaliacdo de
atividade antidepressiva com roedores. Nesse teste, os animais foram colocados
individualmente em recipientes cilindricos de plastico (com aproximadamente 30 cm de altura
e 22 cm de diametro), contendo agua na temperatura média de 25 + 2° C e profundidade de 20
cm (Figura 2). Ao término do teste, cada animal foi seco com toalha, e o recipiente higienizado
com alcool 70%. A agua do recipiente foi substituida e a temperatura da dgua verificada antes

da colocacdo de cada animal e corrigida, quando necessario.
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FIGURA 2. Teste Nado Forcado (Laborat6rio de Farmacologia da UEPG)

Fonte: a autora (2018)

O tempo utilizado nos seguintes comportamentos foi determinado: imobilidade
(completa flutuagdo ou movimentos suaves, mantendo-se com o corpo semiverticalizado, com
0 nariz acima da superficie da dgua); escalada (movimentos rapidos e continuos com as patas
dianteiras); natacdo (o animal se movimentou dentro do cilindro com o corpo na horizontal, ndo
retirando da agua as patas dianteiras). Também foi considerado natacdo quando o animal
manteve o0 corpo abaixo da superficie da agua.

O teste é realizado em duas etapas, sendo o primeiro dia denominado treino ou pré-teste,
que possui duracdo de 15 minutos e no segundo dia o teste propriamente dito (FERNANDES
etal., 2012), que teve a duracdo de 5 minutos. Para o registro comportamental, os animais foram
filmados. Os videos foram analisados posteriormente utilizando-se o software PlusMz e

determinados os tempos das categorias comportamentais.

4.7.3 Labirinto em Cruz Elevado

O labirinto em cruz elevado (LCE) é composto por dois bracos abertos (30 x 5 cm) e
dois bracgos fechados (30 x 5 x 25 cm) em forma de cruz, elevado 45 cm do chéo através de uma
plataforma, fabricado em madeira (Figura 3). Este instrumento foi desenvolvido para utilizagdo
em ratos (PELLOW et al., 1985) e foi validado para camundongos por Lister (1987) como
modelo para avaliar ansiedade e locomocdo. Os bracos abertos possuem uma borda de 0,5 cm
para evitar queda dos animais, os bragos fechados possuem as paredes de cor escura, pois de
acordo com Hagenbuch; Feldon; Yee (2006) para camundongos da espécie C57BL/6 o LCE
indicado para verificacdo de efeito ansiolitico do fA&rmaco é o que possui paredes opacas e ndo
transparentes (2006).
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FIGURA 3. Labirinto em Cruz Elevado (A) com suporte de Elevacéo e (B) vista superior.

Fonte: a autora (2017)

A aplicacéo do teste baseia-se na recusa natural dos animais pelos bragos abertos e na
atividade exploratoria, sendo o tempo gasto nos bracos abertos e o nimero de entradas nesses
bracos considerados parametros responsivos a drogas ansioliticas (PELLOW et al., 1985) e o
tempo gasto nos bracos fechados considerados parametros de atividade locomotora
(BARRETA et al., 2012). Portanto, de acordo com esse teste, quanto maior a ansiedade, menor
0 numero de entradas e o0 tempo gasto nos bracos abertos (PELLOW et al., 1985).

Os animais foram colocados no centro do labirinto e deixados durante 5 minutos com
livre movimentacdo. No momento em que cada animal foi colocado no aparato, seu corpo foi
posicionado de forma que ficasse com o segmento cefalico voltado para 0 mesmo braco aberto
e 0 executor do teste estando em posi¢do oposta, como forma de padronizacdo. Apos a saida de
cada animal, o aparato foi higienizado com alcool a 10% para eliminacdo das pistas odoriferas
possivelmente deixadas pelo animal anteriormente analisado.

Foram considerados os tempos gastos nos bragos abertos e fechados e 0 nimero de vezes
que os camundongos entraram nos bragos abertos. A entrada foi considerada somente quando
0 animal entrou com as 4 patas dentro dos bracos. Os registros foram feitos por filmagens dos

camundongos e as analises realizadas posteriormente com o Software PlusMZ.

4.7.4 Teste de Esconder Esferas

Devido ao comportamento apresentado por roedores de enterrar objetos hostis ou

alimentos nocivos, houve a adaptacdo do teste de esconder esferas (TEE), utilizado em ratos,
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para camundongos (BROEKKAMP et al., 1986). O teste de esconder esferas representa uma
ferramenta de grande valia no comportamento dos animais, ja que avalia comportamentos
ansiosos e compulsivos, apesar das diferencas metodologicas entre laboratérios (DE
BROUWER; WOLMARANS, 2018).

O teste de esconder esferas foi realizado em uma caixa de polietileno (40 X 34 X 16
cm), contendo o fundo coberto com uma camada de 5 cm de maravalha. Nesta caixa foram
distribuidas uniformemente na periferia, 24 esferas de vidro (15 mm de didmetro), conforme a
Figura 4. Para realizacao do teste, os camundongos foram colocados individualmente no centro
da caixa, a grade de protecdo foi colocada na superficie para evitar a saida dos animais. Apos
20 minutos o animal foi removido e o nimero de esferas cobertas por maravalha foi
determinado. As esferas consideradas escondidas foram aquelas que estavam totalmente
cobertas ou aquelas que possuiam pelo menos 2/3 da sua superficie coberta por maravalha. As
caixas com maravalha foram trocadas a cada animal testado e as esferas lavadas com alcool
10%, para que ndo houvesse interferéncia do cheiro dos animais retirados anteriormente
(HAYASHI et al., 2010).

FIGURA 4. Teste de Esconder esferas, demonstrando a caixa de polietileno com a distribuicdo das 25 esferas de
vidro e (B) o camundongo C57BL6J escondendo as esferas ha maravalha.

Fonte: a autora (2017)
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4.8 ANALISE HISTOLOGICA

Para a analise histologica foram retirados os cérebros dos animais ap0s o sacrificio. Os
orgdos foram imediatamente dispostos em frascos de vidro contendo o fixador Alfac (solucao
contendo 85% de alcool 80%, 10% de formol e 5% de &cido acético). Nessa solucéo os 6rgaos
permaneceram por 12 horas e para que ocorra a insolubilizacdo das proteinas e manutengéo dos
tecidos de forma proxima a encontrada no organismo vivo. Apds esse periodo utilizou-se o
alcool 70% para o0 acondicionamento das amostras.

Ap0s esse processo, seguiu-se a desidratagdo das amostras, com passagens dos 6rgdos
por solucGes alcodlicas de 70% a 100%. E na sequéncia da preparacdo, foram realizados dois
banhos em xilol por 30 minutos para que ocorresse o clareamento do material para analise.

Apds clareamento, as amostras seguiram para incluséo, realizada em parafina a 60° C.
Nessa etapa do processo, o xilol € evaporado e 0s espacos livres sdo preenchidos com parafina.
Entdo foram preparados os blocos contendo os 6rgéos.

Os blocos foram cortados em microtomo para obtencdo de cortes histolégicos com
espessura de 5 um. Em seguida foram confeccionadas as laminas de vidro, com posterior
secagem em estufa a 37°C. Apds a secagem completa, procedeu-se a desparafinizacdo em xilol
e hidratacdo com solucdes alcdolicas crescentes e utilizando-se a coloragdo convencional com
hematoxilina-eosina (HE).

Nas laminas a regido de interesse observada foi a regido da substancia nigra, local onde
ocorre a de producdo da dopamina. Foram obtidas as imagens microscépicas da regido e

analisadas através do software Image J.

4.9 ANALISE ESTATISTICA

A andlise estatistica dos dados foi realizada através do software GraphPad Prism 7 e
Software Statistica. Os resultados obedeceram a distribuicdo parametrica e foram analisados de
acordo com cada experimento por ANOVA- 1 VIA (MTT e crescimento tumoral) ou ANOVA-
2 VIAS, com pos hoc Tukey e Nelman-Keuls (testes comportamentais). Foram considerados

significativos os valores de p<0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 EXPERIMENTACAO CELULAR

5.1.1 Avaliagéo da Viabilidade Celular em Linhagem B16F10

A viabilidade das células B16F10 foi avaliada ap0s 24, 48 e 72 horas de tratamento
(utilizando-se as seguintes concentrac@es de propranolol: 0,01 mM, 0,imM, 0,3 mM, 1 mM, 3
mM e 10 mM e o controle), conforme metodologia descrita no item 4.2. Os dados mostrados
na Figura 6 representam trés repeticdes independentes, duas com n=3 e uma com n=4 em cada
repeticdo do ensaio MTT.

Na Figura 5 (5-A, 5-B e 5-C), observou-se a limitacao do crescimento celular em relacéo
ao controle nas seguintes concentragdes testadas: 0,3; 1,0; 3,0 e 10 mM de propranolol com
diferenca estatistica. As concentragdes 0,01 e 0,1 mM de propranolol ndo foram
estatisticamente significativas em relacdo ao controle em 24, 48 e 72 horas.

A concentracdo de 0,3 mM de propranolol apresentou crescimento celular diminuido
estatisticamente diferente em relagéo ao controle com p<0,05 em 24 horas (Figura 5-A); e em
48 horas (5-B) e 72 horas (5-C) apresentou o valor de p<0,001. As concentragdes de 1,0; 3,0 e
10 mM de propranolol obtiveram p<0,001 quando avaliadas em 24, 48 e 72 horas.
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FIGURA 5. Teste de viabilidade celular (MTT) com células B16F10. Células B16F10 (CTL), solugbes de
propranolol (P) nas concentra¢des 0,01, 0,1, 0,3, 1,0, 3,0 e 10 mM, avaliado em (A) 24 horas, (B) 48 horas e (C)
72 horas. Teste ANOVA -1 VIA, post hoc Tukey. As barras verticais representam a média + E.P.M. (n=10/grupo).
Os simbolos representam o nivel de significancia quando comparados ao grupo Controle. ** p<0,05 e ***P<0,001.
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Fonte: a autora
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5.2 EXPERIMENTACAO ANIMAL

5.2.1 Avaliagédo do Volume Tumoral

Os camundongos foram submetidos ao implante tumoral com células B16F10
conforme descrito no item 4.4. O volume tumoral foi avaliado durante 20 dias de tratamento
nos camundongos C57BL6/J, conforme descrito no item 4.6.

De acordo com os resultados obtidos no estudo in vivo, 0s grupos tratados com
propranolol 10 e 40 mg apresentaram volume tumoral diminuido quando comparado ao grupo
controle portador de melanoma, tratado com veiculo, até o vigésimo dia de tratamento. O grupo
propranolol 10 mg néo foi diferente estatisticamente e o grupo propranolol 40 mg apresentou
diferenca estatisticamente significativa (valor de p>0,05), quando comparado aos dois outros

grupos testados, nas condic¢des experimentais utilizadas, como pode ser observado na Figura 6.

FIGURA 6. Avaliacdo do volume tumoral apés tratamentos com veiculo (salina), propranolol 10 e 40 mg nos
tumores B16F10 em camundongos C57BL6/J portadores de melanoma (n=13/grupo), durante 20 dias. ANOVA -
1 VIA, post hoc Tukey, valores expressos como media = EPM, com *p <0,05%.
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Fonte: a autora
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5.2.2 Avaliagéo dos Testes Comportamentais no Tempo 1

5.2.2.1 Avaliacéo da atividade locomotora no Campo Aberto

O teste de CA foi realizado conforme descrito no item 4.7.1. Um dos parametros
determinados nos grupos de camundongos C57BL6/J avaliados foi quanto ao nimero de
cruzamentos totais realizados durante o teste. Os resultados obtidos foram apresentados na
Figura 7.

Os grupos portadores de melanoma tratados com &gua e propranolol nas doses de 10
e 40 mg realizaram o mesmo nimero de cruzamentos que o realizado pelos grupos sadios
tratados com agua ou propranolol nas doses de 10 e 40 mg/Kg, ndo havendo diferenca estatistica

significativa quando comparados.

Figura 7. Nimero de cruzamentos totais (n) em teste Campo Aberto (Tempo 1 = 5 min), realizado com
camundongos C57BL6/J (n=13/grupo), onde Sadio = auséncia de melanoma e Melan = Portador de Melanoma,
tratados com agua, propranolol 10 mg e propranolol 40 mg. Os resultados foram analisados com ANOVA-2 vias,
com pos-hoc Newman-Keuls, valores expressos como média £ EPM.

€ 150
» B Melan
Q .
t [ Sadio
a
E 1004 L
v T L
~
[ &
5 504
=)
|
ar
£
E ﬂ . L L L
Agua Prop 10 Prop 40

Fonte: a autora

Quanto ao tempo de permanéncia no centro do campo aberto, segundo ANOVA-2 Vias
houve efeito significativo na interacdo melanoma/propranolol com [F(2,72)=3,9266;
p=0,02407] e ndo houve diferenga significativa entre os grupos portadores de melanoma
tratados com agua ou com propranolol nas doses de 10 e 40 mg/Kg e os grupos sadios tratados
com propranolol nas doses de 10 e 40 mg/Kg, conforme mostra figura 8.
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Figura 8. Tempo de permanéncia no centro em teste Campo Aberto (Tempo 1 = 5 min), realizado com
camundongos C57BL6/J (n=13/grupo), onde Sadio = auséncia de melanoma e Melan = Portador de Melanoma,
tratados com agua, propranolol 10 mg e propranolol 40 mg. Os resultados foram analisados com ANOVA-2 vias,
com pos-hoc Newman-Keuls, valores expressos como média + EPM.
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Fonte: a autora

Foram também determinados e analisados em todos 0s grupos 0s seguintes dados:
tempo de permanéncia na periferia (Tabela 1) e tempo de levantar (Tabela 2) que ndo

apresentaram diferenca estatistica significativa no Tempo 1.

Tabela 1 - Avaliacdo da atividade locomotora na periferia do campo aberto (5 min), tempo 1. Dados representam
a média = DP, n = 13/grupo.

Grupos Tempo de Permanéncia na Periferia
Controle Sadio 238,964 + 24,6714
Propranolol 10 mg 251 351 * 6,68753
Propranolol 40 mg 254 403 * 21,5005
Portador de Melanoma 254 635 * 15,4634
Melanoma Propranolol 10 mg 251,61 * 28,7837
Melanoma Propranolol 40 mg 230,557 * 40,2495

Fonte: a autora
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Tabela 2 - Avaliacdo do tempo de levantar no campo aberto (5 min), tempo 1. Dados representam a média £
DP, n = 13/grupo.

Grupos Tempo de Levantar
Controle Sadio 11,87 + 10,52
Propranolol 10 mg 903 + 7,64
Propranolol 40 mg 867 = 6,77
Portador de Melanoma 10,15 + 8,33
Melanoma Propranolol 10 mg 801 + 642
Melanoma Propranolol 40 mg 7,78 + 7,98

Fonte: a autora

5.2.2.2 Avaliacdo do comportamento animal no Nado Forcado

O TNF foi realizado conforme descrito no item 4.7.2. Foram analisados os tempos de

imobilidade, natacéo e escalada para todos 0s grupos no pré-teste e teste.

5.2.2.2.1 Pré-teste Nado Forcado

No pré-teste no Tempo 1 (Figura 9), no tempo de Imobilidade ndo houve diferenca

estatistica significativa entre os grupos.

FIGURA 9. Tempo de imobilidade (segundos) no pré-teste do Nado Forcado (Tempo 1 =5 min), realizado com
camundongos C57BL6/J (n=13/grupo), onde Sadio = auséncia de melanoma e Melan = Portador de Melanoma,
tratados com agua, propranolol 10 mg e propranolol 40 mg. Os resultados foram analisados com ANOVA-2 vias,
com pos-hoc Newman-Keuls, valores expressos como média + EPM.
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Fonte: a autora
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Com relacdo ao tempo de natagdo no pré-TNF no tempo 1 (Figura 10), o ANOVA
indicou efeito significativo para a interacdo melanoma/propranolol [F(2,71)=3,2622;

p=0,04412], porém ndo apresentou diferenca entre os grupos testados.

FIGURA 10. Tempo de natacdo (segundos) no pré-teste Nado Forcado (Tempo 1 = 5 min), realizado com
camundongos C57BL6/J (n=13/grupo), onde Sadio = auséncia de melanoma e Melan = Portador de Melanoma,
tratados com agua, propranolol 10 mg e propranolol 40 mg. Os resultados foram analisados com ANOVA-2 vias,
com pos-hoc Newman-Keuls, valores expressos como média £ EPM, com *p <0,05%.
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Fonte: a autora

Quanto ao tempo dedicado ao comportamento de escalada no pré-TNF no tempo 1,
de acordo 0 ANOVA, os grupos testados ndo apresentaram diferenca significativa frente ao

melanoma ou tratamentos, conforme mostrado na Figura 11.
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FIGURA 11. Tempo de escalada (segundos) no pré-teste do Nado Forcado (Tempo 1 = 5 min), realizado com
camundongos C57BL6/J (n=13/grupo), onde Sadio = auséncia de melanoma e Melan = Portador de Melanoma,
tratados com agua, propranolol 10 mg e propranolol 40 mg. Os resultados foram analisados com ANOVA-2 vias,
com pos-hoc Newman-Keuls, valores expressos como média + EPM, com *p <0,05%.
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5.2.2.2.2 Teste Nado Forgado

No Teste de Nado Forcado no tempo 1, o tempo de imobilidade foi diferente
estatisticamente no grupo sadio tratado com &gua, sendo o efeito apresentado pelo ANOVA no
propranolol [F(2,70)=6,7865; p=0,00202], conforme mostrado na Figura 12.

FIGURA 12. Tempo de imobilidade (segundos) no teste do Nado Forcado (Tempo 1 = 5 min), realizado com
camundongos C57BL6/J (n=13/grupo), onde Sadio = auséncia de melanoma e Melan = Portador de Melanoma,
tratados com agua, propranolol 10 mg e propranolol 40 mg. Os resultados foram analisados com ANOVA-2 vias,
com pos-hoc Newman-Keuls, valores expressos como média £ EPM, com *p <0,05%.
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O tempo de natagdo no TNF tempo 1, segundo ANOVA-2 VIAS houve diferenca
estatistica para o propranolol [F(2,71)=7,6395; p=0,00099], sendo o grupo portador de
melanoma tratado com propranolol na dose de 40 mg, o grupo sadio tratado com propranolol
na dose de 10 mg e o grupo sadio tratado com propranolol na dose de 40 mg menores que 0

grupo sadio tratado com agua, conforme mostra a Figura 13.

FIGURA 13. Tempo de natacdo (segundos) no teste do Nado Forcado (Tempo 1 = 5 min), realizado com
camundongos C57BL6/J (n=13/grupo), onde Sadio = auséncia de melanoma e Melan = Portador de Melanoma,
tratados com agua, propranolol 10 mg e propranolol 40 mg. Os resultados foram analisados com ANOVA-2 vias,
com pos-hoc Newman-Keuls, valores expressos como média £ EPM, com *p <0,05%.
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Fonte: a autora

Quanto ao tempo dedicado ao comportamento de escalada, de acordo o ANOVA, o0s
grupos testados ndo apresentaram diferenca significativa frente ao melanoma ou tratamentos,

conforme mostrado na Figura 14.
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FIGURA 14. Tempo de escalada (segundos) no teste do Nado Forcado (Tempo 1 = 5 min), realizado com
camundongos C57BL6/J (n=13/grupo), onde Sadio = auséncia de melanoma e Melan = Portador de Melanoma,
tratados com agua, propranolol 10 mg e propranolol 40 mg. Os resultados foram analisados com ANOVA-2 vias,
com pos-hoc Newman-Keuls, valores expressos como média + EPM, com *p <0,05%.
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5.2.3 Avaliacdo do comportamento no Labirinto em Cruz Elevado

O teste de LCE foi realizado conforme descrito no item 4.7.3. Como mostra a Figura
15, ndo houve diferenca estatistica entre o tempo gasto pelos grupos portadores de melanoma
ou sadios nos bracos abertos. Os dados dos nimeros de cruzamentos nos bracos abertos também

foram avaliados e ndo apresentaram diferenca estatistica (Tabela 3).

FIGURA 15. Tempo gasto nos bragos abertos (%) no Labirinto em Cruz Elevado (Tempo 1 = 5 min), realizado
com camundongos C57BL6/J (n=13/grupo), onde Sadio = auséncia de melanoma e Melan = Portador de
Melanoma, tratados com agua, propranolol 10 mg e propranolol 40 mg. Os resultados foram analisados com
ANOVA-2 vias, com pos-hoc Newman-Keuls, valores expressos como média + EPM.
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Tabela 3 - Avaliagdo do nimero de entradas nos bragos abertos no labirinto em cruz elevado (5 min), tempo 1.
Dados representam a média + DP, n = 13/grupo.

Grupos NUmero de entradas nos Bragos Abertos
Controle Sadio 4,85 + 2,34
Propranolol 10 mg 3,62 + 3,01
Propranolol 40 mg 4,15 + 3,74
Portador de Melanoma 3,15 + 3,29
Melanoma Propranolol 10 mg 4,77 + 3,79
Melanoma Propranolol 40 mg 4,23 + 2,68

Fonte: a autora

A Figura 16 mostra que o ANOVA-2 vias ndo apresentou diferenca entre 0s grupos
no tempo gasto com os bragos fechados no LCE.

FIGURA 16. Tempo gasto nos bragos fechados (%) no Labirinto em Cruz Elevado (Tempo 1 =5 min), realizado
com camundongos C57BL6/J (n=13/grupo), onde Sadio = auséncia de melanoma e Melan = Portador de
Melanoma, tratados com agua, propranolol 10 mg e propranolol 40 mg. Os resultados foram analisados com
ANOVA-2 vias, com pos-hoc Newman-Keuls, valores expressos como média + EPM.
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Fonte: a autora

De acordo com os dados, em relagdo ao numero de entradas nos bracos fechados, ndo

houve diferenca estatisticamente significativa, como pode ser observado na Figura 17.
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FIGURA 17. NUmero de entradas nos bracos fechados (n) no Labirinto em Cruz Elevado (Tempo 1 = 5 min),
realizado com camundongos C57BL6/J (n=13/grupo), onde Sadio = auséncia de melanoma e Melan = Portador de
Melanoma, tratados com agua, propranolol 10 mg e propranolol 40 mg. Os resultados foram analisados com
ANOVA-2 vias, com pos-hoc Newman-Keuls, valores expressos como média + EPM.
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Fonte: a autora

Os dados de nimero de cruzamentos no centro foram avaliados e ndo apresentaram

diferenca significativa. Os dados sdo mostrados na tabela 4 a seguir.

Tabela 4 - Avaliacdo do numero de cruzamentos no centro no labirinto em cruz elevado (5 min), tempo 1.
Dados representam a média £ DP, n = 13/grupo.

Grupos

NUmero de cruzamentos no Centro

Controle Sadio

Propranolol 10 mg
Propranolol 40 mg

Portador de Melanoma
Melanoma Propranolol 10 mg
Melanoma Propranolol 40 mg

15,77 + 6,61
12,46 + 4,99
12,62 + 5,52
12,15 + 4,91
15,38 + 6,89
11,54 + 6,57

Fonte: a autora
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5.2.4 Avaliagdo do comportamento no Teste de Esconder Esferas

O TEE foi realizado conforme descrito no item 4.7.4. O comportamento de esconder
esferas ndo apresentou diferenca estatistica significativa pelo ANOVA-2 vias, como pode ser

observado na Figura 18.

FIGURA 18. Comportamento no teste de esconder esferas (Tempo 1 = 20 min), realizado com camundongos
C57BL6/J (n=13/grupo), onde Sadio = auséncia de melanoma e Melan = Portador de Melanoma, tratados com
agua, propranolol 10 mg e propranolol 40 mg. Os resultados foram analisados com ANOVA-2 vias, com pos-hoc
Newman-Keuls, valores expressos como média £ EPM.
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Fonte: a autora

5.2.5 Avaliacédo dos testes comportamentais no Tempo 2

5.2.5.1 Avaliagéo da atividade locomotora no Campo Aberto

Os resultados obtidos na atividade locomotora do campo aberto podem ser observados
na Figura 19. Houve influéncia do fator propranolol na locomocéo [F(2,70)=4,9246, p=,00998].
Os camundongos dos grupos propranolol (10 e 40 mg) e melanoma propranolol (10 e 40 mg)

ambularam significantemente menos do que os sadios tratados com agua.
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FIGURA 19. NUmero de cruzamentos (n) totais em teste Campo Aberto (Tempo 2 = 5 min), realizado com
camundongos C57BL6/J (n=13/grupo), onde Sadio = auséncia de melanoma e Melan = Portador de Melanoma,
tratados com agua, propranolol 10 mg e propranolol 40 mg. Os resultados foram analisados com ANOVA-2 vias,
com pos-hoc Newman-Keuls, valores expressos como média + EPM.
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Fonte: a autora

Os dados de tempo de permanéncia no centro (Tabela 5), tempo de permanéncia na
periferia (Tabela 6), tempo de levantar (Tabela 7) e nimero de cruzamentos no centro (Tabela
8), foram avaliados e analisados no tempo 2, embora ndo tenham alcangado diferenca estatistica

significativa.

Tabela 5 - Avaliacdo da atividade locomotora no centro do campo aberto (5 min), tempo 2. Dados representam a
média + DP, n = 13/grupo.

Grupos Tempo de Permanéncia no Centro
Controle Sadio 51,29 * 31,56
Propranolol 10 mg 34,94 * 18,01
Propranolol 40 mg 42,37 + 14,42
Portador de Melanoma 57,36 + 24,82
Melanoma Propranolol 10 mg 51,00 + 43,80
Melanoma Propranolol 40 mg 41,05 + 33,04

Fonte: a autora
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Tabela 6 - Avaliacdo da atividade locomotora na periferia do campo aberto (5 min), tempo 2. Dados representam

a média + DP, n = 13/grupo.

Grupos

Tempo de Permanéncia na Periferia

Controle Sadio

Propranolol 10 mg
Propranolol 40 mg

Portador de Melanoma
Melanoma Propranolol 10 mg
Melanoma Propranolol 40 mg

248,71
265,07
257,65
242,64
225,93
235,88

+= + + + I+

I+

31,57
18,01
14,42
24,81
43,80
33,06

Fonte: a autora

Tabela 7 - Avaliacdo do comportamento de levantar no campo aberto (5 min), tempo 2. Dados representam a

média = DP, n = 13/grupo.

Grupos

Tempo de Levantar

Controle Sadio

Propranolol 10 mg
Propranolol 40 mg

Portador de Melanoma
Melanoma Propranolol 10 mg

Melanoma Propranolol 40 mg

8,03
10,17
8,11
7,45
9,85
6,11

+

+ + H+ I+

I+

6,62
9,67
4,34
4,29
8,43
4,70

Fonte: a autora

Tabela 8 - Avaliagdo do nimero de cruzamentos no centro do campo aberto (5 min), tempo 2. Dados representam

a média = DP, n = 13/grupo.

Grupos

NUmero de cruzamentos no Centro

Controle Sadio

Propranolol 10 mg
Propranolol 40 mg

Portador de Melanoma
Melanoma Propranolol 10 mg
Melanoma Propranolol 40 mg

23,15
15,38
17,92
19,92
20,08
19,23

+

+ ++ + I+

I+

9,04
8,00
4,96
7,44
8,75
11,92

Fonte: a autora
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5.2.5.2 Avaliagdo do comportamento animal no Nado Forgado

5.2.5.2.1 Tempo de Imobilidade

Como mostra a Figura 20, no ANOVA-2 vias ndo houve efeito significativo nos grupos

sadios ou tratados com propranolol no comportamento de imobilidade.

FIGURA 20. Tempo de imobilidade (segundos) no teste do Nado Forcado (Tempo 2 = 5 min), realizado com
camundongos C57BL6/J (n=13/grupo), onde Sadio = auséncia de melanoma e Melan = Portador de Melanoma,
tratados com agua, propranolol 10 mg e propranolol 40 mg. Os resultados foram analisados com ANOVA-2 vias,
com pos-hoc Newman-Keuls, valores expressos como média £ EPM, com *p <0,05%.
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Fonte: a autora

5.2.5.2.2 Tempo de Natacao

Os resultados podem ser observados na Figura 21, no qual ANOVA-2 vias nédo

apontou efeito significativo nos grupos sadios ou tratados no tempo de natacao.
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FIGURA 21. Tempo de natagcdo (segundos) no teste Nado Forcado (Tempo 2 = 5 min), realizado com
camundongos C57BL6/J (n=13/grupo), onde Sadio = auséncia de melanoma e Melan = Portador de Melanoma,
tratados com agua, propranolol 10 mg e propranolol 40 mg. Os resultados foram analisados com ANOVA-2 vias,
com pos-hoc Newman-Keuls, valores expressos como média + EPM, com *p <0,05%.
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Fonte: a autora

5.2.5.2.3 Tempo de Escalada

Neste teste, 0 ANOVA-2 duas vias ndo apontou diferenca estatistica significativa

entre 0s grupos testados, conforme pode ser observado na Figura 22.

FIGURA 22. Tempo de escalada (segundos) no teste do Nado Forcado (Tempo 2 = 5 min), realizado com
camundongos C57BL6/J (n=13/grupo), onde Sadio = auséncia de melanoma e Melan = Portador de Melanoma,
tratados com agua, propranolol 10 mg e propranolol 40 mg. Os resultados foram analisados com ANOVA-2 vias,
com pos-hoc Newman-Keuls, valores expressos como media + EPM.
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5.2.6 Avaliagdo do comportamento no Labirinto em Cruz Elevado

No tempo gasto nos bragos abertos quando tumor consolidado ndo houve diferenca
estatistica significativa, conforme Figura 23.

FIGURA 23. Tempo gasto nos bracos abertos (%) no Labirinto em Cruz Elevado (Tempo 2 =5 min), realizado
com camundongos C57BL6/J (n=13/grupo), onde Sadio = auséncia de melanoma e Melan = Portador de
Melanoma, tratados com agua, propranolol 10 mg e propranolol 40 mg. Os resultados foram analisados com
ANOVA-2 vias, com pos-hoc Newman-Keuls, valores expressos como média + EPM.
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Fonte: a autora

Com relacdo ao nimero de entradas nos bragos abertos e nimero de cruzamentos no
centro do LCE, os dados observados e analisados estdo na tabela 9 e 10, respectivamente, porém

ndo apresentaram diferenca estatistica.

Tabela 9 - Avaliacdo do numero de entradas nos bragos abertos no labirinto em cruz elevado (5 min), tempo 2.
Dados representam a média + DP, n = 13/grupo.

Grupos NUmero de entradas nos Bragos Abertos
Controle Sadio 2,00 + 1,83
Propranolol 10 mg 254 * 1,76
Propranolol 40 mg 2,00 * 2,35
Portador de Melanoma 2,31 * 2,59
Melanoma Propranolol 10 mg 2,82 * 2,64
Melanoma Propranolol 40 mg 2.42 + 2.95

Fonte: a autora
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Tabela 10 - Avaliacdo do nimero de cruzamentos no centro no labirinto em cruz elevado (5 min), tempo 2.
Dados representam a média + DP, n = 13/grupo.

Grupos

NUmero de cruzamentos no Centro

Controle Sadio

Propranolol 10 mg
Propranolol 40 mg

Portador de Melanoma
Melanoma Propranolol 10 mg

Melanoma Propranolol 40 mg

13,38
11,31
8,94
11,00
11,75
9,46

+

+ + +

I+

4,91
4,07
4,41
6,32
717
5,77

Fonte: a autora

Com relacdo ao tempo gasto nos bragos fechados, para o Tempo 2, 0 ANOVA-2 vias

ndo apontou diferenca estatistica significativa, como esta mostrado na Figura 24.

FIGURA 24. Tempo gasto nos bragos fechados (%) no Labirinto em Cruz Elevado (Tempo 2 =5 min), realizado
com camundongos C57BL6/J (n=13/grupo), onde Sadio = auséncia de melanoma e Melan = Portador de
Melanoma, tratados com agua, propranolol 10 mg e propranolol 40 mg. Os resultados foram analisados com
ANOVA-2 vias, com pos-hoc Newman-Keuls, valores expressos como média + EPM.
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Quanto ao numero de entradas nos bragos fechados, no Tempo 2, ndo houve diferenca

estatistica significativa entre os grupos, conforme mostrado na Figura 25.
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FIGURA 25. Numero de entradas nos bracos fechados (n) no Labirinto em Cruz Elevado (Tempo 2 = 5 min),
realizado com camundongos C57BL6/J (n=13/grupo), onde Sadio = auséncia de melanoma e Melan = Portador de
Melanoma, tratados com agua, propranolol 10 mg e propranolol 40 mg. Os resultados foram analisados com
ANOVA-2 vias, com pos-hoc Newman-Keuls, valores expressos como média + EPM.
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Fonte: a autora

5.2.7 Avaliagdo do comportamento no Teste de Esconder Esferas

Com relacdo ao teste de esconder esferas, tempo 2, analisado pelo ANOVA 2-vias,
ndo foi encontrada diferenca significativa, de acordo com a analise estatistica realizada, como

apresentado na Figura 26.

FIGURA 26. Numero de esferas escondidas (n) no teste de esconder esferas (Tempo 2 = 5 min), realizado com
camundongos C57BL6/J (n=13/grupo), onde Sadio = auséncia de melanoma e Melan = Portador de Melanoma,
tratados com agua, propranolol 10 mg e propranolol 40 mg. Os resultados foram analisados com ANOVA-2 vias,
com pos-hoc Newman-Keuls, valores expressos como média £ EPM.
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5.3 Anélise Histoldgica

A analise histol6gica foi realizada nos cérebros dos camundongos com o objetivo de
identificar possiveis alteragdes na regido onde se localiza a substancia nigra decorrentes da
presenca do melanoma e dos tratamentos realizados com propranolol nas doses de 10 e 40
mg/kg. H& interesse nessa regido devido a produ¢do de dopamina ocorrer nessa area.

Na Figura 27 pode-se observar imagens dos cortes histoldgicos realizados, nos quais
foi avaliada a area da substancia nigra, porém ndo foram observadas diferencas na area

calculada entre os grupos.

FIGURA 27. Micrografias de cortes histologicos de cérebros de camundongos C57BL6/J. Coloragdo HE. Exemplo
obtido de varias amostras. (A) Grupo Propranolol 10 mg no aumento de 10 X, (B) Grupo Controle Sadio no
aumento de 20 X, (C) Grupo Propranolol 40 mg no aumento de 10 X e (D) Grupo Melanoma/Propranolol 40 mg
no aumento de 10 X.
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6 DISCUSSAO

Devido a etiologia multifatorial do melanoma, associacao dos fatores genéticos e fatores
de risco como pele clara, exposicdo aumentada a luz UV, desregulacdo do sistema imune e
estresse, ha necessidade de avancar no entendimento sobre a doenca e tratamento, pois é uma
das condicdes clinicas com aumento de incidéncia nas ultimas décadas, que possui malignidade
e alta letalidade (FOIATO et al., 2018). Além dos agentes causadores ja descritos, o fator
associado que contribui com risco de desenvolvimento do melanoma é o estresse, sendo que
individuos que possuem ocupagBes altamente estressantes estdo mais suscetiveis ao
desenvolvimento da doenga (SYNNIA; DE’AMBROSIS, 2013). Em resposta ao estresse, as
catecolaminas, que sdo o0s hormonios liberados pelo sistema nervoso simpético, pioram o
prognostico do portador, sendo relacionadas a aceleracdo da progressdo do tumor e diminuicao
da sobrevida (LUTGENDORF; SOOD; ANTONI, 2010).

As células de melanoma séo células tumorais malignas produtoras de melanina de forma
exacerbada (PAN et al., 2012). A funcéo de producdo de melanina em quantidades normais é
cabivel aos melandcitos, células originarias da crista neural que através da via da tirosinase,
podem produzir, tanto catecolaminas, quanto melanina, sendo que as alteragdes neste processo
podem dar origem ao melanoma e ndo ha clareza total sobre esse desenvolvimento. A
dopamina, agente precursor da adrenalina e noradrenalina esta envolvida nos processos da
doenca e sua producdo aumentada (MORETTI et al., 2013) é uma hipétese para a alteracdo
comportamental.

As alteragdes no comportamento apresentma-se como um fator adicional ao tumor com
envolvimento na progressdo da doenga. A depressdo, a ansiedade e um comportamento de
arrependimento de tomadas de decisdes estdo presentes na maioria dos pacientes com tumores,
sendo o tratamento medicamentoso necessario para 25% desses pacientes (SCHUERMEYER
et al., 2016). Na depressdo, os sintomas sao agravados por componentes inflamatérios oriundos
do tumor e da reacdo inflamatoria sisttmica (LEBENA et al., 2014) e através de observacdes
ndo quantitativas dos animais com melanoma, ha a aparéncia de que comportam-se de maneira
diferenciada dos animais controle, demonstrando agitagéo e inquietude constante, partindo
dessa observacdo o interesse na aplicacdo dos testes comportamentais para afericdo destes
comportamentos.

O uso dos B-bloqueadores foi inicialmente utilizado em um estudo envolvendo
hemangiomas, que provou a existéncia da estimulagdo dos receptores B-adrenérgicos nessa
patologia (ERBAY et al., 2010; SARIALIOGLU et al., 2010) e despertou a comunidade
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cientifica para estudos que verificassem a possibilidade do uso dos B-bloqueadores em tumores,
para conter a proliferacdo e migragdo das células tumorais.

Dessa forma, elucidar o papel dos B-blogueadores na contencdo da progressdo do
melanoma e realizar a identificacdo do subtipo de receptor associado ao efeito protetor faz-se
necessario através de diversos estudos (DE GIORGI et al., 2018).

O antagonista ndo seletivo propranolol tem sido amplamente utilizado como adjuvante
na terapia anti-cancer, sendo um farmaco de dominio publico, de facil acesso e custo acessivel,
porém sua atuacdo difere nos diferentes tipos de tumores testados. O melanoma é um tumor
com propriedades imunogénicas e expressa 0s receptores o- e B-adrenérgicos, sendo 1 e B2
identificados em melanoma maligno (KAO; LUU, 2019) e que séo ativados pelas catecolaminas
durante o estresse (SANZO et al., 2010). O receptor -adrenérgico tem maior expressdo no
melanoma quando comparado aos outros tipos de receptores; e com maior envolvimento no
efeito pré-tumorigénico das catecolaminas (MORETTI et al., 2013). O receptor -3 também
estd presente no tumor e células estromais, relacionado com a agressividade do melanoma
(CALVANI et al., 2015).

Dessa forma, no presente estudo a viabilidade celular perante o tratamento com o 3-
bloqueador propranolol foi avaliada in vitro, bem como a progressdo tumoral e o
comportamento foram avaliados in vivo nos camundongos C57BL6/J. Para a avaliacdo in vitro
utilizou-se o teste de viabilidade celular MTT, que objetiva a verificacdo da acdo do farmaco
propranolol sobre a viabilidade celular. Os ensaios de toxicologia sdo aplicados rotineiramente
em estudos in vitro, e dentre eles, 0 MTT estd entre 0os mais comuns para a deteccdo de
citotoxicidade ou de viabilidade celular apds a exposicdo a substancias tdxicas, podendo
detectar sensibilidades diferentes para a mesma substancia (FOTAKIS; TIMBRELL, 2006).
Neste estudo, o propranolol limitou o crescimento das células B16F10 em quatro das
concentracgdes utilizadas (0,3, 1, 3 e 10 mM), mostrando que a viabilidade celular diminuiu com
aumento da dose, sendo que a concentracdo de 10 mM de propranolol foi a mais eficaz nos trés
tempos de tratamentos testados (24, 48 e 72 h).

Estudos semelhantes foram realizados para verificar a viabilidade celular utilizando-
se 0 propranolol, porém, as concentragdes utilizadas foram menores que as utilizadas no
presente estudo, sendo de 0,01 a 10 uM de propranolol, testadas pelo método de MTT, em
células B16F10, e ndo ocorreu diminuicdo do crescimento celular em 24, 48 ou 72 horas
(MACCARI et al., 2017). Entretanto, no estudo com células A-375 (melanoma maligno

humano), sendo a viabilidade celular testada pelo método de AlamarBlue®, utilizando-se as
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concentragdes de 25 uM, 50 uM, 100 uM, 200 uM e 400 uM de propranolol, houve inibi¢do da
proliferacdo celular em 24, 48 e 72 h (ZHOU et al., 2016).

Para a avaliacdo do crescimento tumoral in vivo, foram utilizados os camundongos
C57BL6/J que possibilitam o implante de células tumorais B16F10, pois modelos murinos de
melanoma predispem melhor anélise da neoplasia e de seu desenvolvimento, embora dados
obtidos dessas pesquisas ndo possam ser extrapolados diretamente para os seres humanos. Os
modelos murinos experimentais de cancer sdo de suma importancia na compreensao da
tumorigénese e do ambiente do tumor in vivo, e tendem a minimizar a dificuldade de avaliacéo
de novos métodos diagndsticos e as agdes terapéuticas de drogas contra tumores em pacientes
(PANTALEAO; LUCHS, 2010). O uso de camundongos isogénicos, como o C57BL6/J tem
como vantagem o rapido aparecimento do melanoma e como desvantagem o curto espaco de
tempo entre o aparecimento das metatases, o que prejudica a andlise de eficacia dos agentes
antimelanoma (LIU et al., 2018), devido a este fato, o tempo de duragdo do experimento
realizado neste estudo, teve duracdo de 20 dias, pois neste modelo murino o tumor € 100% letal
em 3 a5 semanas (HILL, LITTLEJONH, 1971).

A utilizacdo de camundongos machos foi preferida, devido a tendéncia crescente da
incidéncia de melanoma no sexo masculino e como forma de subtrair as diferencas fisioldgicas
do sistema imunoldgico, da estrutura da pele e horménios sexuais (ROH et al., 2017);
adicionalmente em testes comportamentais de nado for¢ado realizado e comparado entre
machos e fémeas, foram encontradas diferencas sutis nos tempos das fémeas, atribuidos a
fatores hormonais, entdo considerou-se que a utilizacdo de machos garante resultados
representativos para a espécie (MICHELAN et al., 2006).

Em relacdo ao crescimento tumoral, o grupo portador de melanoma tratado com 40
mg/kg/dia de propranolol obteve crescimento tumoral diminuido diferente estatisticamente do
grupo tratado com propranolol na dose de 10 mg/kg/dia e também do controle portador de
melanoma ndo tratado com propranolol. Os resultados encontrados corroboram com 0S
resultados obtidos com camundongos C57BL6/J portadores de melanoma implantados com
celulas B16F10 e tratados com doses de 10, 20, 30 e 40 mg/kg de propranolol, que foi
considerado como efeito positivo do tratamento na reducéo do volume tumoral (MACCARI et
al., 2017). Adicionalmente, resultados de reducdo tumoral também foram encontrados no
estudo de Wrobel & Le Gal (2015), que mostram que o tratamento diario realizado com
propranolol atrasa o desenvolvimento do tumor em camundongos imunodeficientes
transplantados com linhagem de células de melanoma humano, no qual o volume tumoral foi

reduzido apds tratamento por dois meses com propranolol em &gua potavel.
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No crescimento do tumor, as hipoteses de que a sinalizagdo B-adrenégica favorece a
progresséo do tumor e o seu blogqueio pode desacelerar seu crescimento, confere ao melanoma
resposta positiva aos B-bloqueadores, cujos alvos sao -1 e p-2, como o propranolol (DAL
MONTE et al., 2013; KAO; LUU, 2019). E adicionalmente, 0s tumores possuem inervagoes
pos-ganglionares do sistema nervoso simpatico que secretam noradrenalina quando estimulados
por estresse. Com essa sinalizacdo adrenérgica ocorre a progressao do tumor e metastases
(ASCIERTO et al., 2019). Os horménios do estresse: ACTH, noradrenalina e corticosterona
foram encontrados em quantidades aumentadas no plasma de camundongos implantados com
células B16F10 quando comparados & plasma de camundongos sadios (VALLES et al., 2013).

As hipdteses apontam que a progressdo do tumor € devido a acdo da noradrenalina, que
regula o crescimento através da diminuicdo das respostas imunes antitumorais, contribuindo
para 0 acumulo de células imunossupressoras e perturbando a fungédo dos linfécitos. Com o uso
do propranolol ocorre reducdo na infiltragdo de células mieloides como neutréfilos no
microambiente tumoral e desencadea um controle maior do tumor através do acumulo de
ceélulas citotoxicas (WROBEL et al., 2016). Os estudos também mostraram que o uso de f3-
bloqueador nédo seletivo obteve maior eficacia na sobrevida de portadores de melanoma quando
comparado a pacientes que utilizaram bloqueador Bl ou que ndo utilizaram B-bloqueador
(KOKOLUS, 2017).

Devido aos resultados obtidos com o uso do propranolol in vitro, estudos pré-clinicos
que utilizam o farmaco foram desenvolvidos, nos quais houve diminui¢do do crescimento do
tumor, reducdo das metastases e reducao de efeitos tdxicos nas células tumorais, devido a
inibicdo da estimulacdo da noradrenalina em céancer ovariano, de cdélon, pancreas e
adenocarcinoma pulmonar (SOOD et al., 2006, GUO et al., 2009, ISERI et al., 2014). Di Giorgi
e colaboradores (2018) foram os primeiros a estudar o uso de betabloqueadores em pacientes
com melanoma.

Com relacdo aos testes comportamentais, varios modelos sdo utilizados para
determinacdo de ansiedade e depressdo em animais, porém essas metodologias possuem
algumas limitac@es, ja que alguns comportamentos parecem ser instranponiveis aos animais,
como exemplo a ansiedade, caracteristica de perfil humano, podendo ser somente modelada em
animais (MARTIN, 1998); mas com 0 avango no entendimento da neurobiologia da ansiedade
e desenvolvimento de novos farmacos, os modelos de ansiedade tém sido aplicados em murinos
com seguranca. Nestes modelos, os animais sdo expostos a estimulos externos capazes originar
comportamentos defensivos, e esses comportamentos podem ser antagonizados por farmacos

ansioliticos, onde a ansiedade pode ser medida como uma antecipacéo emocional em resposta
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ao sentimento de aversdo, um comportamento nao-controlavel (LACERDA, 2006). Além disso,
h& hipoteses de que os receptores da neurotransmissao noradrenérgica (o e p-adrenérgicos),
estejam envolvidos no transtorno de ansiedade em reac@es defensivas (SOUZA, 2016). Quanto
ao comportamento depressivo, ele pode apresentar-se como: depressdo reativa, a qual ocorre
em resposta a um fato desfavoréavel, ou depressdo endogena, quando trata-se de um transtorno
psiquiatrico (TEIXEIRA-SILVA etal., 2006). A depresséo e o estresse foram relacionados com
a progressdo tumoral em estudos clinicos (SANSO et al., 2010) e esses dois fatores foram
associados a progressao do melanoma cutaneo em estudos in vitro (GLASNER et al., 2010).

Dessa forma, os testes comportamentais foram realizados neste estudo e, em modelos
murino, eles sdo aplicados em conjunto para que possam representar resultados verdadeiros,
com auséncia de resultados falso-positivos. Os testes comportamentais apresentaram
variabilidade interindividual, que pode ser observada atraves dos erros-padrdo apresentados,
embora tenham sido realizados em ambiente e horarios adequados, com padronizacdo da
metodologia, porém sem isolamento acustico.

No teste do campo aberto ou “open field” sdo verificados os movimentos de exploracéo
(movimentos sem deslocamento, como levantar ou realizar a autolimpeza) e locomotores
(deslocamentos dentro do campo) e tém importancia na avaliagdo de farmacos ansioliticos ou
psicoestimulantes (EILAM, 2003). Neste estudo, utilizou-se a arena quadrada e 0s movimentos
locomotores foram avaliados (tempo de permanéncia no centro e na periferia e nimero de
cruzamentos totais) e como atividade exploratoria o tempo de levantar. Na tomada de tempo 1,
considerado tumor inicial, os grupos ndo apresentaram diferenca estatistica no numero de
cruzamentos totais. Nao havendo efeito significativo neste parametro, é comprovada a auséncia
de comprometimento motor dos animais, sendo 0s resultados dos testes comportamentais
realizados na sequéncia podem ser considerados validados.

Com relagdo ao tempo gasto no centro do campo aberto, ocorreu interacdo entre as
variaveis melanoma e tratamento com significancia estatistica, porém ndo foram observadas
diferengas entre os grupos testados, ndo permitindo sugerir um efeito ansiolitico neste teste
comportamental.

Outro teste utilizado foi o teste do nado for¢ado, que é amplamente utilizado devido a
facilidade de execucdo, resultados confiaveis em diferentes laboratorios e aplicavel a varias
classes de antidepressivos (CRYAN; LUCKI, 2000). No presente estudo, no pre-teste nado
forcado no tempo 1, apesar de uma aparente maior agitacdo no inicio do teste, na avaliacdo em
5 minutos ndo houve diferenga entre os grupos nos tempos de imobilidade e escalada. A

agitacdo inicial é logo substituida por movimentos de menor vigor, que apenas 0s mantém na
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superficie da &gua, impedindo o afogamento (PORSOLT et al., 1977). Neste modelo
experimental classico, a imobilidade é interpretada como comportamento de desesperanga, um
sintoma depressivo comum em pacientes, aléem de que a maioria dos antidepressivos, reduz a
imobilidade, estimulando o comportamento ativo (LUCKI et al., 1997).

No TNF em tempo 1, quando determinado o tempo de imobilidade, do ponto de vista
estatistico foi encontrada diferenca no comportamento, pois todos 0s grupos tratados com
propranolol e o grupo controle melanoma obtiveram maiores tempos de imobilidade quando
comparados ao controle sadio tratado com agua, indicando um efeito tipo-depressivo. Como
consequéncia disso, 0 grupo controle sadio apresentou 0 maior tempo no comportamento de
natacdo, sendo diferente estatisticamente dos outros grupos que dispensaram mais tempo na
manutencdo do comportamento de imobilidade. O re-teste ou teste, propriamente dito, foi
realizado no dia subsequente ao treino do TNF, sob as mesmas condi¢des, exceto tempo de
durac&o menor. O tempo de imobilidade pode ser interpretado como auséncia comportamental
ou abandono aprendido (BARROS; FERIGOLO, 1998), com possibilidade de variar, bem
como seu significado adaptativo, considerando o modelo experimental utilizado (CALIL et al.,
2002). Apesar do teste de natacdo forcada ser amplamente utilizado nos estudos de
antidepressivos em roedores, a imobilidade definida como principal medida do comportamento
vem sendo discutida em estudos que a relacionam com a memdria aprendida resultante do
estado de estresse, da extingdo de fuga (CAMPUS et al., 2015). E possivel que o propranolol
afete mais de uma via de sinalizacdo, e que doses mais altas desse farmaco causem efeito
simpatolitico central ndo especifico, tendo como consequéncias, além do efeito hipotensor,
também a diminuicdo da atividade nervosa simpética central (MACCARI et al., 2017).
Adicionalmente podem ser considerados os efeitos colaterais do propranolol como a depresséo
e outros: diminuicdo da energia, a fadiga, a anorexia, a diminuicdo da libido, e a baixa
concentragdo, também acredita-se que o B-bloqueador propranolol possa causar um disturbio
do humor organico, resultando em um quadro deprimido (PATTEN, 1990). Além disso, foi
observada relagéo positiva entre fadiga e depresséo, 0s pacientes que possuem escalas maiores
de depressao também apresentaram maiores escalas de fadiga (SALVETTI et al., 2020).

Ja o comportamento ativo de natacdo ¢ indicador de luta (LUCKI et al., 1997), embora
0 nado faga parte dos comportamentos defensivos, essa defesa é de natureza distinta, podendo,
portanto, possuir origens filogenéticas baseadas em mecanismos neurais distintos
(MICHELAN et al., 2006).

No tempo de escalada, no TNF, o comportamento entre 0s grupos ndo apresentou

diferenca estatistica, possivelmente devido a acdo do antagonista noradrenérgico empregado.
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Os antidepressivos noradrenérgicos e serotoninérgicos influenciam de maneira diferenciada o
comportamento de escalada e de natacdo nos modelos murinos. O sistema serotoninérgico é
melhor representado na acdo de natacdo do TNF, enquanto os farmacos antidepressivos
noradrenérgicos demonstram atuar no comportamento de escalada (DETKE; RICKELS;
LUCKI, 1995), isso pode ser importante para distinguir esses comportamentos (BARROS;
FERIGOLO, 1998). No presente estudo, 0s grupos nao apresentaram diferenca estatistica no
comportamento de escalada. Os receptores B-adrenérgicos estdo fortemente envolvidos no
comando da transmissdo noradrenérgica: controle da sintese e liberacdo de noradrenalina; na
regulagdo das respostas para noradrenalina; e podem regular a liberagdo de outros
neurotransmissores e aumentam as atividades de escalada e natacdo simultaneamente (YIN;
GUVEN; DIETI, 2016). Os horménios do estresse, principalmente a noradrenalina estdo
aumentados no ambiente tumoral (YANG et al., 2009). Analisando os tempos dos movimentos
realizados, é percebido que ndo houve alteracdo no comportamento de escalada, o que pode ser
avaliado como consequéncia do tratamento realizado.

Outro teste comportamental aplicado, o teste labirinto em cruz elevado expde o animal
a um comportamento considerado como uma avaliacdo de risco, que esta relacionado com a
hipervigilancia presente nos individuos ansiosos (BLANCHARD et al., 2001). A avaliacdo de
risco simboliza uma antecipacdo a potencial situacao de perigo, comportamento defensivo com
valor adaptativo na tentativa de antecipar a ameaca para melhor lidar com ela, comportamento
que é visivel com mais frequéncia em individuos ansiosos (LACERDA, 2006). Sendo assim,
prevenindo o comportamento ansioso, 0s animais tendem a explorar os bracos abertos do
labirinto, permanecer mais tempo nesses bracos e aumentar 0 nimero de vezes que entram nesse
ambiente, reduzindo a aversdo natural e promovendo a exploragdo (BADGUJAR; SURANA,
2010). Em decorréncia da exposicdo a ambientes novos surgem as reaces defensivas e de
medo, que sdo semelhantes as reacdes humanas em transtornos de ansiedade (LACERDA,
2006). Nos roedores, em situacdes de estresse, as respostas psicolégicas ocorrem para afasta-
los do perigo. O olfato € o responsavel por gerar o estado de alerta e pode garantir a
sobrevivéncia. Os sinais oriundos do bulbo olfatoério, dirigem-se ao trato olfatério e seguem ao
cortex olfatdrio, local onde existem neurdnios noradrenérgicos, colinérgicos e serotoninérgicos.
Odores aversivos ao atingirem o cortex olfatorio originam sinais para amigdala resultando em
comportamentos de medo ou fuga no animal (ZABORSZKY et al., 1986), portanto relaciona-
se a0 movimento ou controle motor. Areas da amigdala e o hipotadlamo tém influéncia no
contetdo da memdria e auxiliam na elaboracdo dos planos mentais de resposta aos agentes do

estresse e sdo moduladas pela via adrenérgica central e periférica (MARGATHO; PALERMO
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NETO, 2016). Neste estudo, quanto ao tempo de permanéncia nos bragos abertos e quanto ao
namero de entradas nos bragos abertos ndo houve diferenca do ponto de vista estatistico entre
0s grupos testados. Quanto ao tempo de permanéncia nos bracos fechados, e nimero de entradas
nesses bracos, ndo houve diferenca estatistica significativa entre os grupos. A permanéncia nos
bragos fechados no labirinto em cruz elevado representa a atividade locomotora dos animais e
pode ser utilizado como confirmacdo da atividade locomotora do teste do campo aberto. Essa
informacdo confirma que ndo houve prejuizo na atividade locomotora dos animais no tempo 1,
devido a auséncia de diferenca entre 0s grupos tanto no teste do campo aberto, quanto no teste
do labirinto em cruz elevado.

Com relacéo ao teste de esconder esferas, que tem como finalidade realizar uma triagem
ansiolitica; o teste vem sendo utilizado com bons resultados em ratos e camundongos
(HAYASHI et al., 2010), nele os camundongos utilizam o movimento de cavar e tentam
esconder as esferas, inodcuas, na maravalha, demonstrando um comportamento defensivo;
guando estes se encontram em estado menos ansioso, diminuem o namero de esferas escondido
(BARRETA et al., 2012). Os farmacos utilizados em transtornos de ansiedade, independente
do mecanismo de acdo, tém apresentado perfil ansiolitico neste teste e sem causar prejuizos a
atividade locomotora (HAYASHI et al., 2010). No teste de esconder esferas ndo foi encontrada
diferenca estatistica significativa no tempo 1, ndo sendo o tratamento com propranolol capaz
de interferir na acdo de esconder esferas nos grupos tratados sadios ou portadores, retratando
um estado ndo ansioso devido a presen¢a do melanoma.

O teste de esconder esferas possui bom valor preditivo, mas recomenda-se que seja
utilizado mais de um modelo de ansiedade para evitar que possam ser obtidos resultados falso-
positivos (BOURIN et al., 2007; CRYAN; SWEENEY, 2011), por isso o teste do labirinto em
cruz elevado foi aplicado concomitantemente neste estudo, que € o modelo mais utilizado para
avaliar comportamentos relacionados a ansiedade (PELLOW et al., 1985). Em estudo
relacionado a abstinéncia de cocaina, no teste de LCE, o propranolol usado como controle na
dose de 10 mg/kg apresentou resultados aumentados em relacdo ao controle salina para os
tempos: permanéncia dos bragos abertos, numero de entradas nos bragos abertos e porcentagem
de entrada nos bracos abertos e diminuiu a acdo de enterramento no teste de esconder esferas
(CITO et al., 2012). Esses resultados ndo corroboram com os encontrados no presente estudo
em relacéo ao propranolol nos grupos sadios.

No tempo 2, quando o tumor esta consolidado e o farmaco utilizado cronicamente, 0s
testes comportamentais foram reaplicados com intuito de avaliar as diferencas entre os tempos

e evolucdo tumoral. O teste de campo aberto, no tempo 2, revelou diminui¢do da atividade
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locomotora nos grupos sadios tratados com propranolol e nos grupos portadores de melanoma
tratados com agua e com as doses de 10 mg/kg/dia e 40 mg/kg/dia de propranolol, diferentes
estatisticamente do grupo controle sadio, o que interfere na andlise de resultados de
comportamento no tempo 2, ndo permitindo compreender se as diferencas encontradas sdo
oriundas do comportamento depressivo ou ansioso, ou ao fato da motilidade estar
comprometida. Esse resultado corrobora com o de Sun e colaboradores (2011) que ao realizar
tratamento com 10 mg/Kg de propranolol em camundongos, observou a diminuicdo da
locomocdo e 0 aumento a autolimpeza.

O propranolol, quando aplicado como controle em animais na dose de 10 mg/Kg, em
estudo de investigacdo da abstinéncia causada por cocaina, conseguiu reduzir a atividade
locomotora dos animais no teste do campo aberto (CITO et al., 2012). E quando utilizado na
dose de 20 mg/Kg no teste de campo aberto por 5 dias consecutivos, a motilidade foi
diariamente sendo reduzida (ANGRINI; LESLIE; SHEPHARD, 1997), possibilitando avaliar
a interferéncia do uso crénico do farmaco na reducdo da locomogdo no campo aberto. Pode-se
considerar ainda que os animais tratados com propranolol quando reinseridos em um ambiente
que deveria ser familiar, comportam-se como se ndo conhecessem aquele local e mais estudos
sd0 necesséarios para verificar a influéncia dos adrenoreceptores na memdria de curto prazo
(KEMP; MANAHAN-VAUGHAN, 2008). O propranolol possui eficacia reconhecida sobre o
sistema circulatério, atravessa a barreira hematoencefalica devido a porcao lipofilica da
molécula (WEBB; FISCHER; ROTHWELL, 2011) e quando utilizado nos transtornos
circulatérios podem ocorrer efeitos adversos neuroldgicos mais comuns como: sonoléncia e
alteracdes motoras (fadiga, lassid@o) e sdo bem mais raros os efeitos de alucinacGes e confusdes
mentais, desorientacdes de tempo e espaco, confusdo cognitiva e depressdo mental (LACY et
al., 2006), porém podem ocorrer, demonstrando que o B-bloqueador interfere na atividade
autondmica periférica e no SNC, justificando seu uso em transtornos de ansiedade devido a
diminuicdo de efeitos como taquicardia, tremores e palpitacoes.

Além disso, 0 propranolol, através do bloqueio B-adrenéergico, pode provocar sintomas
semelhantes ao estado depressivo (letargia, distirbios do sono: insénia e pesadelos)
(BORTOLOTTO; CONSOLIM-COLOMBO, 2009), que pode ter contribuido para reducao da
motilidade com o uso crdnico do medicamento. Uma outra hipétese considerada, seria a de que
0 tumor consolidado teria interferido no sistema motor dos animais, ja que o grupo controle
portador também apresentou reducéo da motilidade.

A fim de encontrar dados que pudessem complementar o entendimento dos dados desse

estudo obtidos nos testes comportamentais, os cérebros dos camundongos foram utilizados apds
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o sacrificio para observacao atraves dos cortes histologicos, nos quais foi observada a regido da
substancia nigra.

A via dopaminérgica central principal origina-se na regido chamada pars compacta da
substancia nigra e e sdo 0s neurénios desse local que sdo projetados ao corpo estriado (LENT,
2010). Na ocorréncia de perda dos neurdnios dopaminérgicos, ocorre diminuicdo da dopamina
e surgem os sintomas de desordem neuroldgica (MARTINEZ et al., 2004). A dopamina é a
substancia mediadora dos processos de recompensa e cogni¢do (STUCHLIK et al., 2007) e nos
mamiferos, os neurbnios dopaminérgicos encontram-se principalmente na substancia nigra
(MARGATHO; PALERMO NETO, 2016). A tempos a dopamina esta relacionada ao controle
de movimentos e sua deplecdo associada aos déficits motores que ocorrem na doenca de
Parkinson (BERNHEIMER; HORNYKIEWICZ, 1965). Também estd associada em uma série
de doencas psiquiatricas e neuroldgicas como: hiperatividade, déficit de atencéo e esquizofrenia
(ARIAS-CARRION et al., 2010).

Estudos tém abordado a importancia dos neurénios dopaminérgicos em acdes que
envolvem apresentacdo ou omissdo associados a estimulos exteroceptivos. Os neurénios
dopaminérgicos poderiam estar relacionados, portanto com alteracdes em processos cognitivos
que envolvam atencdo, emocdo e aprendizado (SCHULTZ; DAYAN; MONTAGUE, 1997,
TAVARES; JUDICE-DAHER; BUENO, 2019) e estudos avaliaram alteragdes nestas regioes
em ratos com les6es no SNC nas regides dopaminérgicas e os efeitos nos comportamentos de
memoria espacial e motivacdo motora (AVILA et al., 2009). No presente estudo, a regido da

substancia nigra ndao apresentou diferenca entre os grupos analisados.
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7 CONCLUSAO

a)

b)

f)

A viabilidade celular foi diminuida na linhagem celular de melanoma murino
B16F10 com o uso de propranolol nas concentracdes de 0,3, 1,0 3,0 e 10 mM em
24, 48 e 72 horas.

Houve reducdo do volume tumoral em camundongos C57BL6/J com o tratamento
de propranolol na dose de 40 mg/Kg/dia por 15 dias.

Né&o houve alteracdo na regido da substancia nigra nos cortes histologicos.

Ocorreu comportamento tipo-depressivo no teste de nado forcado possivelmente
devido a0 melanoma e tratamento realizado com propranolol nas doses de 10
mg/Kg/dia e 40 mg/Kg/dia no Tempo 1.

Houve reducdo na atividade locomotora no teste de campo aberto nos animais no
Tempo 2, que prejudicou a andlise do seu efeito comportamental.

N&o ocorreu comportamento tipo-ansioso nos testes realizados nem efeito
ansiolitico do tratamento realizado com propranolol nas doses de 10 mg/Kg/dia e 40

mg/Kg/dia e houve alteracdo da motilidade em alguns testes.
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