UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
MESTRADO EM NEUROPSIQUIATRIA

E CIENCIAS DO COMPORTAMENTO

AGRESSIVIDADE DEFENSIVA:

EFEITOS DO TRATAMENTO NEONATAL COM SERTRALINA

VALERIA RIBEIRO RIBAS

RECIFE
2007




UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
MESTRADO EM NEUROPSIQUIATRIA

E CIENCIAS DO COMPORTAMENTO

AGRESSIVIDADE DEFENSIVA:

EFEITOS DO TRATAMENTO NEONATAL COM SERTRALINA

VALERIA RIBEIRO RIBAS

Dissertacdo agpresentada ao Colegiado
do Programa de Pés-graduacdo em
Neuropsiquiatria e  Ciéncias do
Comportamento do Centro de Ciéncias
da Saude da Universidade Federal de
Pernambuco para a obtencdo do grau
de Mestre em Neurociéncias, sob a
Orientacdo do Prof. Dr Raul Manhaes
de Castro.

RECIFE




2007



Ribas, Valéria Ribeiro

Agressividade defensiva: efeitos do tratamento neonatal
com sertralina / Valéria Ribeiro Ribas . — Recife: O Autor,
2007.

47 folhas : il., fig.

Dissertacdo (mestrado) — Universidade Federal de
Pernambuco. CCS. Neurociéncias, 2007.

Inclui bibliografia e anexos.
1. Neuropsiquiatria - Agressividade defensiva. 2.

Drogas — Tratamento neonatal. |. Titulo.

616.8 CDU (2.ed.) UFPE
616.8 CDD (22.ed.) CCS2007-147



UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO

Pro-Reitoria para Assuntos de Pesquisa e P4s-Graduacio
Centro de Ciéncias da Saade

Programa de Pds-Graduacio em Neuropsiguiatria
e ciéncias do Comportamento

RELATORIO DA BANCA EXAMINADORA DA DISSERTACAO DA
MESTRANDA VALERIA RIBEIRO RIBAS

Mo dia 31 de julhe de 2007, as 9h, no Auditério Prof. Murilo La Greca, do
Centro de Ciéncias da Saude da Universidade Federal de Pernambuco-
CCS/UFPE, os Professcres: Karla Monica Ferraz T. de Barros ( Professora
Doutora do Departamento de Fisioterapia da UFPE - Membro Externo ao
Programa), Maria Lucia Bustamantes Simas (Professora Doutora do
Departamento de Psicologia da UFPE- Membro Internv) e Everton Botelho
Sougey (Professor Doutor do Departamento de Neuropsiquiatria da UFPE -
Membro Interno), componentes da Banca Examinadora, em sessdo publica,
arguiram a Mestranda VALERIA RIBEIRO RIBAS, sobre a sua Dissertag&o
intitulada “AGRESSIVIDADE DEFENSIVA: EFEITOS DO TRATAMENTO
NEONATAL COM SERTRALINA”. Ao final da argligdo de cada membro da
Banca Examinadora e resposta da Mestranda, as seguintes mengdes foram
publicamente fornecidas:

Prof® Dr* Karla Monica Femraz T. de Barros ’k E:;'fﬂa
Prof® Dr®* Maria Lucia Bustamantes Simas ’ﬁF / ‘Ej |

v - I-"‘)
Prof. Dr. Everton Botelho Sougey Ao D4

- -

W
Prof. Everton Botelho Sougey
Presidente da Banca Examinadora

Wi do, L‘lt;:.x,i-fiﬂ T Eﬂ-l %é{i'u?"?

Prof®. Karla Ménica Ferraz Teixeira de Barros

D

e
Prof® Maria Lyﬁrcia Bustamantes Simas




Dedicatoéria

Aos meus avoés paternos Eurico Ribeiro Ribas e Rita de Souza Silva
Ribas (in memoriam) e aos meus avos maternos Urgel Danda Santos e
Aurea de Lima Santos (in memoriam).

Aos meus pais Valderico Ribeiro Ribas e Maria dos Anjos Danba
Ribas, Pelo amor, dedicacdo, paciéncia e por terem investido na minha
educacao, e por sempre terem estado ao meu lado nos momentos dificeis. Por
isso agradeco a Deus por ter me presenteado com esses pais maravilhosos, a
guem eu amo muito.

A minha filha querida, Ketlin Helenise do Santos Ribas, a quem eu
amo muito, que esteve ao meu lado em todos os momentos me ajudando com
0 seu apoio e carinho incentivando-me a continuar lutando pela realizagao
desse sonho.

A minha tia querida Abigail Ribeiro Ribas (in memoriam) por ter sido
uma tia maravilhosa e presente em nossas vidas.

Em especial ao meu irmao Valdenilson Ribeiro Ribas por ter me
incentivado, acreditado no meu potencial e, sobretudo, ajudado nos momentos
dificeis, contribuindo de forma marcante no meu aprendizado no mestrado. Ao
meu irmé&o Valberto, pelos ensinamentos que me passou na minha infancia, por
ter sido amigo e ter acreditado e incentivado os meus projetos de vida, os quais
sempre me deram apoio. E também os momentos felizes e engracados que

passamos juntos os trés, sempre unidos em nossa infancia.

vi



Aos meus sobrinhos Ana Ludmilla, Ana Carolina, Valberto Junior e
José Victor Ribas que sdo os meus amores. E por alegrarem tanto a minha
vida.

A minha cunhada Angélica da Fonseca Sobrinho Ribas e Renata de
Melo Guerra Ribas por me incentivarem na conquista de meus sonhos .

Aos meus amigos: Rosicléia Freitas, Janayna D’Fabricia Graciano,
Domitilla, Severino Marcos, Matilde , Lucienne, Laura que presenciaram
toda a minha luta, e me fortaleceram com suas alegrias, e sobretudo, suas
amizades. E também aos meus estagiarios, que muito contribuiram para que a
minha pesquisa fosse realizada com dedicagéo e com ética profissional.

Ao meu amigo: Sr Hamilton (in memoriam) por ter contribuido na minha
pratica no laboratério, sempre disposto a ajudar, trazendo consigo um sorriso

constante que nos motivava.

Vii



Agradecimento Especial

Ao Senhor meu Deus, nosso Pai e nosso Criador que vem permitindo

todas as minhas realizagbes profissionais.

Ao Professor Dr. Raul Manhdes de Castro a quem eu tenho muita

gratidao, pela compreenséao, pelos ensinamentos e pela amizade, mostrando

gue ciéncia se faz com ética, dedicacdo e muito amor.

A toda minha familia, que representa tudo de bom na minha vida e que

me da forcas para continuar nessa caminhada.

viii



Agradecimentos

Aos Professores Marcelo Valenca e Everton Sougey por terem
contribuido na minha formagdo da PoOs-graduacdo em Neuropsiquiatria,

ensinando-nos a fazer ciéncia.

A Solange, Féatima e a Juarez que, com muita gentileza e educacéo,
sempre nos atendem e orientam no que diz respeito as aulas, palestras,

simpa@sios e cumprimento do regulamento do mestrado.

A Lucia Pires Ferreira e Fernanda pela atencdo e carinho com que
sempre me recebeu na secretaria do departamento de nutricdo, na qual fiz

estagio.

A Dr. Franca (Médico Veterinario responsavel pelo Biotério do
Departamento de NutricAo) por sua enorme atencdo, competéncia e,

sobretudo, amizade.

A Sr. Paulino por ter colaborado bastante nas minhas préaticas no

biotério.

Ao Professor Murilo Costa Lima por ministrar sua disciplina com muita

competéncia e humildade.



Ao meu amigo Marcelo Viana pelos seus ensinamentos valiosos de

Estatistica.

A todos os colegas do Mestrado pelas horas compartilhadas em sala de

aula, onde pudemos trocar experiéncias e conhecimentos diversos.

Aos Mestrandos e Doutorandos de Nutricdo Matilde, Lucienne, Marco,
Sebastido Rogério, Ana Elisa, Roberta Leite, Cristiano Mendes, Sandra,

Soninha Wylla, Karla Ménica, enfim todos que fazem parte do LAFINNT.

Aos meus estagiarios de Fisiologia da Nutricdo: Aristeu Cassio Bitaraes,
Vanessa Lourena, Catarina Roberta, Thiago Queiroz, Ketlin Helenise Ribas,
Elvis Miguel, Fabia Soares, Milena Costa, Fabia Soares, Marcella Lima e Lais

Thorpe.



Através da experiéncia amarga aprendi a suprema licdo: controlar minha
ira e transforma-la, como o calor, que € convertido em energia. Nossa ira

controlada pode ser convertida numa forca capaz de mover o mundo.

Mahatma Ghandi

Xi



Resumo

O sistema serotoninérgico tem importancia no desenvolvimento e no
controle de varias funcdes do sistema nervoso central. O uso de farmacos no
periodo neonatal induz alteracbes morfofisiolégica e comportamental. As
drogas serotoninérgicas tém sido bastante utilizadas para depressao,
ansiedade e em criancas, muitas vezes, menores de 5 anos com o objetivo de
reduzir o estado de hiperatividade. O objetivo deste trabalho foi avaliar o peso
corporal diario do rato durante o periodo de aleitamento e o comportamento
agressivo em ratos adultos tratados, do primeiro ao 21° dia, com sertralina em
administracao crénica de 10 mg/Kg, 20 mg/Kg e 30 mg/Kg (sc, diariamente). O
peso corporal foi aferido diariamente do primeiro ao 21° dia p6s - natal
(desmame). Os animais tratados com sertralina apresentaram pesos corporais
meédios menores (23 ? 0,698; 22,3 + 0,450; 22,9 £ 0,629, p<0,05) que os do
grupo controle (26,4 + 0,362), do 11° ao 21° dia de vida respectivamente. A
agressividade foi induzida por choque nas patas (footshock). A agressividade
completa (AC) e agressividade completa individual (ACIl) foram avaliadas em
900 s. O grupo tratado com sertralina apresentou menor tempo de AC (203,5,
0-449; 6, 0-120; 20, 0537) e ACI (304,5, 9550; 17,5, 3440; 79,5, 5537),
guando comparados ao respectivos grupos controles (233, 0-874) e (353, 12-
936, p<0,05). Entretanto, os animais tratados com sertralina em dose de 10
mg/Kg, ndo apresentaram diferenca significativa. A administracdo neonatal
cronica com sertralina reduziu o peso corporal e a agressividade de ratos
adultos tratados no periodo de aleitamento.

Palavras-chave: Sertralina, Ratos Neonatos, Agressividade
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Abstract

The serotoninergic system is important to the development and performing
central nervous system several functions control. The drugs use in the neonatal
period induces morphologic and behavioral alterations. The serotoninergic
drugs have been widely used for depression, anxiety and to children, a lot of
times, younger than 5 years with objective of reducing hyperactivity state. The
objective of this work was to evaluate the daily body weight evaluate during the
neonatal period and the aggressive behavior in adult rats treated in the 1°'to the
21% day, with sertraline in chronic administration using 10 mg/Kg, 20 mg/Kg and
30 mg/Kg (sc, daily). The body weight was daily evaluated in the 1% to the 21°"
day postnatal (suckling period and agressive behavior). The animals treated
with sertraline presented smaller medium body weights (23 = 0,698; 22,3 *
0,450; 22,9 + 0,629, p <0,05) compared with control group (26,4 + 0,362), from
11° to the 21°%' day respectively. The aggressiveness was induced by shock in
the paws (footshock). The complete aggressiveness (CA) and individual
complete aggressiveness (ICA) were appraised in 900 s. The treated group with
sertraline presented smaller time CA (203,5, 0-449; 6, 0-120; 20, 0-537) and
ICA (304,5, 9550; 17,5, 3-440; 79,5, 5-537), than respective control groups
(233, 0-874) and (353, 12-936, p <0,05). The animals treated with sertraline
with 10 mg/Kg, didn't present significant difference. The neonatal chronic
administration with sertraline reduced the body weight and the aggressiveness
in the adult rats treated in the suckling period.

Key-Word: Sertraline, Neonates rats, Aggressiveness
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1 - INTRODUCAO

A agressividade é uma reacdo normal de defesa fisica ou psiquica
presente nos mamiferos. Pode ser provocada por um estimulo externo ou
como resultado de alteracbes enddgenas como infeccbes e alteracdes
hormonais ou ainda por ingestdo de substancias que alterem a homeostase
como o alcool (1,2) por predisposicdo genética e privacédo alimentar (3). E
relevante, entretanto pontuar que, independentemente da origem, em qualquer
espécie, 0s circuitos nervosos envolvidos na producdo da reagdo agressiva,

sdo semelhantes.

Estes circuitos envolvem varios sistemas de neurotransmissores, dentre
eles, o0 serotoninérgico que juntamente com diversos outros fatores
neuroquimicos estdo implicados no desenvolvimento do SN (3). Podem
influenciar a expressao do comportamento emocional tais como depresséao (4),

ansiedade (6) e agressividade (7).

O sistema serotoninérgico € constituido por neurénios que liberam o
neurotransmissor 5-hidroxitriptamina ou serotonina (5-HT), assim como pelos
seus receptores (3). A sintese de 5-HT cerebral ocorre in situ no SNC a partir
do aminoacido essencial L-triptofano (8, 9) e depende de ftores exdgenos,
como a dieta. Esse aminoacido é transportado para o interior do neurdnio
serotoninérgico onde no citoplasma, sofre a acdo da enzima triptofano-
hidroxilase, transformando-se em 5-hidroxitriptofano (5-HTP) (10). O 5HTP é
descarboxilado através de acdo inespecifica da enzima aminoéacido-

descarboxilase e, apds a acdo enzimatica é convertido em serotonina (5-HT),
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(10). O processo de degradacdo e inativacdo da 5HT é realizado por um
mecanismo de recaptacao, onde a 5-HT passa através de um transportador de
membrana e apds duas reacdes resulta no seu principal metabdlito, o 4cido 5-

hidroxindolacético (5-HIAA) (8).

Estudos tém indicado que a manipulagéo farmacolégica ou nutricional do
sistema nervoso durante o periodo de desenvolvimento inicial podera provocar
drésticas alteragBes a nivel morfolégico (22) funcional (6 ) e comportamental (
11) e que essas alteracGes podem ser irreversiveis, dependendo do periodo e
da manipulacéo utilizada (12)Isto porque a ontogénese do sistema nervoso
apresenta uma sequéncia temporal bem determinada, envolvendo crescimento
dos 6rgaos com aumento do tamanho do numero de células e desenvolvimento
com diferenciacao de tecidos e 6rgaos, seguidos de suas fungbes especificas
(13).

A sequUéncia temporal apresentada no desenvolvimento inicial do SN
ocorre de forma acelerada e é dividida em eventos, tais como: neurogénese,
gliogénese, diferenciacdo neuronal, migracdo de neurdnios, mielinizacdo e
sinaptogénese. Esses eventos determinam a estrutura morfofuncional definitiva
presente no adulto (14) e sdo sensiveis as agressfes nutricionais (15, 16) e
farmacoldgicas ( 6, 17).

A vulnerabilidade deste sistema fisioldgico, no inicio do seu
desenvolvimento biolégico, permitiu que se denominasse de periodo critico do
desenvolvimento do sistema nervoso (18). No entanto, este periodo pode variar
entre as espécies; no homem, tem inicio no ultimo trimestre gestacional

continuando até 2 a 4 anos de vida (19) e no rato, corresponde as trés
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primeiras semanas de vida pds-natal que coincide com o periodo de lactacao
(18).

Nestes processos de crescimento cerebral e embriogénese, o sistema
serotoninérgico tem participacdo especial (20, 21); possivelmente, exerce um
efeito neurotréfico (22) ou sinalizador para o desenvolvimento de neurbnios
durante a fase embrionaria (23, 24). No rato, os primeiros neurdénios produtores
de serotonina aparecem entre o 12° e 14° dia de gestacdo (25). Portanto, o uso
de psicofarmacos na fase tanto pré quanto pdés-natal poderdo afetar em
particular, este sistema neurotransmissor (14, 18).

Para se viabilizar o estudo dessas alteracGes e se observar os
fenbmenos biolégicos, pesquisadores fazem uso de farmacos como
instrumentos de manipulacédo do SN.

Nosso laboratorio (LAFINNT) tem se interessado pelos antidepressivos
gue inibem a recaptacdo de 5-HT (4, 5, 6, 7, 17), atuando no sistema
transportador de membrana e prolongando a acdo do neurotransmissor. Estas
drogas aumentam a disponibilidade sinaptica de 5HT e podem acentuar ou
facilitar sua acao (26, 27). Estes farmacos séo classificados como inibidores
seletivos da recaptacdo de serotonina (ISRS) (26, 27). Os estudos sugerem
gue a 5-HT inibe o comportamento agressivo (7, 26, 28, 29).

As obvias limitacBes éticas com a pesquisa em seres humanos tém
levado os pesquisadores a utilizarem os modelos animais. Dentre os varios
modelos experimentais empregados para o estudo da agressividade, esta
aquele que induz em murinos, comportamento agressivo por choque elétrico
nas patas(7, 29). A agresséao induzida por choque nas patas é considerada um

comportamento agressivo defensivo . Apesar de suas limitacdes, este método
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permite reproduzir aspectos comportamentais observados em varias espécies
inclusive no homem (7, 29). Assim, estdo envolvidos aspectos relevantes que
certamente influenciam o comportamento agressivo final esbog¢ado pelo animal
tais como: novidade, dor, surpresa, entre outros (30, 31).

A acdo da 5-HT no controle do comportamento agressivo foi
demonstrada através da utilizacdo de instrumentos farmacolégicos que agem
nesse sistema, tais como: Fluoxetina, Citalopram, entre outros. Nesse estudo,
utilizamos a sertralina, um inibidor seletivo de recaptacdo de serotonina, para
avaliacdo do comportamento agressivo.

Embora existam vérios trabalhos para avaliacdo da agressividade
utilizando como instrumentos de manipulacdo do SN, inibidores seletivos de
recaptacdo de serotonina (parte deles do nosso laboratério), poucos sao 0s
achados na literatura que investiguem o comportamento agressivo de animais
tratados com sertralina no periodo critico de desenvolvimento do sistema

nervoso.
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2 - JUSTIFICATIVA

O comportamento agressivo faz parte dos instrumentos de sobrevivéncia
das diversas espécies, inclusive a humana. A violéncia provocada pela
ingestdo de substéncias que alteram a homeostase, como o &lcool ,
principalmente nos jovens, tém crescido a cada dia no mundo.Essa evidéncia
tem inquietado muitos pesquisadores, que buscam dentre outros os fatores
biol6gicos que possam explicar o seu desencadeamento.

Alguns farmacos, entre eles os inibidores de recaptacdo de
serotonina vem sendo utilizados na clinica no tratamento dos transtornos que
envolvem formas inadequadas de comportamento agressivo. Todavia, sabe-se
gue o uso de antidepressivos sdo importantes no tratamento de algumas
patologias, dentre elas a Depressao, sobretudo em criancas. No entanto, tem
se observado casos na terapéutica médica que devem ser alertados como o
uso as vezes indiscriminado de antidepressivos na pratica clinica,chegando a
atingir  individuos em pleno desenvolvimento de seus sistemas
fisiologicos.Essas substancias tém sido bastante utilizadas em criangas,
muitas vezes, menores de 5 anos com o0 objetivo de reduzir o estado de
hiperatividade apresentado por elas. Essa fase € conhecida pela
vulnerabilidade do SN. Contudo, s&o escassos 0s estudos sobre a repercusséo
destas intervencdes farmacolégicas no futuro neurolégico ou neuropsiquiatrico
destes individuos.

Sabe-se que sdo amplas as pesquisas sobre o comportamento
agressivo. Porém, sdo poucas aquelas que foram dedicadas ao estudo de

eventuais sequelas do SN, da expressdo comportamental, surgidas em
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consequéncia da agressdo farmacolégica durante o periodo vulneravel do
sistema nervoso. Portanto, essa pesquisa em animais € de grande relevancia
para contribuir na adequacdo da terapéutica médica, por exemplo, no caso
mencionado acima, principalmente porque, as consequéncias podem ser

irreversiveis dependendo do periodo em que for utilizado esse tipo de farmaco.
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Hipoteses
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4- HIPOTESES:

? O tratamento com inibidor de recaptacdo de serotonina (sertralina)

durante o periodo critico do desenvolvimento do SN provoca retardo no

desenvolvimento fisico.

? O tratamento neonatal cronico com ISRS (Sertralina) diminui as respostas

agressivas em ratos adultos.
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Objetivos
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3 - OBJETIVOS

3.1- GERAL:

Observar, em ratos adultos, as eventuais sequelas do comportamento
agressivo, induzidas por tratamentos com antidepressivos no periodo critico do

desenvolvimento do SN.

3.2 - ESPECIFICOS:

AVALIAR:
? Peso corporal diario do rato durante o periodo de

aleitamento (21 dias pos-natal)

? O efeito do tratamento cronico neonatal com antidepressivo

(Sertralina) em varias doses sobre as respostas agressivas defensivas no rato

adulto (com 90 dias de vida).

23



Materiais e meétodos
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5 - MATERIAIS E METODOS

51 - ANIMAIS E TRATAMENTO - Foram utilizados ratos albinos, da
linhagem Wistar, provenientes da colonia do Departamento de Nutricdo da
Universidade Federal de Pernambuco (UFPE). Esses animais foram mantidos
sob condicbes padrdo do biotério, em sala a temperatura de 24° ? 17C;
submetidos a um ciclo artificial claro-escuro de 12/12 horas com livre acesso a

comida e agua.

Os animais foram separados em seis filhotes por ninhada, 24 horas apés
0 nascimento, divididos em dois grupos: a) Controle (CONTROLE, n = 18) e b)
Sertralina (SERT, n = 18). O grupo Controle recebeu um volume de solucéo de
agua destilada (H2O 0,9%) e o grupo Sertralina recebeu cloridrato de sertralina
em 3 (trés) subgrupos de acordo com a dose (10 mg/kg, 20 mg/Kg e 30 mg/Kg
sc, dissolvidas em solucdo de agua destilada 1 mg/kg). O Tratamento foi
aplicado todos os dias, do primeiro ao 21° dia p06s-natal (periodo de
amamentacdo). Para identificarmos os animais tratados com a droga e 0s
animais tratados com agua destilada, fazemos marcas de violeta, diariamente,
nos animais. As marcas sao feitas no dorso médio, dorso posterior, pata
anterior direita, pata anterior esquerda, pata posterior direita e pata posterior

esquerda.
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ORGANOGRAMA DA AVALIACAO

CONTROLE SERT 10 SERT 20 SERT 30
N=18 mglkg mg/kg ma/kg
(N=18) (N=18) (N=18)

5.2— EVOLUCAO PONDERAL

O peso corporal foi aferido diariamente, no periodo, das 12h 00 as 14h
00, do primeiro ao 21° dia p6s - natal (desmame), utilizando balanca eletronica

Marte, modelo: AS (1000 g - acuracidade de 0, 001g) (Foto 1).

5.3- AVALIACAO COMPORTAMENTAL

Os Animais com idade, aproximadamente, de nowenta dias foram
avaliados, considerando o comportamento agressivo induzido pelo choque
elétrico nas patas (footshock) na caixa de Skinner (Foto 2). Este procedimento
consistiu na exposicdo do animal a uma situacdo irrelutavel de estresse,
induzindo ao comportamento agressivo defensivo. Quando o0s animais

atingiram a idade entre 90-120 dias de idade foram colocados um par de ratos
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do mesmo grupo experimental (com pesos aproximados) na caixa de Skinner
(Foto 3), onde eles receberam sessdo de estimulos para induzir as respostas
agressivas. Cada estimulo (um choque nas patas) consistiu de um pulso
elétrico de 1,6-mA e 2s de duracgdo. A sessao durou 20 minutos. E constituiu-se
de cinco estimulos isolados de 4 (quatro) min entre eles. Durante os trés
minutos consecutivos a cada estimulo, a duracdo das respostas agressiva
foram medidas com o auxilio de cronémetros digitais. No Ultimo minuto de cada
intervalo os dados foram registrados. Portanto, o tempo total de observacéo do

comportamento agressivo foi de 900s.

A resposta agressiva foi considerada quando os animais apresentaram
0S seguintes comportamentos:

a) Mantiveram contato fisico evidente (inclusive arranhando-se com
exposicdo dos dentes e emissdo de ruidos caracteristicos como
vocalizacdo) (Foto 4).

b) Permaneceram levantados sobre as patas posteriores, um frente ao
outro em atitude agressiva ou de atencdo, porém sem contato fisico
direto. A resposta agressiva foi classificada em conjunta (RAC), quando
0s animais adotaram posturas agressivas semelhantes durante o teste e
individual (RAI), quando apenas um dos animais assumiram postura

agressiva (Foto 5).
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6 - ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram comparados pelo teste ANOVA (peso corporal),
expressos como média e erro padrdo (x ? EP) e pelo teste Kruskal-Wallis
(para avaliagdo do comportamento de agressividade), apresentados em

mediana (Md), minimo e maximo (Md, MINIMO — MAXIMO) com o nivel de

significancia de p? 0,05.
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Foto 1 — Peso corporal do rato albino da linhagem Wistar sendo
aferido, no segundo dia de vida, numa balanca eletrdnica Marte,
modelo: AS (1000 g - acuracidade de 0, 001g). A mancha de violeta no
dorso posterior do animal é uma das marcas que utilizamos para
identificar quais os animais tratados com a droga e quais 0s animais
tratados com agua destilada.
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Foto 2 — Caixa de Skinner, onde o comportamento agressivo é
induzido por choque elétrico 1,6 mA em 2s nas patas dos
animais.
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Foto 3 — Par de ratos do mesmo grupo experimental (com pesos
aproximados) na caixa de Skinner.
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Foto 4 — Animais com
comportamento  fisico com
contato fisico.

Foto 5 — Animais com
comportamento  fisico sem
contato fisico.
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6. RESULTADOS:
6.1. EVOLUCAO PONDERAL:

6.1.1. Efeito do tratamento neonatal com sertralina (10 mg/Kg, 20

mg/Kg e 30 mg/Kg, sc) sobre o peso corporal:

Os animais tratados com sertralina apresentaram pesos corporais
meédios menores (23 ? 0,698; 22,3 + 0,450; 22,9 £+ 0,629 , p<0,05) que os do
grupo controle (26,4 + 0,362), do 11° ao 21° dia de vida respectivamente

(Grafico 1).

6.2. AVALIACAO DA AGRESSIVIDADE:

6.2.1. Efeito do tratamento neonatal com Sertralina (10 mg/kg, 20
mg/Kg e 30 mg/Kg, sc) sobre respostas comportamentais

agressivas em ratos adultos:

Ratos tratados com sertralina em doses de 20 mg/kg e 30 mg/kg
apresentaram menor tempo de agressividade em segundos, representados em
mediana (Md), minimo e maximo nos parametros agressividade completa (AC)
(203,5, 0-449; 6, 0-120; 20, 0-537) e agressividade completa Individual (ACI)
(304,5, 9550; 17,5, 3-440; 79,5, 5537), quando comparados ao respectivos
grupos controles (233, 0-874) e (353, 12-936, p<0,05) (Grafico 2). Entretanto,
0s animais tratados com sertralina em dose de 10 mg/Kg, nao apresentaram

diferenca significativa.
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Gréfico 1. Efeito do tratamento com a sertralina, durante o periodo critico de
desenvolvimento do sistema nervoso, sobre o crescimento ponderal de ratos. Os animais
receberam, via subcutanea, 10 mg/kg, 20 mg/Kg e 30 mg/Kg de sertralina (grupo
sertralina, n=18) ou de agua destilada (grupo controle, n=18), diariamente do primeiro ao
21° dia de idade. Todos os animais foram pesados diariamente. Os dados estédo
representados como ?x + EP do peso corporal em gramas. *p<0,05.
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Gréafico 2. Medida do tempo de agressividade induzida por choque elétrico nas patas,
avaliada em segundos na gaiola de Skinner. Efeito do tratamento com sertralina nas doses
(10 mg/Kg , 20 mg/Kg e 30 mg/Kg dia, sc; n=18), durante o periodo critico de
desenvolvimento do sistema nervoso comparado ao grupo controle tratado com agua
destilada (1 ml/100 g, dia; n=18). Dados representados em mediana (Md) do tempo de
agressividade em segundos no teste KruskalWallis. *p<0,05.
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7. DISCUSSAO:

Este trabalho constatou que a administracdo crbénica de sertralina,
durante o periodo critico de desenvolvimento do sistema nervoso, retardou a
evolugdo ponderal e reduziu o comportamento agressivo em animais
submetidos a estimulos elétricos nas patas.

Os resultados referentes a reducao de peso corporal encontrados nesse
trabalho, parecem indicar que esses animais foram responsivos a droga
serotoninérgica administrada.

A reducéo do peso corporal observada a partir das primeiras semanas
de vida até o desmame corroboram os resultados de varios trabalhos (5, 7, 17,
32) e parece estar relacionada ao efeito hipofagico do ISRS (5, 6, 33, 34, 44),
tendo em vista que este tipo de droga provoca aumento extracelular da
concentracao de serotonina e esta, por sua vez, possui um importante papel na
regulacdo do apetite (17). Este papel pode ser demonstrado através da
presenca de receptores serotoninérgicos em areas do SNC e do sistema
digestorio (17). Atualmente existem cerca de sete tipos de receptores
serotoninérgicos identificados, sdo eles: 5-HTy, 5-HT,, 5-HT3, 5-HT4, 5-HTs, 5-
HTs e 5-HT7 (35, 36). A familia dos receptores 5-HT, engloba trés subtipos de
receptores denominados 5HTza, 5-HT2s € 5-HT2c. O receptor 5HT,g antes
chamado 5HT,r apresenta-se no fundo do estdbmago. Isto parece explicar o
efeito hipofagico encontrado nos nossos estudos que demonstraram uma
reducdo de 57% na ingestdo alimentar em ratos tratados com CP-94, 253, um
agonista do receptor 5-HT;g e da alteracdo do consumo alimentar por

fluoxetina (ISRS) semelhante a mecanismos naturais da saciedade, sendo este
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efeito antagonizado parcialmente por metergolina, que € antagonista do
receptor 5-HToc (37, 38). A reducdo de peso corporal pela manipulacéo
serotoninérgica pode refletir igualmente alteragbes no padrdo de
comportamento alimentar, conforme demonstrado por Barreto-Medeiros et al.,
1998 (32). Assim, a reducdo no consumo alimentar seria o primeiro fator a
influenciar a reducdo do peso e, consequentemente, um retardo no
crescimento corporal.

Além disso, estudos demonstram que a influéncia tréfica da 5-HT é
determinante em alguns aspectos do crescimento corporal. O uso dos ISRS no
periodo neonatal ja foi relacionado com alteracbes no crescimento (33),
inclusive na formacao das estruturas cranio-faciais (39, 40). A serotonina na
evolucao ontogenética do cérebro atua em mdltiplos receptores, possivelmente
apresentando-se como um fator neuronal trofico, onde um mecanismo de
influéncia tréfica da serotonina em destaque é a estimulacdo da glia para a
producdo de outros fatores troficos (41). Muitos desses efeitos causados pela
serotonina sdo mediados por receptores somatodendriticos 5-HTia, localizados
nos nucleos da rafe e por receptores 5-HT;a da glia (42). Assim, pode-se
relacionar o desequilibrio causado pela manipulacdo farmacolégica com ISRS
durante o periodo de desenvolvimento e alteragcbes no crescimento cerebral,
consequentemente sobre o desenvolvimento de suas fungdes. Estudos
mostram que o cérebro de animais que foram manipulados com ISRS eram
menores (17).

Ha um estudo, entretanto, que discorda dos nossos resultados. Sakic et
al.,, 2002 (43) nado encontraram reducdo do peso corporal, embora tenha

trabalhado com Sertralina, um outro ISRS. E relevante, entretanto apresentar
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gue houve diferenca quanto a metodologia utilizada. Enquanto no presente
trabalho administrou-se tratamento cronico em doses de 10 mg/kg, 20 mg/kg e
30 mg/kg nas trés primeiras semanas de vida, aqueles autores utilizaram
tratamento agudo em dose de 5 mg/kg, apenas na primeira semana de vida.
Observa-se, entretanto, no estudo de Deir6 et al., (44) que embora tenha
realizado tratamento crébnico com Sertralina e Citalopram em doses de 5
mg/kg, 10 mg/kg, 15 mg/kg e 20 mg/kg nas trés primeiras semanas de vida, a
mesma metodologia do presente trabalho, ndo encontrou diferenca significativa
apenas com a dose de 5 mg/kg. Estes resultados parecem indicar que quanto
maior dose, maior a efeito da droga (17).

No comportamento agressivo induzido por estimulos elétricos de
choques nas patas (footshock), a administracdo de ISRS durante o periodo
critico do desenvolvimento do Sistema Nervoso, reduziu o tempo de
agressividade completa e de agressividade completa individual, corroborando
os achados de Manhéaes de Castroet al. (7) e Abumaria et al. (46).

Embora os trabalhos supracitados tenham sido realizados com drogas
serotoninérgicas no periodo neonatal, fazse necessario salientar algumas
diferencas metodolégicas. A primeira diferenca refere-se ao tipo de droga
administrada e a dose utilizada e a segunda ao modelo experimental. Manhaes
de Castro et al. (7) utilizou Citalopram (ISRS) com dose de 20 mg/kg, usando
como modelo experimental a gaiola de Skinner, como no presente trabalho.
Abumaria et al., 2007 (45) fez uso do Citalopram (ISRS) em dose de 5 mg/kg e
0 modelo experimental foi o do Intruso residente, que consiste em introduzir
dentro de uma gaiola contendo uma fémea lactante, um animal adulto que ndo

seja da mesma familia de 1 a 3 minutos durante 5 semanas. As ratas durante
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os primeiros 10 dias apds o parto apresentam comportamentos agressivos com
a presenca de um intruso em sua gaiola (46). O Unico estudo encontrado que
se contrapds aos nossos resultados foi o de Martins de Almeida et al., (46).
Entretanto, foi utilizada uma droga agonista, Metil-5-hidroxytriptamina maleate,
gue demonstra alta afinidade por receptores 5HT,a € 5-HT,c (ki=6.1 e 7.3,
respectivamente). Nesse experimento acima a droga citada foi administrada no
sétimo dia pds-parto e os registros comportamentais foram feitos 10 minutos
apos cada injecdo. Ou seja, houve diferencas metodologicas tanto na droga
administrada quanto no periodo de administracdo, sendo relevante salientar
gue as propriedades farmacocinéticas deste instrumento de manipulagdo do

SN diferem dos ISRS utilizados nos trabalhos anteriormente mencionados.

Neste ultimo trabalho, os autores partem da idéia de que a estimulacao
dos receptores 5-HT1a/1p € 5-HT2a/2c tem diminuido o comportamento agressivo
em diferentes modelos animais tendo em vista que em regifes cerebrais tais
como hipocampo, area pré-Optica septal, amigdala e massa cinzenta
periaquedutal existem uma grande quantidade de receptores 5-HTaa/oc.
Entretanto, seus resultados apresentaram efeitos diferenciados com o uso do
Metil-5-hidroxytriptamina maleate nos receptores 5-HT../>c em diferentes
regides anatdbmicas. Nesse estudo as areas estimuladas foram: nucleo central
da amigdala e pré-optica medial (46). Quando injetados para dentro do ndcleo
centromedial amigdaloide, este agonista aumentou o comportamento agressivo
observado pela freqiéncia dos ataques pelas fémeas residentes contra o
intruso. Entretanto este composto nao teve efeitos no comportamento maternal
agressivo, quando foi injetado para dentro do nucleo pré-6ptico medial (46).

Estes autores sugerem ainda que os receptores 5-HT.i/,c da amigdala
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possivelmente aumentaram o comportamento agressivo das fémeas lactantes
devido ao resultado das mudancas decorrentes do estado emocional de medo,
0 que ode justificar, além das diferencas da aplicacdo metodoldgica, a
contraposicao com 0S nossos resultados.

Os resultados encontrados neste estudo podem estar relacionados ao
aumento, pela influéncia dos inibidores seletivos de recaptacdo da serotonina,
da disponibilidade singptica da serotonina e do seu desempenho funcional em
diferentes regides do cérebro (27). Se essa manipulacédo farmacoldgica se der
no periodo de desenvolvimento do sistema nervoso, possibilita a ocorréncia de
alteracdes permanentes (47).

No presente estudo, foi utilizada a droga sertralina, que é um ISRS.
Sabe-se que a administragdo aguda dos ISRS produz aumento extracelular de
serotonina em varias regifes subcorticais do cérebro, devido ao bloqueio da
proteina transmembranal, evitando a degradacdo e inativacdo da serotonina
(48). Em administracdo cronica, ha estudos demonstrando que a excitacdo
provocada pelos ISRS devido a dessensibilizacdo dos receptores 5HTi4 € a
consequente reducao dos efeitos inibitérios dos nucleos da rafe, causando uma
liberacdo exacerbada de serotonina ou ainda, que tais efeitos possam estar
relacionados a dessensibilizacdo dos receptores 5-HTig resultando na
diminuicdo da inibigcdo de retro-comunicagdo de serotonina liberada (49). Esses
efeitos fazem parte da modificacdo clinica desejada em alguns estados
agressivos.

A partir da experiéncia com a utilizacdo experimental e clinica dos ISRS,
guer como instrumento farmacolégico de pesquisa em nivel celular, ou como

arsenal farmacoterapico, temos evidéncias do envolvimento do sistema
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serotoninérgico na génese do substrato anatomo-funcional da agressividade
(17, 39). Além disso, € necessario considerar o periodo em que ocorre a
manipulacdo do sistema nervoso, porque no cérebro imaturo, muitos
transmissores podem desempenhar um papel inteiramente diferente daquele
no cérebro maduro, agindo como reguladores. A maioria das monoaminas tem
se mostrado com essa capacidade, inclusive a serotonina. Ao que parece,
nessa fase, diferentes subtipos de receptores podem realizar diferentes
funcdes. Por exemplo, no sistema serotoninérgico, o receptor 5-HT;. pode
regular a divisdo celular, enquanto o 5-HTia pode regular a diferenciacao
neuronal. Isto sugere que a manipulagdo farmacolégica de receptores em um
cérebro em desenvolvimento pode resultar em alteracdes permanentes (21).

Apesar da escassez de estudos envolvendo agressividade e
antidepressivos no periodo neonatal, testamos, nesse modelo, a primeira
hipétese de que a administracdo, no inicio da vida, de sertralina reduz o
comportamento agressivo em ratos adultos para Corroborar a participacéo de
mecanismos serotoninérgicos na ontogénese dos circuitos nervosos
envolvendo o comportamento emocional da agressividade.

Com os resultados deste estudo, obserwu-se que a manipulacéo
precoce do sistema nervoso com inibidores seletivos de recaptacdo de
serotonina parece aumentar permanentemente a disponibilidade sinaptica da 5-
HT, reduzindo o comportamento agressivo induzido por choque nas patas
(footshock) (7). Essa reducédo observada nos testes comportamentais parece
estar associada com mecanismos neuroadaptativos desenvolvidos no periodo
neonatal. Estes processos parecem persistir até a vida adulta e possivelmente

envolvem a participacdo do sistema serotoninérgico, que embora ndo seja o
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Unico neurotransmissor a mediar os efeitos encontrados, ndo ha ddvida da sua

participacao.



Conclusoes
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7. CONCLUSOES:

» A administracdo crbénica de Sertralina (SERT) durante o periodo critico de
desenvolvimento do SN acarreta alteracbes ao desenvolvimento-somatico,

provocando reducédo do peso corporal.

e O tratamento crénico com a SERT, durante o periodo critico do
desenvolvimento do SN, induz a alteracdo comportamental permanente, no
modelo experimental do Footshock, como: diminuicdo da susceptibilidade a

agressividade.

» O tratamento neonatal cronico com SERT 20 mg/Kg e 30 mg/Kg reduz a
agressividade em ratos adultos. Porém, os ratos tratados com SERT 10 mg/Kg

nao altera a sua agressividade , quando adultos.

» A agressao farmacoldgica durante o periodo critico do desenvolvimento do
SN resulta em alteracdes no desenvolvimento deste sistema. Tais alteracdes
ao que parece persistem até a vida adulta e possivelmente envolvem

modificacfes no sistema serotoninérgico.
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8. PERSPECTIVAS:

A relacdo entre o sistema serotoninérgico e 0 comportamento agressivo
envolve mecanismos complexos e ainda nao totalmente esclarecidos,
estimulando a continua busca de explicacfes. A utilizacdo de farmacos como
instrumento para investigacdo deste sistema, atrelados ao uso de diferentes
modelos experimentais para a observacao do fendmeno bioldgico é ainda uma
forma bastante contundente. Desta forma, sugerimos algumas perspectivas

para futuros trabalhos:

() Investigar a participacdo de receptores serotoninérgicos nos aspectos
estudados, utilizando drogas agonistas e/ ou antagonistas destes
receptores com modelo experimental com a agressividade induzida por

choque nas patas (footshock) na gaiola de Skinner;

(2) Estudar os efeitos dos ISRS no modelo experimental do intruso
residente, com o objetivo de identificar se ha interferéncia da forma de
avaliacao e da variavel sexo nos resultados apresentados, sobretudo, no

caso de fémea s no periodo de lactagéo;

(3) Estudar os efeitos morfofisiolégicos com sertralina nas regides cerebrais

gue envolvem a agressividade.
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Experimento:
COMPORTAMENTO AGRESSIVO

Grupo exp.: Data: _ /_ /[
Peso dos animais: 1 Marcas: 1. DN: __ [ I
2 2. DN: __ [ |

Tempo de choque: 2 Seg / Tempo de Observagdo: 3 min / Intervalo: 1 min

Periodo de Quietos P.A. C.A.sl C.A.cl A.C. A.C. I

Observacéao individual | cont.fisico | cont.fisico

3 min

3 min

3 min

3 min

3 min

TOTAL

Parametros Comportamentais:

P.A.individual — Postura Agressiva Individual

C.A . s/ cont. fisico - Comportamento Agressivo sem contato fisico

C.A. c/ cont. fisico - Comportamento Agressivo com contato fisico

A.C . — Agressividade Completa = C_A. s/ cont. fisico + C.A cf cont. fisico

A.C.1 - Agressividade Completa = C.A, s/ cont. fisico + C.A ¢/ cont. fisico + P.A .
indivudual

Qutros parametros Avaliacdo dos Resultados
\ocalizacdo

Ranger dos dentes
Exposicio dos dentes
Piloerecéo

N° de Bolos fecais

Micgéo
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_CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
COMISSAO DE ETICA EM EXPERIMENTACAO ANIMAL

Rexife, 10 de feverciva de 2004
Oficio n" 02/2004
3 Da Comissio de Etica em Expenimentagio Animal (CEEA) da UFPE
- Prof. Raul Manhfes de Castro
Departamento de Nutrigio- CCS/UFPE

Apis o recchimento do seu projeto de pesquisa intiulade *Agressividade defensiva:
eventuais efeitos do tratamento neonatal com Sertraling®, proccsso N 014847/2003-40. o8
membros da ComissTo de Etica em Experimentagio Animal do Centro de Cidneias Biologicas da
Universidade Federal de Pemambuco (CEEA-UFPE) amalisaram  as aspectos melalivos  aos
pratocolos experimentas adotados

Conclulmos que os procedimentos descritos para a utilizagdo cxperimental dos amimais
encontram-s¢ de acorde com as normas sugeridos pelo Colégio Brasileire para Experimentagdio
Animal ¢ com as normas intemacionais estabelecidas pela Naticoal Institute of Health Guide for
Care und Use of Laboratory Animals as quais sfo adotadas como eritérios do avaliagio e
julgamento pela CEEA-UFPE.

De acorde com as nofmas vigentes no Brasil, especialmente a Lei 9605 — art. 32 ¢ Decicio
A07%-an 17, de 21/09/1999, que trata da questio do use de animais para fins clentificos,
ressaltamos ainda que o sacrificio dos ammais cxperimentais, realizado no presente trabalbw,
Justifica-se pelo fato de ndo existirom recursos aliornativos para a realizagio do procedimento
cieatifico, Diante do cxposto, emitimos um parecer favordvel aos protocoles  expenimentais
realizados.

Atenciosamente, /7 ) i ] ),-" f
T Tt ,{.Lt’wué_ A FET B

.FEGJ‘-BI./M.IFiiIm C?l‘l,is.rgu Guarmicn
Prosidente da Comissiio de Etica em Experimentacdo Animal

5 j
Profi. Belmera Lara da §. Andrade da Costa
Vice-Presidente da Comissiio de Etica em Experimentagiio Animal
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