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RESUMO

MELO, DDCB. Exposicdo neonatal a inibidor de recaptacéo da serotonina:
andlise de componentes do sistema serotoninérgico. Dissertacdo
(Mestrado em  Neurociéncias), Programa de poés-graduagdo em
neuropsiquiatria e ciéncias do comportamento, UFPE, Pernambuco, 2014.

Este estudo avaliou o efeito da inibicdo seletiva da recaptacdo de serotonina
durante o periodo neonatal sobre parametros morfofuncionais do sistema
serotoninérgico nos nucleos da rafe e nas areas encefalicas de projecéo
serotoninérgica. Ratos Wistar foram divididos nos grupos Fluoxetina (FIx,
Fluoxetina 10mg/Kg p.c.) e Salina (S, Nacl 0,9%, 1mL/Kg p.c.) segundo a
manipulacdo farmacolégica diaria do 1° ao 21° dia de vida. Durante este
periodo foram avaliadas a quantidade de neurbnios de 5-HT e a dosagem
desse neurotransmissor e do seu metabolito. Os encéfalos foram processados
com técnicas de imunohistoquimica contra 5-HT e submetidos a dosagem de
serotonina e acido 5-hidroxindolacético (5HIAA) no 28° dia de vida. N&o houve
diferengca no numero de neur6nios 5-HT-IR nos nucleos da rafe entre os
grupos. O nucleo DR de animais do grupo Flx (1153,5 + 125,4; p< 0.01)
apresentou maior concentracdo de 5-HT quando comparados ao grupo S
(819,9 £ 148,3; p< 0.01). O grupo FLx apresentou também, maior concentracao
de 5-HIAA no CLIi/RLi (FIx= 17569 + 316,3 vs S= 931,1 + 98,6; p< 0.01), DR
(FIx= 3303,4 + 156,7 vs S= 1748,3 + 148,3; p< 0.001) e MnR (FIx= 2454,1 +
236 vs S= 1561 + 158,9; p< 0.01). Nas areas de projecdo o0 grupo FIx
apresentou menor concentracado de 5-HT no hipotalamo (FIx= 295,9 + 40,3 vs
S=478,5 + 71,8; p< 0.01) e maior concentracdo de 5-HIAA na amigdala (FIx=
1636,3 + 103,7 vs S= 890,8 *+ 41,6, p< 0.05) e no hipotdlamo (FIx= 2031,3 +
316,1 vs S= 1262,4 + 237,7; p< 005) quando comparado ao grupo S. Os
resultados deste estudo evidenciam que a exposicao cronica a fluoxetina
durante o periodo de lactacdo promove ajustes de componentes do sistema
serotoninérgico, sugerindo que tal exposi¢cdo precoce pode causar alteragdes

no padrdo saude-doenca.

Palavras chaves: desenvolvimento, serotonina, fluoxetina, rato neonato.



ABSTRACT

MELO,DDCB. Neonatal exposure to selective serotonin reuptake inhibitor:
analysis of serotonergic system component. Dissertation (Master’'s degree
in neuroscience), Programa de pds-graduacdo em neuropsiquiatria e ciéncias
do comportamento, UFPE, Pernambuco, 2014.

This study evaluated the effect of selective inhibition of serotonin reuptake
during the neonatal period on morphofunctional parameters of the serotonergic
system in the raphe nuclei and the brain areas of serotonergic projections.
Wistar rats were divided in Fluoxetin (FIx, Fluoxetina 10mg/Kg p.c.) and Saline
groups (S, Nacl 0,9%, 1mL/Kg p.c.) in accordance to daily farmacological
manipulation during 1° to 21° days of life. During this period the number of
neurons in 5ht and dosage of dopamine were evaluated and its metabolite. The
brains were processed by immunohistochemistry technique against 5-HT and
submitted to serotonina and 5-hydroxyindoleacetic acid (5HIAA) dosage at 282
days of life. There was no difference in the number of neurons in the raphe
nuclei between groups. The DR nucleus of animals FiIx (1153.5 + 125.4, p
<0.01) showed higher concentration of 5-HT compared to S group (819.9 +
148.3, p <0:01). FLX group also showed, higher concentration of 5-HIAA in the
CLi/RLi (FIx= 17569 + 316,3 vs S=931,1 + 98,6; p< 0.01), DR (FIx= 3303,4 +
156,7 vs S= 1748,3 + 148,3; p< 0.001) e MnR (FIx= 2454,1 + 236 vs S= 1561 +
158,9; p< 0.01). In the projection areas FLX group showed lower concentration
of 5-HT in the hypothalamus (FIx= 295,9 + 40,3 vs S=478,5 + 71,8; p< 0.01)
and higherconcentration of 5-HIAA in the amigdala(FIx= 1636,3 + 103,7 vs S=
890,8 + 41,6, p< 0.05) and hypothalamus (FIx= 2031,3 + 316,1 vs S= 1262,4 +
237,7; p< 005) compared to S group. The results of this study show that chronic
exposure to fluoxetine during lactation period promotes adjustments in the
serotoninergic system componente, suggesting that this early exposure may
cause changes in the patterns of health and disease

Key-Words: development, serotonin, fluoxetine, neonate rat
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1. INTRODUCAO

Os organismos apresentam a capacidade de reagir aos desafios do
ambiente alterando a sua forma, estado, movimento ou padrdo de atividade,
sendo esse fenbmeno conhecido como plasticidade fenotipica (West-Eberhard,
1989). Dessa forma, estimulos ambientais durante os periodos de gestacéo e
lactacdo exercem efeitos profundos sobre o processo de desenvolvimento do
sistema nervoso central (Kippin, Szumlinski et al., 2008; Silveira, AK Portella et
al.,, 2008). Essa vulnerabilidade estd associada ao intenso processo de
diferenciacdo e maturacao sofrido nesse periodo (Mccance and Widdowson,
1974). Esses processos realizam-se com velocidade maxima, provocando um
rapido aumento do peso encefalico (Rice and Barone, 2000). Por esse motivo,
essa fase é denominada de periodo de crescimento rapido do encéfalo e &
considerada como um dos periodos criticos mais importantes para o0
desenvolvimento encefalico (Morgane, Mokler et al., 2002).

O ambiente intra-uterino e neonatal tem sido considerados como
programadores de variacfes fenotipicas com consequéncias de curto e longo
prazo (Gluckman and Hanson, 2004; Gluckman, Hanson et al., 2008). Entre os
estimulos que induzem a plasticidade fenotipica, a nutricdo, as manipulacdes
farmacoldgicas e o estresse por separagdo materna merecem destaque. Estes
fatores quando incidem nos periodos de gestacdo e lactacdo provocam
modificagdes comportamentais e de mecanismos relacionados com o controle
da ingestdo alimentar (Houpt and Epstein, 1973; Zippel, Heidel et al., 2001;
Lopes de Souza, Orozco-Solis et al., 2008). Igualmente, podem influenciar a
neurogénese e consequentemente aumentar o risco para alguns transtornos
psiquiatricos, como a depressdo, ansiedade, esquizofrenia, transtornos de
personalidade e uso abusivo de drogas (Barker, 1995; Chocyk, Dudys et al.,
2010).

A administracdo farmacologica durante a gestacdo e lactacdo tem sido
alvo de estudos, sendo avaliadas varias classes de medicamentos, incluindo
antidepressivos, antiasmaticos e anticonvulsivantes. Os efeitos exercidos por

antidepressivos nos riscos de malformages congénitas foram analisados pelo
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U.S. Food and Drug Administration (FDA), utilizando os inibidores seletivos de
recaptacdo de serotonina (ISRSs) como modelo (Swanson, Entringer et al.,
2009). Estes ISRS aumentam a disponibilidade extracelular de Serotonina (5-
HT), interferindo no sistema hipotalamo-Hipdéfise-Adrenal, na ritmicidade
circadiana, importantes no desenvolvimento do feto, bem como a um subtipo
de receptores de serotonina (5-HT.g), envolvidos no desenvolvimento do
sistema cardiovascular (Kallen and Otterblad Olausson, 2006). Na tentativa de
se adaptar a esse ambiente, o feto parece redefinir pontos de ajustes, com o
objetivo de maximizar suas chances de sobrevivéncia (Bellinger, Sculley et al.,
2006). Porém, o grau de incompatibilidade entre os ambientes pré e pds-natal é
um dos principais determinantes de doencas em longo prazo (Gluckman and
Hanson, 2004; Gluckman, Hanson et al., 2008).

Dessa forma, considerando que insumos ambientais durante as “janelas
precoces de plasticidade fisioldégica” sdo determinantes para o padréo saude-
doenca na vida adulta e que a serotonina esta relacionada com o
comportamento alimentar torna-se relevante a investigacdo dos efeitos
causados pela manipulacédo farmacoldgica em periodos iniciais da vida e suas

repercussoes sobre o desenvolvimento do sistema serotoninérgico.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Sistema serotoninérgico

A serotonina (5-HT) é um neurotransmissor sintetizado em neurdnios
dos nucleos da rafe, com projecdes para véarias regides do sistema nervoso
central (Lidov and Molliver, 1982; Wallace and Lauder, 1983; Azmitia and
Gannon, 1986; Meister, 2007). Ela foi descoberta por Rapport et al. (Rapport,
Green et al.,, 1948(a); Rapport, Freen et al., 1948(b)) quando investigavam
moléculas sanguineas envolvidas com a hipertensdo arterial, isolando uma
substancia que promovia vasoconstriccdo denominando-a serotonina. Ela é
uma monoamina, pertencente ao grupo das "aminas biogénicas". A maior parte
da 5-HT (90%) ¢é encontrada nas células enterocromafins do trato
Gastrointestinal. O restante é encontrado em sua maioria nas plaguetas e no
sistema nervoso central (2%).

Os primeiros neurdnios serotoninérgicos, no rato, aparecem entre o 122
e 0 142 dias de gestacdo (Lauder and Bloom, 1974; Lidov and Molliver, 1982b;
Wallace and Lauder, 1983; Lautenschlager, Holtje et al., 2000). A maturagdo
desses neurbnios 5-HT inicia-se, imediatamente apds o término da
neurogénese serotoninérgica e continua até a terceira semana pos-natal (Lidov
and Molliver, 1982a; Lidov and Molliver, 1982b). Durante este periodo, 0s
neurbnios de 5-HT seguem diferentes vias migratorias para formar os varios
ndcleos da rafe no mesencéfalo, na ponte e na medula, emitindo projecdes
axonais originando os grupos de projecado ascendente e descendente de 5-HT,
formando conexdes sinapticas com os circuitos alvos (Fox and Deneris, 2012).
O desenvolvimento dessas projecdes serotoninérgicas ocorre em trés periodos:
periodo de alongamento axonal (do 13% ao 162 dias de gestacao);
desenvolvimento de vias seletivas (do 152 ao 192 dias de gestacdo) e
desenvolvimento do campo terminal (do 192 dia de gestacdo ao 212 dia pés-
natal) (Bennett and Giarman, 1965; Wallace and Lauder, 1983;
Lautenschlager, Holtje et al., 2000).
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Atualmente, fortes evidéncias tém mostrado que a sintese de serotonina
€ crucial durante os primeiros estagios do desenvolvimento de mamiferos
(Turlejski, 1996; Azmitia and Whitaker-Azmitia, 1997). Nos mamiferos, a 5-HT é
O primeiro neurotransmissor a surgir entre todos o0s sistemas de
neurotransmissores monoaminas (Hamon and Bourgoin, 1979; Azmitia,
Rubinstein et al., 1995). Recentemente foi descrito a presenca dos
componentes do sistema serotoninérgico na placenta, sendo esta a
responsavel pela presenca de serotonina no encéfalo do feto antes do
desenvolvimento dos neurdnios serotoninérgicos (Bonnin, Goeden et al., 2011).
O surgimento precoce dos neurdnios serotoninérgicos e sua larga distribuicdo
de terminais evidenciam a funcdo essencial desempenhada por esse
neurotransmissor no desenvolvimento e crescimento do encéfalo,
sinaptogénese e sobrevivéncia celular (Lauder and Bloom, 1974; Whitaker-
Azmitia, 2001; Gaspar, Cases et al., 2003).

A 5-HT é sintetizada a partir do aminoacido precursor triptofano (Trp),
adquirido através da dieta. Na periferia, 90 % do triptofano se ligam a albumina
plasmatica formando o complexo albumina — triptofano (Curzon, Friedel et al.,
1973). Para que esse aminoacido entre no SNC é necessario atravessar a
barreira hematoencefélica (Figura 1). Para realizar essa passagem, o triptofano
se separa da albumina por dois mecanismos: pela interacdo entre 0 complexo
triptofano- albumina e o glicocalice das células endoteliais da barreira e/ou por
uma diminuicdo na taxa de fluxo sanguineo (Smith, Momma et al., 1987;
Pardridge and Fierer, 1990). O triptofano é transportado através da barreira
hematoencefalica por meio do transportador de aminoéacidos tipo L (LAT1),
competindo com aminoacidos de cadeia ramificada como leucina (Leu),
isoleucina (lle) e valina (Val) (Christensen, Albritton et al., 1994; Matsuo,
Tsukada et al., 2000). Quando o triptofano entra no liquido extracelular
encefdlico torna-se disponivel para absorcdo em todas as células
especializadas na sintese de metabolitos neuroativos, incluindo a 5-HT (em
neurbnios serotoninérgicos e mastocitos), triptamina (possivelmente em
neurénios D) e kenureninas (astrocitos, microglia, macréfagos e células
dendriticas) (Ruddick, Evans et al., 2006) (Figura 1).
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Figura 1. Esquema do metabolismo do triptofano no SNC. Figura retirada do artigo
Tryptophan metabolism in the central nervous system: medical implications. expert reviews in
molecular medicine; Vol. 8; Issue 20; August 2006.

Quando o triptéfano penetra no soma do neurdnio serotoninérgico, €
imediatamente hidroxilado pela enzima triptofano hidroxilase 2 (Tph2) em 5-
hidroxitriptofano (5- HTP). Para essa reacdo é utilizado o oxigénio molecular
(O2) e o co-factor tetrahidrobiopterina (BH4) responsavel por catalisar a
hidroxilagdo (Ruddick, Evans et al., 2006). O 5-HTP é rapidamente convertido
em 5-hidroxitriptamina (Serotonina) através da enzima descarboxilase dos
acidos aromaticos, utilizando como co-fator o piridoxal-5-fosfato (P5P). A
serotonina pode ser entdo: a) metabolizada pela flavoproteina monoamina-
oxidase A (localizado nha membrana mitocondrial) em 5- hidroxiacetaldeido (5 -
HIA) e em seguida no seu metabdlito acido 5-hidroxindolacético (5-HIAA)
através da enzima aldeido desidrogenase. ApoOs ser produzido, o 5-HIAA é
excretado da célula por meio de um mecanismo dependente de energia, b) A 5-
HT também pode ser empacotada em vesiculas sinapticas, através da acdo do

transportador vesicular de monoamina tipo 2 (VMAT2), encontrado

18



exclusivamente no SNC, vinculado a proteina transportadora de ligacdo da
serotonina (SBP) podendo ser liberado para o liquido extracelular por exocitose
em um processo dependente de calcio. ¢) A 5-HT quando liberada pode ser
reciclada para o interior do neurbnio pré-sindptico através da proteina
transportadora de serotonina (SERT) ou pode ser metabolizada a 5-HIAA por
células poés-sinapticas contendo monoamina oxidase A (Fuller and Wong, 1990;
Erickson, Schafer et al., 1996; Wade, Chen et al., 1996; Ruddick, Evans et al.,
2006; Siegel and Douard, 2011; Fidalgo, Ivanov et al.,, 2012). Esses

mecanismos sdo descritos na figura 2.
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Figura 2. Visdo esquematica da sintese de 5-HT no neurdnio serotoninérgico. Figura
retirada do artigo Tryptophan metabolism in the central nervous system: medical implications.
expert reviews in molecular medicine; Vol. 8; Issue 20; August 2006.

As acdes intracelulares da 5-HT sdo mediadas por 7 familias diferentes
de receptores (5-HT1- 5-HT7), contendo 14 diferentes subtipos de receptores
(Hoyer, Clarke et al., 1994). Estes receptores sao classificados em sete grupos
(Htr 1-7), definidos de acordo com a sua estrutura e da origem da sinalizacao

(Tohda, Nomura et al.,, 2006). Todos esses receptores sdo proteinas- G-
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acopladas, com excecdo do receptor 5-HTj3, que utiliza um mecanismo
ionotrépico (Bockaert, Claeysen et al., 2006)(Figura 3). Embora as funcbes dos
receptores 5-HT4 (Gur, Newman et al., 2003), 5-HT;g (Simansky and Nicklous,
2002), 5-HT,a (Park, Harrold et al., 1999) e 5-HT,c (Hewitt, Lee et al., 2002)
ainda nédo esteja bem compreendida, sua acao serotoninérgica mostra-se estar

relacionada com a ingestao alimentar (Meister, 2007).
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Figura 3. Receptores serotoninérgicos e respectivas ac¢des intracelulares. Linhas
pontilhadas indicam efeitos inibitérios (LAM & HESLER, 2007).

Durante a ontogénese a 5-HT modula a proliferacéo de células neurais e
ndo neurais (Wallace and Lauder, 1983; Chubakov, Gromova et al., 1986).
Essa monoamina promove a diferenciacdo e sobrevivéncia de neurdnios
glutamatérgicos no cortex encefélico em desenvolvimento (Dooley, Pappas et
al.,, 1997; Lavdas, Blue et al., 1997). A funcdo da 5-HT como um fator
neurotréfico, primariamente, em relacdo a sua fungdo como neurotransmissor
implica que as estruturas essenciais para o seu metabolismo (armazenamento,
liberacdo e recaptacédo) sejam desenvolvidas muito precocemente durante a
ontogenia neuronal (Lautenschlager, Holtje et al., 2000). Embora 5-HT seja

principalmente sintetizada a partir de neurbnios serotoninérgicos, tem sido
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observado durante o periodo de desenvolvimento, a expressdo de proteinas
SERT nas fibras talamocorticais, levando a absor¢éo e liberagcdo regulada de
serotonina a partir dessas fibras (Lebrand, Cases et al., 1996).

Os mecanismos de auto-regulacéo através dos auto-receptores 5-HTa €
5HT1g estdo presentes em neurbnios serotoninérgicos no 14° dia gestacional
na regido rostral da rafe (Hery, Boulenguez et al.,, 1999). Além disso, o
armazenamento e liberacdo de 5-HT foram detectados no 16° dia gestacional
em projecdes serotoninérgicas para o hipotalamo (Ugrumov, Taxi et al., 1989).
Além de seu papel na regulacdo da maturacdo das areas terminais, a
serotonina pode definir a sua propria densidade de terminais, fendbmeno
conhecido como auto-regulagéo do desenvolvimento (Whitaker-Azmitia, 2001).

No encéfalo, as projecdes serotoninérgicas inervam multiplas regides
corticais estando envolvidas na regulacdo de atividades que regem o
comportamento (Jacobs and Fornal, 1999) e de mecanismos fisioldégicos, como
a regulacdo do sono/vigilia (Leonard, 1996; Thase, 2000) do humor, do apetite,
do ritmo circadiano (Morin, 1999; Jiang, Teshima et al., 2000), de fenbmenos
cognitivos como aprendizado e memoéria, além de processos autondémicos
(McNamara and Skelton, 1993). Ha& crescentes evidéncias de que a
susceptibilidade a distlrbios do sono e depressao estaria relacionada com as
alteracdes depedentes de 5-HT (Ansorge, Zhou et al., 2004; Lattimore, Donn et
al., 2005; Alexandre, Popa et al., 2006). Além de sua importante fungdo como
neurotransmissor, 5-HT desempenha um papel relevante no desenvolvimento
de quadros patolégicos como transtorno de ansiedade, bulimia nervosa e
depressédo maior (Randy and Sansone, 2012).

A 5-HT apresenta seus niveis regulados por meio de proteinas
transportadoras de serotonina (SERT), que realizam a recaptacdo e transporte
da serotonina até as vesiculas secretoras nos terminais pré-sinapticos e por
meio da enzima monoamino oxidase (MAQO) que degrada a serotonina (Borue,
Chen et al., 2007). O SERT determina o tamanho e a duragédo de respostas
serotoninérgicas, desempenhando um papel-chave na neurotransmissao
(Lesch and Mossner, 1998) apresentando seus niveis reduzidos nos nucleos

da rafe (Vollmayr, Keck et al., 2000). Os inibidores seletivos da recaptacéo de
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serotonina (ISRS) sdo importantes nas terapias para depressédo e ansiedade,
pois, aumentam a biodisponibilidade de 5-HT na fenda sinaptica (Fuller, 1996).
Alteragbes nos niveis desta amina biogénica, durante o
desenvolvimento, através do tratamento precoce com farmacos ou exposicéo a
diversos fatores ambientais podem induzir modificacbes morfo-funcionais
irreversiveis (de-Castro, Cabral-Filho et al., 1993; Manhaes de Castro, Barreto
Medeiros et al., 2001). Experimentos com roedores evidenciaram que a
administracdo de ISRS durante as fases iniciais de desenvolvimento (periodo
critico) leva a alteracdes neuronais que acarretam mudancas dos estados

comportamentais (Borue, Chen et al., 2007).

2.2 Nucleos da Rafe

Os anatomistas Ramon e Cajal em 1911 descreveram estruturas
neuronais grandes, multipolares e de projecdes indefinidas que formavam
agregados na linha mediana do tronco encefalico e que apresentavam
projecbes axonais extensas (Ramon and Cajal, 1911). Estudos
citoarquitetbnicos em gatos, algumas décadas depois, descreveram pela
primeira vez os nucleos da rafe (Taber, Brodal et al., 1960). Esses nucleos séo
em numero de oito, assim denominados no sentido rostro-caudal: nucleo linear
rostral da rafe (RLi), linear caudal da rafe (CLi), dorsal da rafe (DR), mediano
da rafe (MnR), pontino da rafe (PnR), magno da rafe (MgR), pélido (Rpa) e
obscuro da rafe(Rob) (Taber, Brodal et al., 1960; Dahlstroem and Fuxe, 1964).
A primeira analise histolégica de monoaminas foi realizada por técnicas de
histofluorescéncia, que proporcionaram o mapeamento dos neurdnios de 5-HT
no encéfalo de rato (Dahlstroem and Fuxe, 1964). Essas células apareciam
tanto grandes quanto pequenas, apresentando um pericario multipolar ou
fusiforme (Dahlstroem and Fuxe, 1964; Steinbusch, 1981). Existem, também,
COrpos neuronais serotoninérgicos em outras regiées, como ha area postrema,
no nucleo do trato solitario, no l6cus coerulerus e no hipotalamo (Steinbusch,
1981). Os nucleos da rafe contém populagcdes heterogéneas de neurdnios, com
diferentes formas e proje¢bes (Azmitia, 1999). No entanto, nem todos os

neurénios da rafe contem 5-HT, e a quantidade de neurdnios que sintetizam 5-
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HT varia consideravelmente dentro de cada nucleo (Tork, 1985; Harding,
Paxinos et al., 2004). Entre outras substancias encontradas podemos citar a
substancia P, hormonio liberador de tireotropina (TRH), noradrenalina e acido
gama-amino-butirico (GABA), havendo ou n&o co-localizacdo com a 5-HT
(Charara and Parent, 1998). Poucos neurdnios 5-HT encontram-se fora dos
nacleos da rafe, como por exemplo, aqueles que estdo em relacdo com o
lemnisco medial ou em regides da formacéo reticular (Jacobs and Azmitia,
1992; Charara and Parent, 1998). Os grupos de neurbénios de 5-HT foram
classificados alfanumericamente, no sentido caudal-rostral, de B1-B9 em ratos
(Dahlstroem and Fuxe, 1964), podendo ser correlacionados com os nucleos da
rafe (Figura 4 A e B).
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Figura 4. Sistema serotoninérgico de roedores organizados em grupos B1-B9. A. A figura
mostra fibras representativas indicando vias serotonérgicas cerebrais do rato em diferentes
cores. O grupo celular (B1-9) esta representado nas areas em azul. Abreviacdes: 3V, terceiro
ventriculo; 4V, quarto ventriculo; ACC, cértex anterior cingulado; Ag, aqueduto; ARC, nucleo
hipotalamico arqueado; DR; nlcleo dorsal da rafe; FC, cértex frontal; ml, leminisco medial;
NAcc; nlcleo accumbens; NTS, nucleo do trato solitario; PAG, substéncia cinzenta
periaquedutal; PVH, nucleo hipotalamico paraventricular; RMg, ndcleo magno da rafe; RMn,
nacleo mediano da rafe; Rob, nicleo obscuro da rafe; RPa, nucleo pélido da rafe; SC, medula
espinhal; V1, cértex visual primario (Lam & Hesler, 2007). B Imagem retirada do artigo:
serotonin in the modulation of neural plasticity and networks: implications for
neurodevelopmental disorders. Neuron. Oct 4;76(1):175-91. 2012.

Na descricdo anatdmica classica, o grupo superior € composto por cinco
nucleos principais: o nucleo caudal linear da rafe (B8), nacleo mediano da rafe
(B5 e B8), nucleo dorsal da rafe (B6 e B7), nucleo pontino da rafe (Por¢cdo mais
inferior de B5) e neurbnios laterais de B9 dispostos dorsalmente ao lemnisco
medial e ao nucleo dorsal da rafe, células lateralmente deslocadas no nucleo
pontino centralis oralis (DR; B6 e B7) (Soares, et al, 2012). J& o grupo inferior é
composto por quatro nucleos principais: o nucleo obscuro da rafe (B2), nucleo
palido da rafe (B1 e B4), nucleo magno da rafe (B3) e neurdnios na medula
ventrolateral incluindo o nucleo paragigantocelular lateral e nucleos reticulares
intermediarios (B1/B3) (Brodal and Walberg, 1960; Jacobs and Azmitia, 1992;
Harding, Paxinos et al., 2004).

A partir dos nudcleos da rafe, os neurbnios serotoninérgicos enviam
projecdes descendentes para o tronco encefélico e para a medula espinal, e
projecdes ascendentes para estruturas prosencefalicas (diencéfalo e
telencéfalo), além de circuitos reciprocos locais (Steinbush, 1981; Tork, 1985).
As eferéncias dos neurdnios serotoninérgicos estdo nas seguintes direcdes:
projecdes ascendentes, projecbes para o tronco encefélico e cerebelo e
projecbes descendentes (Steinbush, 1981; Tork, 1985). Neurdnios 5-HT da
porcao ascendente enviam suas fibras para a porcao frontal do encéfalo onde a
extensa colateralizacdo de seus terminais inervam densamente muitas regides
do encéfalo, estando relacionadas com matrizes de neurdnios localizados no
cortex, no estriado, no hipocampo e na amigdala (Heisler, Jobst et al., 2006;
Calizo, 2011). No entanto, observa-se maior densidade de inervagdo no cortex
perirrinal, occipital, cértex frontal, giro do cingulo, area entorrinal, corpo
amigdaldide e hipocampo (Lesch and Waider, 2012). As areas subcorticais que
recebem fibras serotoninérgicas provenientes da rafe sdo: nucleo accumbens,
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claunstrum, amigdala, nudcleos septais e nucleo intersticial da estria terminal.
No hipotédlamo os principais alvos sdo: nlcleos supraquiasmaético, supra-optico,
paraventricular, pré-mamilares, regido infundibular, area pré-optica lateral,
hipotalamo lateral e hipotalamo posterior (Azmitia and Segal, 1978; Tork, 1985;
Vertes, 1991; Jacobs and Azmitia, 1992; Cavalcante, Alves et al., 2002).

As projegOes para a medula espinal e cerebelo, estdo envolvidas na
atividade motora, no controle da dor, e na regulagcdo do sistema nervoso
autbnomo (Lesch and Waider, 2012). Para o tronco encefalico e cerebelo a
inervagdo serotoninérgica é proveniente do nucleo pontino, e do nacleo magno
da rafe (Tork, 1985; Harding, Paxinos et al., 2004). Outras regides no tronco
encefalico que recebem inervacdo serotoninérgica sdo a area tegmentar
ventral, substancia negra, coliculo superior, locus ceruleos (Tork, 1985;
Harding, Paxinos et al., 2004; Lee, 2009).

Em resumo, os ndcleos da rafe constiiuem um agrupamento de
neurénios de morfologias distintas que sdo organizados inicialmente na linha
mediana do tronco encefalico. Em sua maioria sédo produtores de 5-HT e estdo
relacionados diretamente com as fun¢des desempenhadas pelas areas
encefalicas que recebem suas fibras. Seus grupos mais rostrais projetam
principalmente para o cortex frontal e parte do cerebelo e seus grupos caudais
projetam para o proprio tronco encefélico, também para o cerebelo e para
medula espinal. Sendo também a classificacdo de Paxinos & Watson, 2007,

bastante utilizada atualmente.

2.3 Exposicéao a inibidores seletivos de recaptacao da serotonina durante

o0 desenvolvimento

Os ISRS estao entre os medicamentos mais amplamente utilizados na
psiquiatria (Wang, David et al., 2008; Homberg, Olivier et al., 2011). Eles
apresentam, atualmente, um grande numero de indicacdes clinicas para
tratamento de transtorno de ansiedade generalizada, transtorno do panico,
transtorno obsessivo-compulsivo, transtorno de ansiedade social, transtorno de

estresse poés-traumatico, transtorno disférico pré-menstrual e bulimia nervosa,
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além da depressédo maior (Randy and Sansone, 2012). No entanto, apesar de
numerosos ensaios demonstrarem uma seguranga consideravel na
administrac@o de ISRS em adultos, os dados referentes a segurancga de curto e
de longo prazo em criancas e adolescentes sdo ainda limitados (Homberg,
Olivier et al., 2011).

A fluoxetina foi a primeira droga disponibilizada para o tratamento clinico
nas Américas e em outros paises do mundo dentre as classes dos ISRS
(Hiemke; Hartter, 2000). Seu principal mecanismo de acdo é o bloqueio da
proteina de recaptacdo o que promove aumento da biodisponibilidade sinaptica
da serotonina, acentuando a suas funcbes por meio da interagdo com 0s
receptores serotoninérgicos (Hiemke; Hartter, 2000).

Estudos mostram que a administracdo crbnica de fluoxetina e outros
antidepressivos aumentam a neurogénese no giro denteado (GD) do
hipocampo (Malberg, Eisch et al., 2000; Santarelli, Saxe et al., 2003; Wang,
David et al., 2008; Marlatt, Lucassen et al., 2010; Kobayashi, lkeda et al.,
2011). Marlatt e colaboradores em 2010 avaliaram a neurogénese no
hipocampo e o comportamento em campo aberto de ratas fémeas apos 28 dias
de tratamento com fluoxetina, duloxetina ou submetidas ao exercicio de
corrida. Nesse estudo observou-se que a fluoxetina aumentou a porcentagem
de novas células que se tornaram neur6nios, o que nao foi observado para a
duloxetina (Marlatt, Lucassen et al., 2010). No entanto, ainda € desconhecida a
forma como a neurogénese pode alterar o funcionamento do hipocampo,
levando a alteragcbes importantes no comportamento (Kobayashi, lkeda et al.,
2011). Outros estudos demonstraram que a administracéo cronica de fluoxetina
também pode reverter o estado de maturacdo de células granulares denteadas
em ratos adultos (Kobayashi, Ikeda et al., 2011). Essas alteragdes manifestam-
se através de modificacdes relevantes nas propriedades funcionais e
fisiolégicas das células granulares como a excitabilidade neuronal, e de uma
expressdo precoce do gene gque codifica a alfa-CaMKII, o fator neurotréfico
derivado do cérebro, ou a subunidade do receptor de glutamato GluK2/GIuR6
(Kobayashi, lkeda et al., 2010). Essa plasticidade neuronal induzida pela

fluoxetina, afeta um grande numero de grénulos celulares denteados, sendo
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provavel que ela altere os circuitos neurais do hipocampo tendo um papel
relevante sobre a regulacdo de comportamentos.

Quando administrados em fases precoces da vida, os ISRS causam
disfuncdo na homeostase serotoninérgica alterando a morfogénese neuronal.
Diante desse efeito, alguns estudos descrevem alteracdes das espinhas
dendriticas e suas relagbes com a plasticidade sindptica e desordens
neurodegenerativas promovidas por ISRS (Wang, David et al., 2008; Zheng, Xu
et al., 2011). Observou-se que tratamentos com fluoxetina e fluvoxamina por 18
dias resulta na reducao significativa na densidade da coluna de dendritos
basais no dia 22 pdés-natal, mas apenas a fluvoxamina causa reducdo na
densidade da coluna de dendritos apicais (Zheng, Xu et al., 2011). Além disso,
alguns estudos investigaram se as alteracbes morfolégicas induzidas pela
exposicao precoce a ISRS estavam associadas com déficits comportamentais
em idade adulta (Zheng, Xu et al., 2011). Por meio do teste de campo aberto,
0s ratos tratados em longo prazo com fluoxetina apresentam uma redugdo na
distancia total percorrida. Estes resultados demonstram que a atividade
locomotora foi prejudicada pelo uso crénico da fluoxetina. Em relacédo ao tempo
de movimento o grupo fluoxetina apresentou uma reducdo no tempo,
comparado ao grupo fluvoxamina (Zheng, Xu et al., 2011).

Analisando os efeitos do tratamento cronico com ISRS, fluoxetina,
Vetencourt et al.,, 2012 mostraram que esse antidepressivo restaura a
plasticidade do sistema visual de ratos adultos. Seus resultados sugerem que o
aumento da transmissao serotoninérgica devido a acdo da fluoxetina promove
mecanismos funcionais e/ou estruturais que modificam o equilibrio inibitério-
excitatério intracortical no cortex visual adulto. O estudo sugere também que a
reducdo da inibicdo GABAérgica induzida pela Fluoxetina e o aumento da
expressédo cronica de BDNF sdo um sinal para os genes que regulam a
plasticidade, o que leva a modificacbes funcionais dos circuitos neurais
subjacentes a sensibilidade a deprivagcdo monocular no adulto e a restauragéo
da ambliopia (Vetencourt, Sale et al., 2008).

Os ISRS também sao utlizados no tratamento da ansiedade e
depressdo em criancas e adolescentes (Kodish, Rockhill et al., 2011). Ha
beneficio clinico de pacientes que foram tratados com sertralina, fluoxetina,
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paroxetina ou fluvoxamina (Riddle, Reeve et al., 2001). Apesar de eficiente
clinicamente, para essa efetividade € necessario semanas de tratamento com
ISRS antes da visualizacdo de resposta aos sintomas (Riddle, Reeve et al.,
2001). No entanto, alguns estudos alarmantes relataram que as criancas e
adolescentes podem apresentar aumento de ideacdo suicida, bem como
agitacdo, depressao e ansiedade devido ao tratamento com ISRS (Gibbons,
Brown et al., 2007; Usala, Clavenna et al., 2008; Homberg, Olivier et al., 2011).
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3. HIPOTESE

A exposicéo cronica a inibidor seletivo de recaptagéo de serotonina durante
a lactacdo promove o aumento na quantidade de neurdnios serotoninérgicos
nos nucleos da rafe e na atividade de serotonina em areas de projecdo em

ratos desmamados.
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4. OBJETIVOS

Objetivo Geral

Avaliar o efeito da inibicdo seletiva da recaptacao da serotonina, durante o
periodo neonatal, sobre 0 numero de neurbnios serotoninérgicos e

concentracdo de serotonina.

Objetivos Especificos
e Mensurar o numero de neurdnios serotoninérgicos nos nucleos da rafe.

e Avaliar a concentracdo de Serotonina e 5HIAA nos nucleos da rafe, no

hipotalamo, amigdala, hipocampo e cortex.

e Avaliar a atividade de serotonina nos nucleos da rafe, hipotalamo,
hipocampo, amigdala e cértex.
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5. MATERIAL E METODO

Delineamento experimental
5.1 Animais

Foram utilizados ratos da linhagem Wistar provenientes da colbnia do
Departamento de NutricAo — UFPE. Fémeas primiparas foram mantidas sob
condi¢cbes padrdo de biotério com temperatura de 23°C + 1, ciclo claro-escuro
de 12/12 horas invertido (escuro: 6:00h as 18:00h / claro: 18:00h as 6:00h) e
livre acesso a agua ad libitum e a alimentacdo (dieta Labina — Purina S/A
durante todo experimento). ApOos a adaptacdo, as ratas em periodo estral
acasalaram na proporcao de duas fémeas para um macho. Durante o periodo
de prenhez, as ratas foram alocadas em gaiolas individuais e continuaram em
condi¢cBes padréo de biotério até o nascimento dos filhotes. As ninhadas foram
compostas no primeiro dia pés-natal (1° DPN) dos filhotes pela nutriz e seis
ratos neonatos machos escolhidos aleatoriamente.

O manejo e os cuidados com 0s animais seguiram as recomendacdes
do Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA). Para a realizacao
do estudo, foi obtida aprovacdo da Comissdo de Etica no Uso de Animais do
Centro de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de Pernambuco
(CEUA-UFPE).

5.2 Obtencao dos Grupos Experimentais

Foi utilizado um inibidor seletivo de recaptacdo de serotonina, a
fluoxetina, na concentracéo de 10 mg/Kg de peso corporal durante a lactagcéo
(Wong et al., 1995; Qu et., 2009). O farmaco foi obtido na forma de cloridrato
de fluoxetina (Bristol-USA) e dissolvido em solucéo salina, NaCl 0.9% (Silva,
Goncalves et al., 2010). Os ratos neonatos receberam o tratamento uma hora
apos o inicio do ciclo escuro (7:00h), devido ao pico de liberacédo de 5-HT
(Sanchez, Sanchez et al., 2008). Os grupos experimentais foram formados

segundo tratamento farmacologico:
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e Fluoxetina (F): formado por filhotes (n= 16) submetidos a tratamento

com fluoxetina (10mg/Kg pc., sc, dissolvida em solucdo salina, NaCl
0.9%, 1ml/kg).

e Salina (S): constituido por filhotes (n= 16) que receberam solucédo salina
(NaCl 0.9%, 1ml/kg, sc).

d

,l,n. v

}

Solugdo de salina Fluoxetina 1 0mg/Kg (1ml/g)

1°a0 21° dia de vida

mmmm) | hapos o nicio do ciclo escuro (7:00h)

Dosagem de
’m‘ Imuno 5-HT  5_HTe 5-HIAA
Gestacdao Lactacdo
21 dias l l

l 212 dia | | J
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5.3 Experimentos

5.3.1 Perfuséao transcardiaca

Ao 28° dia de vida, os animais foram perfundidos trasncardiacamente
ap6s serem anestesiados profundamente com hidrato de cloral’ 35%
(400mg/Kg). Para a perfusdo, o animal foi posicionado em superficie
apropriada com imobilizacdo da cabeca. Esta foi realizada com um suporte
especifico que permitisse a deposicdo de gelo sobre a cabeca do animal
durante o periodo da passagem do fixador (Nogueira et al., 1997). Para o
acesso ao ventriculo esquerdo, onde foi introduzida canula para perfusao, foi
realizado inicialmente um corte na parede do abdome expondo-se 0 processo
xiféide. Este foi realizado em forma de “V” na musculatura e costelas,
permitindo assim, a exposicao do cora¢do na cavidade toracica. Para impedir
que a perfusdo alcancasse a aorta descendente, e como consequéncia toda
sua area de irrigacdo, o pulmao esquerdo foi afastado e a aorta descendente
pincada. Em seguida, uma canula acoplada a uma bomba peristéltica® foi
introduzida no ventriculo esquerdo do coracdo e presa na area por um keller. A
bomba foi acionada em velocidade compativel com a manutencdo da
integridade dos vasos sanguineos. Inicialmente foi infundida 150ml de solucéo
salina (Nacl, 0,9%) a temperatura ambiente para remocdo do sangue dentro
dos vasos. Este procedimento previne a formacdo de coagulos e propicia a
correta penetracdo do fixador nos tecidos. A perfusdo com salina foi seguida
com a infusdo de solucéo fixadora (4% de paraformoldeido em 4° C). Quando
foi observada a contracdo dos membros superiores, indicando a chegada do
fixador nesta regido, foi adicionado gelo sobre a cabeca do animal, para
minimizar a degradacao protéica.

Ao final da passagem do fixador, os encéfalos foram retirados do cranio,
e pos-fixados na mesma solucdo fixadora mais sacarose (20%) durante 4
horas. Apés esse periodo, foi armazenado em solucao crioprotetora (Tampéao
fosfato de potassio — KPBS - mais sacarose 20%) por 6-24 h. Os encéfalos

foram criosseccionados em cortes coronais de 40um de espessura utilizando-

! Reagen
2 Masterflex, Cole-Parmer, Niles, IL, EUA
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se criomicrétomo de congelamento®. Cinco séries de cortes foram coletadas,
para cada animal, em placa de acrilico (25 cavidades) com solucdo
anticongelante e armazenadas a -20°C.

5.3.2 Imunohistoquimica contra serotonina

Trés séries de cortes foram submetidas a reacdes de imunohistoquimica
contra serotonina. Ao serem removidos da solucdo anticongelante onde
estavam armazenados, 0s cortes coronais de uma série, foram lavados em
KPBS (3 x 10 min). Em seguida foram incubados em solu¢cdo com anticorpo
primério contra serotonina® por 48h. Esta soluc&o foi formada por KPBS, Triton®
(0,3 %), soro normal de cabra® (NGS 5%) e anticorpo primario anti-5-HT feito
em coelho (Diluicdo 1:5000). Durante a incubacé&o os cortes permaneceram em
recipientes de 1,5 mL posicionados em agitador protegido da luz. Apds a
incubacdo os cortes foram submetidos a lavagens em KPBS (3 x 10 min) e
posteriormente incubados em solucdo com anticorpo secundario’, feito em
cabra contra coelho, por 90 min . Esta solucao foi composta por Triton (0,3%),
KPBS e anticorpo secundario biotinilado (diluicdo 1:200). Em seguida, os cortes
foram novamente submetidos a lavagens com KPBS (3 x 10 min) e outra
incubacdo (90 min) com complexo avidina-biotina-peroxidase 1 %2 Esta
solucdo foi composta por KPBS, triton (0,3 %) e cloreto de sédio® (NaCl). Os
cortes foram submetidos a lavagens com KPBS (2 x 10 min) e acetato de sodio
(2X 10 min). Em seguida foi realizada, por 5 minutos, a reagdo de
imunoperoxidase com 3,3-diaminobenzidina (DAB)™° diluido em solucdo de

agua destilada, niquel sulfato amonio (NAS)*!, acetato de sédio (0.2 M), cloreto

3 SM 2000 R, Leica, Alemanha
* Protos Biotech Corporation, New York, NY, EUA
% Amresco, Sélon, OH, EUA
é Vector Laboratories, Burlingame, CA, EUA
7 Vector Laboratories, Burlingame, CA, EUA
8 ABC Kit Vectastain Elite Standard, Vector laboratories, Burlingame, CA, EUA
° Merk Laboratories, Darmstadt, Alemanha
10 Sigma, St Louis, MO, EUA
! Sigma, St Louis, MO, EUA
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de amonio'® e Beta d Glucose™®. Apés esta reacéo foi acrescentada a solucéo
anterior Glucose oxidase'® e incubacdo dos cortes até obterem cor marrom
claro/purpura. Para neutralizar esta reagdo, os cortes foram submetidos a
lavagens com acetato de sodio (2 x 10 min) e, em seguida, com KPBS (3 x 10

min).

5.3.3 Analise guantitativa de neurdnios 5-HT-IR

A andlise foi realizada em microscopia optica de campo claro. Foram
quantificadas células com marcacéo evidente nos nucleos da rafe. Para cada
nacleo da rafe foram considerados na analise todos os cortes coronais de uma
série nos quais este nudcleo foi evidenciado. Foram quantificadas todas as
células em cada corte para cada nucleo. Para delimitacdo dos nucleos foi
utilizado Atlas estereotaxico (Paxinos & Watson, 2007) e séries de cortes

coradas em tionina, técnica de Nissl.

5.3.4 Dosagem de 5-HT e 5-HIAA

Os animais foram sacrificados no 282 dia de vida por decapitacdo, sendo
o encéfalo removido e congelado. Em seguida, para obtencdo das areas a
serem analisadas, os encéfalos foram criosseccionados em fatias de 300 pum
utilizando micrétomo de congelamento e atlas para identificacdo dos niveis de
corte. Ap6s a microdisseccédo, as amostras foram pesadas e armazenadas a —
70°C. Para medir a concentracéo de serotonina e 5-HIAA foi utilizada a técnica
de cromatografia liquida de alta eficiéncia com deteccao eletroquimica (CLAE).
Esta é uma técnica quantitativa pela qual compostos passiveis de oxidagéo ou
reducdo podem ser dosados com alta precisdo. O cromatografo € equipado
com uma bomba injetora com “loop” de 20 uL, coluna c18 de fase reversa (150

x 3,9 mm, com particula esférica de 5 um) e um detector eletroquimico com

12 Amresco, Sélon, OH, EUA
13 Sigma, St Louis, MO, EUA
1 Sigma, St Louis, MO, EUA
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potencial de 80 V. As amostras foram homogeneizadas em 120 uL de uma
solucdo de &cido perclérico™ (0,1M) acrescido de 0,02% de &cido tetra-acético
etileno diamina (EDTA). Em seguida o material foi centrifugado a 10.000 x por
3 min. Foi injetado 20 ul do sobrenadante no cromatografo para a realizacdo da
dosagem da 5-HT e do 5-HIAA. A relacdo 5HIAA/5-HT € considerada como

medida da atividade serotoninérgica.

> Merk, Alemanha
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6. ANALISE ESTATISTICA

Apoés serem aplicados os testes de homogeneidade de variancia e de
normalidade, a comparacao entre os diferentes grupos, foi dada pela Analise
de Variancia (ANOVA-Two Way) seguido do teste de Bonferroni para medidas
repetidas, admitindo-se um nivel de confianga de 95%. A analise dos dados foi
realizada por meio do programa estatistico GraphPad Prism ® (Graph Pad

Software, Inc, 2007).
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7. RESULTADOS E DISCUSSAO

O artigo original deste estudo € intitulado: exposi¢cdo neonatal a inibidor
de recaptacdo da serotonina: andalise de componentes do sistema
serotoninérgico e serd submetido ao periddico Brain Research, Fator de

impacto 2.89, Qualis A2 pela CAPES.

Neste artigo foi verificado o papel da manipulacdo farmacoldgica
precoce com inibidor seletivo de recaptacdo de serotonina sobre o numero de
neurbnios serotoninérgicos nos nudcleos da rafe e sobre a dosagem de

serotonina e de seu metabdlito 5SHIAA em diferentes estruturas encefalicas.
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Resumo

Este estudo avaliou o efeito da inibicdo seletiva da recaptacdo de serotonina
durante o periodo neonatal sobre pardmetros morfofuncionais do sistema
serotoninérgico nos nucleos da rafe e nas areas encefalicas de projecéo
serotoninérgica. Ratos Wistar foram divididos nos grupos Fluoxetina (FIx,
Fluoxetina 10mg/Kg p.c.) e Salina (S, Nacl 0,9%, 1mL/Kg p.c.) segundo a
manipulagdo farmacolégica diaria do 1° ao 21° dia de vida. Durante este
periodo foram avaliadas a quantidade de neurbnios de 5-HT e a dosagem
desse neurotransmissor e do seu metabolito. Os encéfalos foram processados
com técnicas de imunohistoquimica contra 5-HT e submetidos a dosagem de
serotonina e acido 5-hidroxindolacético (5HIAA) no 28° dia de vida. N&o houve
diferenca no numero de neurdnios 5-HT-IR nos ndcleos da rafe entre os
grupos. O nucleo DR de animais do grupo Flx (1153,5 + 125,4; p< 0.01)
apresentou maior concentracdo de 5-HT quando comparados ao grupo S
(819,9 £ 148,3; p< 0.01). O grupo FLx apresentou também, maior concentracao
de 5-HIAA no CLi/RLi (FIx= 17569 + 316,3 vs S= 931,1 + 98,6; p< 0.01), DR
(FIx= 3303,4 + 156,7 vs S= 1748,3 + 148,3; p< 0.001) e MnR (FIx= 2454,1 +
236 vs S= 1561 + 158,9; p< 0.01). Nas areas de projecdao o grupo FIx
apresentou menor concentracdo de 5-HT no hipotalamo (FIx= 295,9 + 40,3 vs
S=478,5 + 71,8; p< 0.01) e maior concentracdo de 5-HIAA na amigdala (FIx=
1636,3 + 103,7 vs S= 890,8 *+ 41,6, p< 0.05) e no hipotalamo (FIx= 2031,3 +
316,1 vs S= 1262,4 + 237,7; p< 005) quando comparado ao grupo S. Os
resultados deste estudo evidenciam que a exposicdo cronica a fluoxetina
durante o periodo de lactacdo promove ajustes de componentes do sistema
serotoninérgico, sugerindo que tal exposicado precoce pode causar alteracdes

no padrao saude-doenca.

Palavras-chave: desenvolvimento, serotonina, fluoxetina, rato neonato, nucleos
da rafe.
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Introducao

Os inibidores seletivos de recaptacao da serotonina (ISRS) séo eleitos
no tratamento da depresséo devido aos seus menores efeitos adversos (Kéallén
2004). O bloqueio da proteina de recaptacdo da serotonina (SERT) aumenta a
concentracdo extracelular de serotonina potencializando a neurotransmissao
serotoninérgica (Fuller, 1994). Os efeitos dos ISRS podem ser dependentes da
idade do organismo alvo (para revisao ver: Olivier et al., 2010). Quando o
bloqueio do SERT ¢é realizado no periodo de desenvolvimento do sistema
nervoso, pode modificar a neuroquimica serotoninérgica com repercussdes
permanentes sobre morfologia e fungédo do sistema nervoso. Ao contrario do
que ocorre na vida adulta, Camundongos knockout SERT apresentam
ansiedade e depressao (Lira, Zhou et al., 2003). Assim, muitos efeitos adversos
do tratamento perinatal com ISRS sdo descritos em roedores e humanos
(Chambers, Johnson et al., 1996; Laine, Heikkinen et al., 2003; Moses-Kolko,
Bogen et al., 2005; Sanz, De-las-Cuevas et al., 2005; Borue, Chen et al., 2007,
Noorlander, Ververs et al., 2008). Em humanos, houve aumento de
nascimentos pré-maturos e do risco para hipertensdo pulmonar quando o
tratamento com fluoxetina iniciou no terceiro trimestre de gestacao (Chambers,
Johnson et al.,, 1996). Exposicdo no utero a ISRS promove sinais de
abstinéncia nas primeiras semanas de vida (Sanz, De-las-Cuevas et al., 2005).
Apresentam também alteracdes do desenvolvimento e controle motor (Costei,
Kozer et al., 2002; Casper, Fleisher et al., 2003). Em roedores, o tratamento
durante a lactacdo com ISRS resulta em padrées comportamentais mal-
adaptativos que permanecem apés a utilizacdo do farmaco (Hansen, Sanchez
et al., 1997; Ansorge, Zhou et al., 2004). Entre as alteragcdes comportamentais
pode-se citar a reducdo da atividade sexual, aumento no consumo de etanol,
aumento do comportamento de ansiedade e depressdo e reducdo do
comportamento agressivo (Hilakivi, Sinclair et al., 1984; Hansen, Sanchez et
al., 1997; Maciag, Simpson et al., 2006). Poucos sdo os dados que descrevem
as alteracfes neuroquimicas do sistema serotoninérgico promovidas por ISRS
durante periodos de desenvolvimento do sistema nervoso (Maciag, Simpson et
al., 2006; Berg, Backstrom et al., 2013).
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A serotonina exerce papel crucial no desenvolvimento do sistema
nervoso modulando a proliferacdo celular e migracdo neuronal durante o
desenvolvimento fetal e pés-natal precoce. Corroborando com seu papel, foi
descrita recentemente a producdo placentaria de serotonina para suprir a
demanda fetal e garantir seu papel nos eventos do desenvolvimento do sistema
nervoso (Bonnin, Goeden et al., 2011). Sendo assim, eventos que venham a
modificar a neurotransmissdo serotoninérgica durante este periodo podem
promover respostas adaptativas em diferentes componentes deste sistema.
Assim, foi observado que o ISRS neonatal reduz a expresséao de triptofano
hidroxilase, enzima limitante para sintese de serotonina, nos nucleos Dorsal e
Mediano da rafe (Maciag, Simpson et al., 2006). O tratamento neonatal com
ISRS em roedores promove prejuizo no padrdo axonal do coértex
somatossensorial (Cases, Vitalis et al., 1996; Young-Davies, Bennett-Clarke et
al., 2000; Xu, Sari et al., 2004). Eferéncias do talamo para o cortex
somatossensorial de ratos que receberam fluoxetina durante a primeira
semana poés-natal, correspondente ao ultimo trimestre de gestacéo,
apresentaram menor numero de ramificacbes na camada IV (Lee, 2009).
Fluoxetina neonatal promoveu redugdo de tamanho do corpo celular
serotoninérgico nos nucleos Dorsal e Mediano da rafe (Silva, Goncalves et al.,
2010) e reducédo na complexidade da arvore dendritica de neurdnios corticais
associada a presenca de receptores 5-HT3 (Smit-Rigter, Noorlander et al.,
2012). A SERT, quando blogqueada cronicamente no periodo neonatal,
apresentou imunoreatividade reduzida no cortex pré-frontal medial e primario
somatosensorial (Maciag, Simpson et al., 2006). Quando analisado nos nucleo
dorsal da rafe, a expressao do mRNA para o SERT foi aumentado um dia apés
tratamento crénico com ISRS do 8 ao 14 dia pés-natal, mas foi reduzido na
vida adulta ap6s 69 dias do término do tratamento (Hansen and Mikkelsen,
1998).

Uma simples injecdo de ISRS aumenta os niveis extracelulares de
serotonina e diminui os niveis de 5HIAA em varias regifes encefélicas
(Invernizze et al.,, 1992). Em ratos, este aumento ocorre com intensidades
diferentes a depender da regido encefalica, com maior concentragcdo nos
ndcleos da rafe quando comparado ao hipocampo e cortex (Malagie, Trillat et
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al.,, 1995). Considerando o0 papel do sistema serotoninérgico no
desenvolvimento do sistema nervoso, e as alteragbes observadas em
individuos que foram submetidos a ISRS durante o desenvolvimento, o
presente estudo tem como objetivo descrever os niveis de serotonina e seu
metabdlito em diferentes regides encefalicas apds exposicdo cronica a ISRS
durante a vida neonatal. Muitas discussdes foram realizadas sob o ponto de
vista de que essa exposicdo promoveria o0s efeitos sobre os niveis de
serotonina observadas em organismo adulto. Aqui nés hipotetizamos que apos
o tratamento neonatal com um ISRS, ocorrerd 0 aumento na quantidade de
neurdnios serotoninérgicos nos nucleos da rafe e nos niveis de serotonina e de
seu principal metabdlito, o acido 5-hidroxindolacético (5HIAA), estdo elevados

em areas de projecdo, mas ndo nos nucleos da rafe em ratos desmamados.

Materiais e métodos

Animais

Foram utilizados ratos albinos da linhagem Wistar do biotério do
Departamento de Nutrigdo da Universidade Federal de Pernambuco. Um dia
apos o0 nascimento, as ninhadas foram ajustadas para seis filhotes (machos),
pesando entre 6-7g cada. Segundo o tratamento farmacolégico foram obtidos
0s seguintes grupos: Fluoxetina (FIx), formado por filhotes submetidos a
tratamento com fluoxetina (10mg/Kg pc., sc) ou Salina (S) (NaCl 0.9%, 1ml/kg,
sc) durante os primeiros 21 dias de vida. Cada ninhada foi composta por
animais salina e fluoxetina na mesma propor¢cdo. Apenas um animal de cada
ninhada foi utilizado nos experimentos para cada tratamento a fim de se evitar
o efeito ninhada. Os procedimentos experimentais com 0S animais estdo de
acordo com os “Principios Eticos na Experimentacdo Animal” adotados pelo
Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA), obedecendo as

normas de manuseio e cuidado com os animais (protocolo n® 103/03).

Imunohistoguimica contra serotonina

Ao 282 dia de vida, os animais foram perfundidos trasncardiacamente
apos serem anestesiados profundamente com hidrato de cloral 35%

(400mg/Kg). A infusdo de solucédo salina (Nacl, 0,9%) foi seguida de solucao
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fixadora (4% de paraformoldeido). Ao final da passagem do fixador, os
encéfalos foram retirados do cranio, e pés-fixados na mesma solugéo fixadora
mais sacarose (20%). Os encéfalos foram criosseccionados em cortes coronais
de 40um de espessura utilizando-se criomicrotomo de congelamento (SM 2000
R, Leica, Alemanha). Cinco séries de cortes foram coletadas, para cada animal,
e armazenadas a -20°C.

Os cortes foram incubados em solugdo com anticorpo primario contra
serotonina (Protos Biotech Corporation, New York, NY, EUA) por 48h. Esta
solucéo foi formada por KPBS, Triton (Amresco, Sdélon, OH, EUA) (0,3 %), soro
normal de cabra (NGS 5%) (Vector Laboratories, Burlingame, CA, EUA) e
anticorpo primario anti-5-HT (Diluicdo 1:5000). Posteriormente, foram
incubados em solugdo com anticorpo secundario biotinilado (diluicdo 1:200;
Vector Laboratories, Burlingame, CA, EUA), por 90 min. Apd4s incubacao (90
min) com complexo avidina-biotina-peroxidase 1 % (ABC Kit Vectastain Elite
Standard, Vector laboratories, Burlingame, CA, EUA) a revelacéo foi realizada
com a reacdo de imunoperoxidase com 3,3-diaminobenzidina (DAB) (Sigma,
St Louis, MO, EUA).

Anélise guantitativa de neurdnios 5-HT-IR

A analise foi realizada em microscopia Optica de campo claro. Foram
quantificadas células com marcacédo evidente nos nucleos da rafe. Para cada
nucleo da rafe foram considerados na analise todos os cortes coronais de uma
série nos quais este nucleo foi evidenciado. Foram quantificadas todas as
células em cada corte para cada nucleo. Para delimitacdo dos nucleos foi

utilizado atlas estereotaxico (Paxinos & Watson, 2007).

Dosagem de 5-HT e 5-HIAA

Os animais foram sacrificados no 282 dia de vida por decapitacdo, sendo
o encéfalo removido e congelado. Em seguida, para obtencdo das areas a
serem analisadas, os encéfalos foram criosseccionados em fatias de 300 um
utilizando micrétomo de congelamento e atlas para identificacdo dos niveis de
corte. Apds a microdissec¢do, as amostras foram pesadas e armazenadas a —
70°C. Para medir a concentracdo de serotonina e 5-HIAA foi utilizada a técnica
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de cromatografia liquida de alta eficiéncia com deteccao eletroquimica (CLAE).
O cromatografo é equipado com uma bomba injetora com “loop” de 20 uL,
coluna c18 de fase reversa (150 x 3,9 mm, com particula esférica de 5 um) e
um detector eletroquimico com potencial de 80 V. As amostras foram
homogeneizadas em 120 uL de uma solucéo de acido perclérico (0,1M) (Merk,
Alemanha) acrescido de 0,02% de &cido tetra-acético etileno diamina (EDTA).
Em seguida o material foi centrifugado a 10.000 x por 3 min. Foi injetado 20 pl
do sobrenadante no cromatdgrafo para a realizacdo da dosagem da 5-HT e do
5-HIAA. A relacdo 5HIAA/5-HT é considerada como medida da atividade

serotoninérgica.

Andlise de dados

A comparacdo entre os diferentes grupos foi dada pela Analise de
Variancia (ANOVA-Two Way) seguido do teste de Bonferroni para medidas
repetidas, admitindo-se o um nivel de confianca de 95% (p<0,05). A analise
dos dados foi realizada por meio do programa estatistico GraphPad Prism ®
(Graph Pad Software, Inc, 2007).
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Resultados

NUmeros de neurdnios 5-HT- IR nos nlcleos da rafe

A analise quantitativa de neurénios 5-HT-IR nos nudcleos da rafe néo

revelou diferencas entre os grupos FLx e S (Figura 1).
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Figura 1- Efeito do tratamento neonatal com fluoxetina sobre o nimero de neurdnios 5-HT-
IR nos nucleos da rafe de ratos. Os filhotes receberam diariamente fluoxetina (n=6,10mg/Kg
p.c, s.c.) ou solugdo salina (n=6, NaCl 0,9%, 1ml/kg p.c, s.c.) do 1° ao 21° dia de vida. Os
dados estédo representados em média + EP.
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Dosagem de serotonina e 5-HIAA nos nucleos da rafe

Anova Two-way identificou efeito da interagdo droga x regido (Fa9,6=2.6)
e efeito da regido (Fue,6=46.2) em rela¢éo aos niveis de 5-HT. Elevados niveis
de 5-HT foram observados no ndcleo DR de animais do grupo Fluoxetina
comparado ao Salina (FLx= 1153,5 + 125,4 vs Sal= 819,9 + 148,3, p< 0.01).
Nos outros nucleos da rafe ndo houve diferenca na concentracéo de 5-HT entre

os grupos (Figura 2A).

Na analise da concentracdo do metabdlito 5-HIAA, a Anova Two-Way
identificou efeito da interacédo droga x regiéo (Fu9,6= 6.3) e efeito da regido de
analise (F9,6= 47.4). O grupo FLx apresentou, quando comparado ao grupo S,
maior concentracado de 5-HIAA no CLi/Cri (FLx= 17569 + 316,3 vs Sal=931,1 +
98,6; p< 0.01), DR (FLx= 3303,4 + 156,7 vs Sal= 1748,3 + 148,3; p< 0.001) e
MnR (FLx= 2454,1 + 236 vs Sal= 1561 + 158,9; p< 0.01). Nao foi observada
diferencga entre os grupos FLx e S nos outros nucleos da rafe (Figura 2B).
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Figura 2- Efeito do tratamento neonatal com fluoxetina sobre os niveis de 5-HT (A) e 5-HIAA
(B) nos nicleos da rafe de ratos. Os filhotes receberam diariamente fluoxetina (n=10, 10mg/kg
p.c, s.c.) ou solucdo salina (n=10, nacl 0,9%, 1ml/kg p.c, s.c.) do 1°% ao 21° dia de vida. Os
dados estdo representados em média + ep. * indica diferenga entre os grupos.
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Dosagem de serotonina e 5-HIAA em areas de projecéo

Nas areas de projecdo de neurdnios serotoninérgicos analisadas no
presente estudo, a Anova Two-way identificou efeito da interagdo droga X
regido (Fs3=3.8) e efeito da regido (F@s 3= 39.9) em rela¢@o aos niveis de 5-
HT. O Hipocampo, amigdala e cortex ndo apresentaram diferenca significativa
entre os grupos FLx e S. No entanto, no hipotalamo os animais do grupo FLXx
apresentaram niveis mais baixos de 5-HT quando comparados ao grupo S (S=
478,5 + 71,8 vs FLx=295,9 + 40,3; p< 0.01) (Figura 3A).

Na analise da concentracdo de 5-HIAA nas areas de projecdo a Anova
Two-Way identificou efeito da regido (Fpesz= 26.9). As concentracdes de 5-
HIAA foram mais elevadas no Hipotalamo (FLx=2031,3 + 316,1 vs S=1262,4 +
237,7; p< 005) e na amigdala (FLx= 1636,3 + 103,7 vs S= 890,8 + 41,6, p<
0.05). As outras areas de projecdo analisadas nao apresentaram diferenca

significativa entre os grupos (Figura 3B).
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Figura 3- Efeito do tratamento neonatal com fluoxetina sobre os niveis de 5-HT (A) e 5-HIAA
(B) nas areas de projecao do encéfalo de ratos. Os filhotes receberam diariamente fluoxetina
(n=10, 10mg/kg p.c, s.c.) ou solucdo salina (n=10, nacl 0,9%, 1ml/kg p.c, s.c.) do 1% ao 21° dia
de vida. Os dados estéo representados em média + ep. *** indica diferenca entre os grupos.
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Taxa de atividade de serotonina (5-HIAA /5- HT) nos nlcleos da rafe e em

areas de projecdo

Nos nucleos da rafe a Anova Two-way identificou efeito da droga
(F(a9,6)=26.5) e efeito da regido (Fu9,6= 2.8) em relacdo a taxa de serotonina (5-
HIAA/5-HT). Os nucleos PnR e CLIi/RLi da rafe do grupo FLx apresentaram
maior taxa em comparacgéo ao grupo S (PnR: S= 3,2 + 0,6 vs FLx= 14,7 + 2,6;
p< 0.001; CLi/RLi: S= 3,7 £ 0,3 vs FLx= 10,8 £ 4; p< 0.05) (Figura 4A).

Anova Two-way identificou nas areas de projecao analisadas efeito da
droga (F(s,3=42.3) sobre a taxa de serotonina. No hipocampo (S=2,8 + 0,1 vs
FLx=5,5 + 0,7; p< 0.05), hipotadlamo (S= 2,7 £ 0,4 vs FLx= 7,4 + 1,3; p< 0.001),
e amigdala (S= 3,2 + 0,3 vs FLx= 6,0 £ 0,8; p< 0.05) houve maior taxa de

serotonina no grupo FLx comparado ao grupo S (Figura 4B).
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Discussao

Em resumo, as analises realizadas no presente estudo apontam
“ajustes” na concentracdo de serotonina e seu metabdlito 5-HIAA em nucleos
da rafe e areas de projecao apos inibicdo cronica da proteina de recaptacdo da
serotonina durante o periodo de lactagdo. Nenhuma influéncia foi observada
sobre o nimero de neurbnios que expressam serotonina nos nucleos da rafe.
ApoOs uma semana da ultima exposicdo a fluoxetina, foram observados niveis
elevados de serotonina apenas no nucleo Dorsal da rafe, por outro lado, niveis
reduzidos desse neurotransmissor foram encontrados no hipotalamo. Quando
analisamos a concentracdo do principal metabolito da serotonina, 5HIAA, esse
se apresentou em niveis elevados em nucleos da rafe bem como em éareas de
projecdo como o hipotalamo e a amigdala. A relacédo entre o 5HIAA e a 5-HT
fornece informagdo da atividade do neurotransmissor, assim, podemos
constatar que a exposicdo a fluoxetina durante o periodo neonatal induz
aumento na atividade serotoninérgica em nucleos rostrais da rafe, bem como
hipotalamo, hipocampo e amigdala.

Evidenciamos que a exposi¢cdo neonatal a fluoxetina n&o influenciou
guantitativamente o0s neurdnios dos ndcleos da rafe. Os neurdnios
serotoninérgicos encontram-se entre a populacdo neuronal que surge mais
precocemente no sistema nervoso central, atuando como fator trofico para o
desenvolvimento do seu préprio sistema e para outros sistemas de
neurotransmissao (azmitia & whitaker- azmitia, 1995). Os neurbnios da rafe
surgem entre os dias 11° e 12° gestacionais, com maturacdo se estendendo
até o 21° dia pés-natal (Lidov and Molliver, 1982a; Wallace and Lauder, 1983;
Lautenschlager, Holtje et al., 2000). Como a serotonina atua como importante
fator trofico durante as fases iniciais do desenvolvimento do sistema nervoso
(Turlejski, 1996), se faz conveniente que o aumento de serotonina por inibicao
de sua recaptacdo nesse periodo, proteja a densidade de neurbnios que irdo
produzi-la. Entre os fatores de crescimento que influenciam o desenvolvimento
de neurdnios serotoninérgicos, estd o fator de crescimento astroglial
denominado S100B (Sodhi and Sanders-Bush, 2004). Esta € uma proteina
secretada por astrocitos, encontrada em niveis elevados durante o periodo de

desenvolvimento (Manev and Manev, 2001). Foi observado que o tratamento
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cronico com fluoxetina pode induzir a liberagdo de S100B8 (Tramontina,
Tramontina et al., 2008) que quando ocorre no hipocampo pode conduzir a
maior proliferagcdo celular (Noctor, Flint et al., 2001; Tramontina, Tramontina et
al., 2008). Somando-se ao seu papel sobre a neurogénese, a S1008 pode
também atuar como fator neuroprotetor por reduzir a taxa de apoptose em
neurénios imaturos (Ahlemeyer, Beier et al., 2000). Também se pode ressaltar
que o fator neurotrofico derivado do cérebro (BDNF) é regulado por
antidepressivos que podem interferir na regulacdo da neurogénese (Malberg,
Eisch et al., 2000). Por outro lado, em estudo sobre a morfologia de neurdnios
nos nucleos da rafe e hipocampo ratos expostos a fluoxetina neonatal
demonstrou redugdo no numero de neurbnios serotoninérgicos no nucleo
Dorsal da rafe, bem como na densidade de terminais 5-HT no giro denteado do
hipocampo apds cinco semanas do término do tratamento (Silva, Goncalves et
al.,, 2010). Com o mesmo modelo de exposicdo neonatal a fluoxetina, o
presente estudo ndo observou alteracdes no numero de neurdnios da rafe,
porém este foi analisado uma semana apoés a ultima injecao do ISRS.

Vérios estudos tem demonstrado o papel estimulador da fluoxetina sobre
a neurogénese (Malberg, Eisch et al., 2000; Guirado, Varea et al., 2009) porém
este efeito parece ser dependente da idade e de experiéncias neonatais
(Navailles, Hof et al., 2008; Guirado, Sanchez-Matarredona et al., 2012).
Fluoxetina crénica em camundongos promoveu reducdo proporcional ao
aumento da idade na proliferacdo e taxa de sobrevivéncia de novas células e
no percentual de células que adquirem o fenétipo neuronal no hipocampo
(Couillard-Despres, Wuertinger et al., 2009). O efeito da fluoxetina, na vida
adulta, sobre a neurogénese ndo foi observado em animais submetidos a
estresse neonatal (Navailles, Hof et al., 2008). O estresse neonatal promove
apoptose no hipocampo (Lee, Kim et al., 2001), no entanto, quando a fluoxetina
foi administrada durante o periodo da separacdo materna, primeiros 14 dias de
vida, induziu aumento na proliferagéo celular e redugéo da apoptose (Lee, Kim
et al., 2001). Os resultados descritos na literatura indicam papel modulador da
inibicdo do transportador de serotonina sobre proje¢cdes neuronais,
independente do periodo apds tratamento. Por outro lado, fluoxetina do 0 ao 6
dia de vida reduziu o numero de ramificacbes das aferéncias tdlamocorticais
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para o cortex somatosensorial trés semanas apos o tratamento (Lee, 2009).
Fluoxetina neonatal cronica (P4 a P21), reduziu a densidade de espinhas
dendriticas de neurbnios piramidais na regido CAl do hipocampo em
camundongos ao 22° dia pos natal, um dia apos tratamento (Zheng, Xu et al.,
2011). No entanto, na vida adulta (90 dias), dez semanas ap6s o término da
aplicacao da droga, houve aumento dessa densidade (Zheng, Xu et al., 2011).

Apesar de ndo alterar o nimero de neurdnios nos nucleos da rafe, a
producdo e metabolizacdo da serotonina foram afetadas pelo historico de
exposicao neonatal a fluoxetina. Tais efeitos sobre o0s niveis de serotonina e 5-
HIAA ndo foram homogéneos entre as diferentes regibes encefalicas
analisadas, indicando vulnerabilidades especificas de areas mesmo entre os
ndcleos da rafe. Esse resultado pode estar relacionado as funcdes de cada
regido. Embora os neurbnios serotoninérgicos dos nucleos da rafe tenham
caracteristicas neuroguimicas comuns, sao funcionalmente diferentes. A maior
parte da serotonina encefalica é produzida pelos nucleos Dorsal e Mediano da
rafe (Tork, 1990). Dos nucleos da rafe, o grupamento rostral, que inclui os
nacleos DR, MnR e CIi/Rli, parece ser o mais sensivel as repercussdes da
inibicdo neonatal crbnica de recaptacdo da serotonina. Neurbnios do
grupamento rostral da rafe se projetam para o telencéfalo se distribuindo por
diferentes regides como hipotalamo, hipocampo, amigdala e cértex, enquanto o
grupamento caudal se projeta principalmente para a medula espinal (Tork,
1990).

Os nucleos DR e MnR sédo regulados de forma independente um do
outro (Lowry, 2002). Devido a tais caracteristicas podem ocorrer respostas
especificas de cada regido na administracdo de ISRS, assim, o tratamento com
fluoxetina por oito semanas induziu redugdo do RNAm da enzima limitante de
sintese da serotonina, a triptofano hidroxilase, no tronco encefalico, mas
promoveu aumento no nucleo Dorsal da rafe (Shishkina, Kalinina et al., 2007).
Os niveis de TPH também foram dependentes do tempo de tratamento, assim,
duas semanas de injecdes de fluoxetina promoveram reducdo, enquanto oito
semanas induziram aumento na expressao do RNAm dessa enzima (Shishkina,
Kalinina et al., 2007). A acédo da fluoxetina sobre a expressdo do SERT foi
semelhante entre as regides do nudcleo dorsal e restante do tronco, com
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reduzidos niveis apos 2, 4 ou 8 semanas de tratamento com fluoxetina
(Shishkina, Kalinina et al., 2007). A organizacdo neuronal dentro do préprio
nacleo Dorsal da rafe pode exercer papeis distintos em determinadas fungoes.
Assim, a expressdo de RNAm da enzima TPH2 na porcéo rostral dorso medial
do nudcleo Dorsal da Rafe foi associado ao aumento de ansiedade, enquanto
que na por¢ao caudal do nucleo foi associado a reducdo desse comportamento
(Hiroi, McDeuvitt et al., 2006).

No presente estudo, evidenciamos reducdo na concentracdo de
serotonina apenas no hipotdlamo, mas ao realizar a taxa de atividade,
verificamos que € elevada nessa estrutura assim como no hipocampo e
amigdala. Vérios estudos verificam aumento temporal nos niveis de serotonina
extracelular em resposta a ISRS agudo em diferentes regibes, incluindo os
ndcleos Dorsal e Mediano da rafe, nucleo accumbens, hipocampo e cortex
frontal (Gobert, Rivet et al.,, 1997; Hervas and Artigas, 1998). O tratamento
agudo com fluoxetina aumenta a disponibilidade extracelular de 5-HT, por meio
da reducdo do seu catabolismo e, consequentemente, diminui as
concentracfes de 5-HIAA (Berg, Sentir et al., 2013). No entanto, a exposicéo
cronica a ISRS produz reducgéo na funcdo do auto-receptor 5-HT14 na rafe, que
por sua vez, proporciona elevacéo da secrecao de 5-HT (Hensler, 2003; Olivier,
Valles et al., 2011).

Alguns estudos que analisaram os efeitos da exposicdo perinatal a
agentes agressores, demonstraram modificacdes dos niveis de serotonina e do
5-HIAA no hipotalamo (Huang, Horiguchi et al. 2012; Maciag, Simpson et al.,
2006; Berg, Backstrom et al., 2013). Estresse pré-natal promoveu elevados
niveis de serotonina no hipotalamo de ratos, mas ndo modificou os niveis de
5HIAA (Huang, Horiguchi et al. 2012). Recente estudo analisou em modelo
Xenopus tropicalis os efeitos da exposicdo cronica a fluoxetina, durante o
desenvolvimento, sobre os niveis de neurotransmissores do cérebro (Berg,
Backstrom et al., 2013). Foi verificado nesse estudo um efeito especifico sobre
o hipotalamo, onde foi observado aumento nos niveis de 5-HIAA nos animais
submetidos a fluoxetina (Berg, Backstrom et al., 2013). No presente estudo,
além do hipotalamo, nés observamos elevados niveis de 5-HIAA na amigdala,
0 que pode indicar maior liberacdo de serotonina nessa regido. As projecdes
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serotoninérgicas para o hipotalamo partem sobretudo dos nucleos Dorsal e
Mediano da Rafe, e estdo envolvidos no processamento de importantes
funcdes como o controle do comportamento alimentar, do sono, da temperatura
corporal, da sede e ritmicidade circadiana. O aumento de atividade da
serotonina nessa regido pode ser um mecanismo de protecdo para execucao
adequada de tais atividades em animais com historico neonatal de exposicao a
ISRS.

A serotonina na amigdala esta ligada ao desencadeamento de
desordens afetivas como o estresse, a ansiedade (Cecchi, Khoshbouei et al.,
2002; Mathew and Ho, 2006) e a depressao (Ressler and Nemeroff, 2000). A
maior concentracdo de 5HIAA bem como da taxa de serotonina na amigdala,
ocorreu provavelmente pela importante acdo da serotonina nas funcdes desta
estrutura. Grande parte dos processos controlados pela amigdala € direta ou
indiretamente definida por atividade monoaminérgica. Os receptores 5-HT,c na
amigdala basolateral mediam a acdo ansiogénica da fluoxetina (Vicente and
Zangrossi, 2012). A amigdala é responsavel por transformar as informacdes
provenientes do cortex temporal, do bulbo olfatério, do tAlamo e do nucleo do
trato solitario, area tegmentar ventral e nucleo accumbens (Rolls, 2006) em
estimulos emocionais (prazer) (Kelley and Berridge, 2002). Seu nucleo Lateral
(La) e basolateral (BL) possuem inervacdo serotoninérgica excepcionalmente
densa decorrente, principalmente do nucleo dorsal da rafe (BONN, et al.,
2013). Essa inervacao corrobora a acao de 5-HT na amigdala, uma vez que os
neurénios do DR estdo implicados na motivagcdo para recompensas,
principalmente as atrasadas, participando assim do sistema de recompensa
(Miyazaki, et al., 2011).

Exposicao a fluoxetina durante a gestacédo e lactagcdo diminui a resposta
da amigdala ao estresse agudo (Francis-Oliveira, Ponte et al.). O tratamento
com Fluoxetina durante a adolescéncia, em ratos (25 aos 46 dias de vida)
promoveu ansiedade, acompanhada por aumento do remodelamento sinaptico
na amigdala (Homberg et al., 2011). Esses resultados ndo foram observados
quando a fluoxetina foi administrada na vida adulta (Homberg et al., 2011). Os

efeitos da fluoxetina sobre os niveis de serotonina e seu metabdlito, bem como
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comportamentos regulados pela serotonina, parecem ser idade dependente
(Homberg et al., 2011).

A administracdo de ISRS durante o periodo neonatal estimula o
comportamento depressivo e a ansiedade (Hansen et al., 1997; Ansorge et al.,
2004) enquanto apresenta acao inibitoria desses comportamentos na vida
adulta (Cryan et al., 2005; Huang et al., 2008). Tem sido sugerida a existéncia
de uma janela de maior vulnerabilidade para alteracdes nos niveis de
serotonina (Upton et al., 2002). Quando a fluoxetina foi administrada durante 21
dias inicias de vida em ratos, houve reducdo da sintese de serotonina,
observada pelo acumulo de 5-Hidroxitriptofano (Stenfors and Ross, 2002).
Quando analisados em tempos diferentes, apos a ultima injecdo do tratamento
cronico, foi possivel observar modificagdes oscilatérias na taxa de sintese de
serotonina, com niveis semelhantes ao controle no segundo dia, elevados no
terceiro e iguais ao controle no oitavo dia (Stenfors and Ross, 2002). Neste
mesmo estudo, 0os autores sugerem que o hipocampo é mais sensivel que as
outras regifes analisadas. No presente estudo observamos que a fluoxetina
neonatal aumentou apenas a taxa de serotonina no hipocampo. Apdés injecao
aguda de fluoxetina (6.9 mg/g) houve diminuicdo na sintese e tunover de
serotonina. Tratamento com fluoxetina durante 21 dias causou reducao na taxa
de sintese e na razdo 5-HIAA /5-HT medida 24 horas apds a ultima injecéo
(Stenfors and Ross, 2002).

Em um dos poucos estudos que investigaram efeitos da exposicao
neonatal a fluoxetina sobre a neuroquimica serotoninérgica, Stenfors e Ross
(2002) observaram aumento dos niveis de 5-HIAA em varias regides
encefélicas analisadas. ApoOs trés dias da ultima injecdo, foi observado
aumento na taxa de sintese de serotonina, medido pela concentracdo de 5-
hidroxitriptofano, bem como na razao 5-HIAA/5-HT (Stenfors and Ross, 2002).
As regifes analisadas foram hipocampo, hipotalamo e cértex. No oitavo dia
apos a ultima injecdo ndo foi observado mais alteracdo na taxa de sintese,
porém o aumento na razdo 5-HIAA/5-HT permaneceu (Stenfors and Ross,
2002).

Apoés liberada na fenda, a serotonina sera recaptada, pela proteina
SERT para dentro do neurbnio e entdo inserida dentro das vesiculas de
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armazenamento ou degradada pela enzima Monoaminoxidase em acido 5-
hidroxindolacetico (5-HIAA). A inibicdo da MAO ou da SERT promove aumento
nos niveis de serotonina. Manipulac6es farmacologicas do SERT durante o
periodo pos-natal produzem comportamentos similares aqueles vistos em
camundongos SERT KO. Este fendtipo, que persiste na vida adulta, é descrito
como a sindrome da exposicdo a antidepressivos neonatal (Maciag et al.,
2006). Camundongos Knockout para MAO apresentam interrupcdo da
organizacdo cortical, diminuindo ramificacdes terminais (Rebsam, Seif et al.,
2002). Em camundongos knockout para o SERT a concentracdo extracellular
de serotonina aumenta aproximadamente 4 vezes (Mathews et al., 2004)
enquanto seus niveis intracelulares diminuem em 50% (Kim et al., 2003). SERT
KO apresentam aumento de comportamento agressivo, ansiedade e
sensibilidade ao estresse (Holmes, Yang et al., 2003). Sugere-se que 0
fenotipo comportamental do SERT KO seja devido a ativagdo excessiva do
receptor 5-HT;a. Quando had o bloqueio farmacolégico do receptor 5-HTia
durante o desenvolvimento em animais SERT KO, as caracteristicas
comportamentais normais, como 0 padrdo de sono e a depressao, sao
retomadas (Alexandre, Popa et al., 2006).

Ratos tratados com fluoxetina durante o periodo neonatal apresentam
aumento de ansiedade e prejuizo do processamento de informacfes sensoriais
(Ansorge et al.,, 2004). Este fendtipo tem sido observado em tratamentos
similares (Hansen, Sanchez et al., 1997; Hansen and Mikkelsen, 1998; Maciag,
Simpson et al., 2006). ISRS neonatal promove reducdo permanente na enzima
triptofano hidroxilase (TPH) nos nucleos dorsal e mediano da rafe e na
expressdo do SERT no cértex pré-frontal e somato-sensorial (Maciag, Simpson
et al.,, 2006). Nenhuma dessas alteracdes foi observada quando o tratamento
ocorreu na idade adulta, isso reforca a existéncia de um periodo critico de

vulnerabilidade a exposi¢édo da serotonina.
Concluséo

Este é o primeiro trabalho que descreve o efeito da manipulacéo
farmacoldgica precoce sobre o sistema serotoninérgico, especialmente sobre o

namero de neurdnios da rafe e concentragdo de 5-HT e seu metabdlito 5-HIAA,
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de ratos apds uma semana de tratamento neonatal crénico. Os ndcleos rostrais
da rafe, bem como hipotdlamo, amigdala e hipocampo foram as estruturas
mais sensiveis a exposicdo neonatal, apresentando elevados niveis de

atividade serotoninérgica.
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8. CONSIDERACOES FINAIS

A inibicdo seletiva da recaptacdo da serotonina durante periodo de
lactacdo ndo alterou o numero de neurdnios serotoninérgicos da rafe, mas
promoveu aumento nos niveis de atividade serotoninérgica em nucleos rostrais
da rafe e em algumas areas de projecdo, como a amigdala, o hipocampo e o

hipotalamo.

Como perspectiva, pretendemos analisar a curva de metabolismo de 5-
HT nos diferentes momentos, considerando dessa forma 0s picos de expressao

de serotonina.
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