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| 'O mew olhar é nitido como um girassol/ Tenho o costume de andar pelas estradas/Olhando para

a direita e para a esquerda, ‘E de vez em quando olhando para trés.../E o que vejo a cada momento/E. aquilo que nunca antes

eu tinha visto, E eu sei dar por isso muito bem.../Sei ter o pasmo essencial/Que tem uma crianga se, ao nascer,/Reparasse que
nascera deveras.../Sinto-me nascido a cada momento/Para a eterna novidade do Mundo..."

(De O Guardador de Rebanhios)
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AVALIACAO DO USO DA FLUOXETINA NA REPARACAO DO NERVO
CIATICO EM RATOS WISTAR
RESUMO

Objetivo: O presente estudo avaliou a recupera¢io do nervo cidtico em ratos apds lesdo por
esmagamento e uso de fluoxetina.

Metodologia: A amostra foi constituida de 40 ratos Wistar machos, pesando entre 300 e
400g. Os animais foram mantidos em gaiolas separadas, em ciclo luminoso de 12h,
fornecido alimento e 4gua. Apds indugdo anestésica, o nervo cidtico foi lesado por
esmagamento. Os animais foram distribuidos em grupos controle ou experimental; os
grupos experimentais foram subdivididos em trés outros grupos cada um deles com 10
animais e tratados por via subcutanea com fluoxetina 5mg/kg/dia, 10 mg/kg/dia ou 20
mg/kg/dia por 35 dias. O grupo controle recebeu solugdo salina, também por administracio
subcutanea, diariamente por 35 dias. A fun¢do motora foi avaliada com o indice de fun¢do
cidtica (SFI) e o indice estatico cidtico (SSI), calculados a partir das impressdes podais. O
tempo de retragdo (RT), obtido com a medida do tempo decorrido entre 0 momento de
exposi¢do a um estimulo nocivo e o ato de retragdo deste membro, foi realizado para avaliar
a regeneragdo de fibras sensitivas envolvidas na dor. Os dados foram obtidos nos dias 7°,
14°, 21°, 28° e 35° dias de tratamento.

Resultados: Houve diferenca significativa em relagdo ao tempo de laténcia, havendo uma
maior laténcia na retirada da pata apos 35 dias, foi com a dose de Smg/kg/dia. No que diz
respeito ao SFI observou-se que os grupos tratados com fluoxetina 10mg/kg/dia e com
20mg/kg/dia apresentaram um maior déficit funcional do que o grupo controle apenas na
avaliacdo no 14° dia pds-lesdo do nervo cidtico. Com relagdo ao SSI o efeito de retardo na
recuperacao funcional apenas foi significativo no 14° dia com dose de 10mg/kg/dia.
Conclusao: O tratamento com fluoxetina provocou um atraso na recuperagdo funcional
motora apenas no 14° dia apds o inicio do tratamento com as doses de 10 e 20mg/kg/dia.
Na dose menor (Smg/kg/dia) observou-se um déficit na percep¢do da dor no 35° dia do

tratamento com fluoxetina.

Palavras chaves: Peso, regeneracao nervosa, fluoxetina, nervo ciatico, motor, dor



ESTIMATION OF THE FLUOXETINE APPLICATION WITH
RECOVERY OF CIATIC NERVE IN WISTAR RAT
ABSTRACT

Objectives: the present study evaluated the sciatic nerve lesions recovery in rats after crush
lesion and the use of floxetine.

Methods: the sample was performed with forty male Wistar rats, weighing 300-400 g.
Animals were housed in a central animal care facility with 12-h light cycles and given
chow and water ad libitum. Following anesthetic induction, the sciatic nerve was exposed
and crushed with a Pean pincer. The animals were distributed in control and experimental
groups. The experimental groups were divided in three other groups with 10 animals and
treated with subcutaneous fluoxetine Smg/kg/day, 10mg/kg/day or 20 mg/kg/day for 35
days. The control group received saline solution (0.9%), also subcutaneous administration
for 35 days. The motor function was analyzed with sciatic functional index (SFI) and
sciatic static index (SSI) were calculated from inked footprints. Retraction time (RT) was
computed from the time of retraction of the leg from nociceptive reflex, in order to evaluate
the sensitive pain fibers regeneration. These data were obtained in 1%, 7%, 14®, 21*, 28" and
35™ days.

Results: Significant difference were observed, retraction time was higher in 5mg/kg/day
doses group after 35 days. In SFI calculations was observed that 10mg/kg/day and 20
mg/kg/day groups presented higher functional deficits than control groups only in 14" day
after sciatic lesion. SSI calculations demonstrated deficit in motor functional recovery only
in the 14" day in the 10mg/kg/day.

Conclusions: Fluoxetine promoted deficit in the motor functional recovery only in the 14"
day of treatment with doses of 10 and 20mg/kg/day in wistar rats. In lower doses was

observed deficit in nociceptive reflex of pain in the 35" day of treatment with fluoxetine.

Key words: wight, nerve regeneration, fluoxetine, sciatic nerve, pain, motor.
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1 INTRODUCAO




1 INTRODUCAO

A fluoxetina ¢ uma droga amplamente usada como agente antidepressivo, e também
prescrita para outras entidades nosolégicas como nos distirbios bipolares, ejaculacao
precoce disturbios alimentares com ganho de peso e etc. Porém, apesar dos aparentes
beneficios clinicos, ainda ndo se conhecem completamente os mecanismos de acdo desta
substancia. Assim sendo diversos modelos de estudos animais foram desenvolvidos para
simular estados estressantes conjuntamente com o uso da fluoxetina. Aonde esta, por sua
vez, vem demonstrando efeitos benéficos inclusive em mamiferos ndo-humanos submetidos
a este tipo de ambiente (Detke et al., 1997; Altemus et al., 1996; Keesor et al., 2005).

Relatos publicados descrevem que a fluoxetina age ao nivel sindptico promovendo a
deplecdo de neurotransmissores, especificamente da serotonina (5-Hidroxitriptamina -
SHT); que tem um efeito inibidor da conduta e modulador geral da atividade psiquica ou
estimulador do sistema gabaérgico. Como também ativa a sinalizacdo de vias metabdlicas,
responsaveis pela sobrevida celular e plasticidade tecidual, como certos fatores de
transcricdo (proteina ligadora de AMPc e proteina FOS-simile) e proteinas reguladoras
(proteina 14-3-3-zeta e triptéfano hidrolase) (Baik et al., 2005). Onde estudos recentes
demonstraram que inibidores seletivos da recaptagdo de serotonina, principalmente a
fluoxetina possuem ainda efeitos imunorregulatérios. Atividade estd diretamente
relacionada ao estimulo da produg¢dao de AMPc, inibindo a sintese de IFNy e o fator de
necrose tumoral (TNF-a) (Maes, 2005).

Outra importante func¢do da fluoxetina relaciona-se a apoptose, morte celular
programada, a qual depende de diversos fatores, variando conforme o tipo celular. Entre os

mecanismos envolvidos neste processo, as alteracdoes de permeabilidade da membrana



celular ocupam posi¢do de destaque. Onde o canal idnico voltagem-dependente eucariético
(VDAC) participa dos complexos mecanismos de alteracdo de permeabilidade da
membrana envolvidos na apoptose. Assim, relata-se que a fluoxetina pode atuar como
inibidor deste canal idnico, efeito que pode ser um importante mediador na inibi¢dao de
morte celular, principalmente em células do sistema nervoso, como em acidente vascular
cerebral e lesdes de nervos periféricos, (Thinnes, 2005).

A fluoxetina estd ainda relacionada com a neo-neurogénese, surgimento de novos
neurdnios, que ocorre durante todo o ciclo de vida de mamiferos. Porém, esta neo-
neurogénese quando no hipocampo pode ser inibida por fatores estressantes em animais,
contudo foi demonstrada que a administragdo de fluoxetina reverte a inibi¢do provocada
pelo estresse, preservando esta neo-neurogénese (Malberg et al., 2004-2003).

Segundo Guiraraud-Chameil e colaboradores (2002) a potencializacdo da acdo de
neurotransmissores, como serotonina, noradrenalina e dopamina, parece melhorar a
recuperacdo de pacientes vitimas de acidentes vasculares cerebrais; baseando-se nestes
achados e nos relatos de ativacdo de sinalizadores de vias metabdlicas de sintese,
relacionadas a plasticidade tecidual do sistema nervoso central, postulou-se que o uso da
fluoxetina poderia ser benéfico para pacientes com lesdes teciduais do sistema nervoso
central e também em lesdes de nervos periféricos.

Assim a aplicacdo de serotonina em cultura de células provocou aumento no
nimero das vesiculas pré-sindpticas, em diversos experimentos animais, mostrando
capacidade em modular respostas motoras mais eficientes. O uso de inibidores da
recaptacdo de serotonina, como a fluoxetina, promove um aumento na concentragdo de 5-
HT no sistema nervoso central em relagdo ao plasma, além de estimular a liberacdo de fator

neurotréfico derivado cerebral (BDNF) (Yun-Feng et al., 2003). Esses achados



N

demonstraram que a fluoxetina como adjuvante a fisioterapia motora melhora a
recuperacdo funcional em pacientes em tratamento de acidentes vasculares cerebrais (Dam
et al., 1996; Guiraraud-Chameil et al., 2002; Pleger et al., 2004), efeito esse similar a
administracao de BDNF (Schabitz et al., 2004).

Apesar dos efeitos neurotroficos, Wiart et al., (2000) aventaram que a recuperagio
motora pode estar também correlacionada a depressio pds-acidente vascular cerebral, onde
o uso da fluoxetina age como antidepressivo, melhorando a adesdo dos pacientes a
fisioterapia motora. Pois segundo Widle e Cobett (2005) estudos experimentais nao
conseguiram demonstrar efeitos benéficos sobre a arquitetura neuronal em animais com o
uso da fluoxetina apds a provocagdao de isquemia cerebral. Wilson e Hamm (2002),
investigaram o efeito da administracdo cronica de fluoxetina apds trauma craniano-
encefélico em ratos, com rela¢io a recuperacdo motora e cognitiva. Mostraram que ap6s 15
dias da administracdo didria de 2,5; 5,0; ou 10mg/Kg de fluoxetina ndo houve alteracio na
performace motora ou cognitiva nos ratos com trauma cerebral em comparacdo aos animais
tratados com veiculo.

Assim como as lesdes nervosas centrais, as lesdes de nervos periféricos também
constituem um problema de saide putblica de grande importancia, em virtude das
deficiéncias funcionais secunddrias a estas lesdes. Por isso, investigacdes extensivas tém
sido feitas com o objetivo de melhorar a regeneracdo apos lesdes de nervos periféricos.
Estes estudos incluem o uso de vdrias substancias neurotréficas e parametros funcionais,
eletrofisioldgicos e histolégicos para quantificar a regeneracio nervosa, (Toft, Fugleholm e
Schmalbruch, 1988).

Sabendo-se que a medida experimental de recuperacdo apds lesdes de nervo cidtico

mais aceita atualmente € o indice de funcional do cidtico (SFI), criado por De Medinaceli



em 1982 e modificado por Bain (Koka e Hadlock, 2001). Onde o célculo de SFI envolve as
medidas de pegadas impressas pela marcha de animais experimentais sob situagdes
controladas. Onde o valor do SFI reflete o estado funcional do sistema locomotor (Yu et al.,
2001).

Apés o explicitado, procura-se com esta pesquisa avaliar a agdo da fluoxetina na

regeneracdo de nervos periféricos apds serem submetidos a lesdo.
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

Avaliar a influencia do uso da fluoxetina na fun¢o sensitivomotora do nervo cidtico

apos lesdo nervosa por esmagamento em ratos wistar.

2.2 ESPECIFICOS

Avaliar a fun¢do motora ap6s o tratamento com fluoxetina;

Verificar a acdo da fluoxetina com relagdo as medidas de avaliacdo o SFI, SSI e TL.



3 HIPOTESE DO TRABALHO



3 HIPOTESE DO TRABALHO

O uso cronico da fluoxetina favorece a recuperagdo nervosa do nervo ciitico no rato

apos lesdao por esmagamento.
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4. FUNDAMENTACAO TEORICA

4.1 NERVO CIATICO

Anatomicamente o nervo cidtico do rato possui 0,8mm de largura
(Hasegawa,1978), origina-se do seguimento espinhal L4-L.6, e apesar de unifascicular no
animal adulto, se divide em dois e depois em quatro fasciculos. A porg¢do tibial e sural, e a
por¢do peroneal que origina o nervo peroneal e o ramo cutaneo que penetra lateralmente no
musculo da perna para inervar a face proximolateral da panturrilha (Schmalbruch 1986).
Sendo assim, o0 nervo cidtico na sua por¢cdao média é composto por cerca de 27,000 axdnios;
destes 23% sao mielinizados e 48% sdo amielinicos, sendo importante também na avaliagdo

da funcao sensitiva periférica. (Varejao et al., 2004).

4.2 LESAO NERVOSA PERIFERICA

Seddon HJ (1943) divide a severidade das lesdes nervosas em trés principais
categorias: neuropraxia, axonotimese e neurotimese. A neuropraxia é um tipo de injdria
mais moderada. Nao acarretando prejuizo a continuidade do nervo e causa perda funcional
transitoria. Na axonotimese ocorre na presenga de completa interrup¢ao do axénio do nervo
e mielina circundante embora a estrutura mesenquimal circundante incluindo o perineuro e
epineuro estdo preservados. A degeneracdo do axdOnio e mielina ocorrem distalmente ao
ponto da injuria causando completa denervagdo. Na neurotimese ha a desconexdo do nervo.

A perda funcional é completa e a recuperagdo sem intervengdo cirtrgica geralmente nao



ocorre devido a formagdo de tecido cicatricial e a perda do guia mesenquimal, o qual
favorece uma adequada dire¢@o no crescimento axonal.

Sanderland (1990) classifica o dano no nervo periférico em: Grau I: Corresponde ao
bloqueio de condug¢do, porém, sem alteracdes, um bom prognéstico. Grau II: Corresponde a
degeneracdo walleriana onde apresenta endoneuro intacto e se mantém um bom
prognéstico. Grau III: A estrutura do endoneuro estd interrompida e o perineuro estd
intacto, prognéstico € satisfatério. Grau IV: H4 uma interrupgdo dos fasciculos e o epineuro
estd intacto formando uma liga¢do com o tecido conectivo; prognostico é pobre. Grau V:
Ha perda da continuidade do nervo e o prognéstico € sombrio. Pois neste caso a falha na
regeneracdo axonal, para a recuperacdo da formacao da correcdo periférica ocorre devido
ndo haver um completo contato com o coto distal ou devido a desorganizacdo (Thomas,
1989).

Lorenzo, Krarup e Schmalbruch (2004) através da avaliacio microscopica,
confirmaram que o esmagamento do nervo cidtico em ratos durante dois minutos causa
completa degeneracao walleriana (Chen et al., 1992). Contudo a velocidade de regeneracio
determinada pela microscopia eletronica pode ser adequada para curva tempo/distancia do
experimento tragcado. Porém, a depender da forca empregada hia uma demora na
regeneracdo axonal e na paralisia funcional havendo uma recuperacido gradual dependente
da forca de compressdo, como também da caracteristica individual do animal (Van
Meeteren et al., 1997).

Sabendo também que, a faixa etdria do animal envolvido no experimento é
importante como relatado por Berlin e colaboradores (1996), onde apds realizar o
esmagamento do nervo cidtico, de ratos, abaixo da trifurcacdo, com uma forca de 5 joules

durante um minuto em grupos de diferentes faixas etdrias observaram, que ¢é



significantemente mais lento a recuperag@o funcional em animais adultos do que em jovens.
Podendo este fato ser explicado por alguns fatores como a plasticidade e adaptagdo do
sistema nervoso central para um novo padrdo de inervagado periférica.

A regeneracdo do axonio e mielina comega muito cedo nos animais mais jovens. Ou
seja, avaliando a recuperagdao do nervo lesado apds quatro semanas o axdnio do nervo
repara e a regeneracao da mielina jd se apresenta avancada nos ratos com dois meses de
vida enquanto a degeneracdo walleriana ainda progredia nos ratos com dez meses de vida
(Choi et al., 1995).

Desta forma, sabe-se que a variacdo de carga e o limiar de durag@o da injuria por
esmagamento do nervo periférico podem predizer o grau de dano axonal e déficit funcional
motor do nervo, ocorrendo uma variagdo na recuperacdo. Entdo se sugere que em casos
clinicos de injurias no nervo periférico onde se mantem a continuidade, apesar da gravidade
do esmagamento ou compressdo, considera-se um fator importante na recuperagdo
funcional. Assim se a continuidade nunca for rompida durante a injuria a lesdo poderia ndo
ser reparada ou ressecada, possibilitando a recuperacdo espontanea (Chen et al., 1993).

Segundo Wolthers e colaboradores (2005), para haver uma recuperacdo funcional
do nervo se requerem uma adequada regeneracdo e sobrevivéncia do neurdnio incluindo
alongamento e adequado nimero de axonios regenerados, apropriada reinervacdo do 6rgao-
alvo, subseqiiente maturacdo e regeneracdo nervosa das estruturas-alvo como também
apropriada integragdo do sistema nervoso central.

Segundo Thomas (1989), para uma satisfatéria regeneragdo nervosa ha necessidade
de uma cooperacao entre diferentes tipos de células. Desta forma, incluem fibroblastos do
endoneuro e perineuro os quais sdo provavelmente necessdrios para conduzir a producdo de

matriz extracelular para colonizagdo e invasao das células de Schwann na regeneracao.



4.3 METODOS DE AVALIACAO FUNCIONAL E NOCICEPTIVA

Sabe-se que a marcha necessita de uma coordenac¢do funcional envolvendo
conecgdo sensorial, resposta motora e integracdo cortical. Desta forma, o indice de
recuperacdo do cidtico, pela anélise da pegada de forma nao-invasiva, pode ser melhor do
que simplesmente usar avaliagdo eletrofisiolégica e histomorfométrica do crescimento
axonal e inerva¢do do musculo, se o foco de pesquisa concerne no resultado funcional
(Varejao, 2001).

De Medinaceli, Freed e Wyatt (1982) desenvolveram empiricamente uma equacao,
obtendo medidas da impressdo da pata do rato ao caminhar, ou seja, a férmula do indice de
recuperacdo do nervo cidtico (SFI). Onde se pode determinar a distdncia entre o primeiro e
quinto dedo (TS), a distancia entre o segundo e quarto dedos (IT) e a distancia entre o
calcanhar e o terceiro dedo (PL); tanto para o lado controle como para o lado lesionado.
Onde sendo o resultado 0% (+11%), representa funcao normal e —100% representa a perda
funcional que resulta da transec¢do completa do tronco do nervo. Como também uma lesdo
do nervo leva a um aumento do PL e decréscimo do TS e IT no lado operado em relacdo ao
lado controle; porém foi utilizada a férmula proveniente de Bain et al.,(1989).

Segundo Dellon e Mackinnon (1989), a técnica da impressdo pegada na marcha do
rato em um papel, pode ser considerada uma forma abrangente de determinar a resposta
funcional do animal. Pois para esta resposta se faz necessdrio uma unidade motora
complexa de reinervacdo a qual € coordenada por uma integrada regeneracdo cortical.
Desta forma obtém-se que dados morfométricos (impressdo de pegada), sao fidedignos com

a condig¢do trofica do nervo regenerado (De Medinaceli, 1995).



Pois, sabe-se que a morfometria ndo pode prover informacdes gerais da fungdo
nervosa, onde na conformagio do nervo pode haver erros na direcdo das fibras ou ainda
caminhos errados nos brotos de regeneracdo nervosa causando grave interrup¢ao da funcao.
Como também nenhuma mensuracao morfométrica ou eletrofisioldgica pode avaliar o fator
funcional (De Medinaceli e Rawlings, 1987), e a propor¢do de fibras regeneradas que
alcanca a regido periférica (De Medinaceli e Seaber, 1989).

Apesar de defendido por muitos autores, o indice avaliacdo de recuperacdo do
ciatico (SFI), que quando comparado com outros indices como: potencial de acdo do
musculo, potencial de a¢do do nervo, velocidade de condugdo e didmetro do nervo sugere
ser um método bastante acurado (Shen e Zhu, 1995). Porém, possui alguns limites como o
condicionamento animal, impressdo da calda no papel, fibrose na musculatura da pata
devido denervagdo e atrofia muscular, e a presenga de automutilagdo (Varejao et al., 2004)
que pode aparecer apds duas semanas da lesdo (Dykstra et al., 2000), sendo necessario,
portanto a retirada destes ratos do experimento (Varejao et al., 2001).

Porém, segundo Bervar (2000), quando medimos a distdncia do primeiro ao quinto
dedo (TS), depende da contribui¢do das divisdes tibial e peroneal do nervo cidtico, assim o
espalmar entre o segundo e quarto dedo (IT), depende apenas da divisdo tibial. Desta
forma, em uma avaliagdo estdtica, as medidas entre o primeiro e quinto dedos e do segundo
ao quarto dedos apresentam importancia estatistica, assim criou-se o indice estdtico do
ciatico.

Grasso e colaboradores (2004), observando a recuperagdo do cidtico pela féormula de
Bervar (2000), avaliaram com o auxilio de um scanner digital o indice de recuperagdo

estatica do cidtico (SSI) o qual, segundo os autores, fornece medidas estatisticamente



significativas de forma simples, rdpida e barata, provendo precisdo a extensdo da perda
funcional e recuperacio depois de injdria no nervo ciatico.

No que diz respeito a avaliag@o nociceptiva o nervo cidtico no terco médio da coxa é
composto por aproximadamente 27,000 axonios, destes 23% s@o mielinizados e 48% sdo
amielinicos, sendo assim importante a avaliacdo da funcdo sensitiva periférica. Sabendo
que o estimulo doloroso causa duas sensac¢des de dor descriminadas: as fibras tipo Ad que
sdo responsdveis pela a primeira fase da dor e as fibras C amielinicas que induz a longa
laténcia ou dor abrasadora.

Assim sendo, a informagdo nociceptiva é conduzida através de um atalho pelo trato
espinoreticular e espinotalamico, projetando para varias regides do sistema nervoso central.
Onde o reflexo de retirada é devido a um estimulo nocivo e para evocar este reflexo
polissindptico as pesquisas t€m sido feitas com uma grande variedade de sensacdes de dor,
como o estimulo com temperatura elevada. Porém, vérios estudos demonstram discrepancia
no retorno nociceptivo e motor, sendo sugerido que o reflexo cutaneo é importante para a

regulacdo da postura e locomogdo (Varejao, 2004).
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5. MATERIAIS E METODOS

5.1 ANIMAIS

Foram utilizados 40 ratos Wistar machos com uma média de trés meses de vida,
pesando entre 300 a 400 gramas, adquiridos no Departamento de Nutricdo da Universidade
Federal de Pernambuco. Os animais foram submetidos ao esmagamento do nervo cidtico
esquerdo e divididos em grupo controle e experimental o qual este foi subdividido em trés
subgrupos segundo a administra¢do de diferentes concentracdes de fluoxetina. Cada grupo
era composto por dez animais; no grupo controle foi administrado soro fisiologico 0,9%
Iml/kg/dia e demais subgrupos foram administradas concentracdes de fluoxetina variando
respectivamente de Smg/kg/dia, 10mg/kg/dia e 20mg/kg/dia. Os procedimentos
experimentais foram realizados no Departamento de Cirurgia Experimental da
Universidade Federal de Pernambuco (UFPE) e o qual projeto foi aprovado pelo Comité de

Etica em Pesquisa Animal desta entidade (Protocolo n°004896/2004). (Anexo 1)

5.2 CIRURGIA PARA ESMAGAMENTO DO NERVO CIATICO

Os animais mantidos em gaiolas metdlicas individuais, em ciclo luminoso de 12
horas, com fornecimento de 4dgua e alimentacdo livre. Previamente ao procedimento
cirdrgico foram pesados. Hidrato de coral (0,04 ml/100 g,
intraperitonealmente)(Bervar,2000) foi usado como anestésico (Figura 1). Para a
preparacdo do campo cirdrgico realizou-se a tricotomia da face interna da coxa esquerda do

animal, com a utilizacdo de solu¢do degermante de polivinilpirrolidona-iodo (Povidine



Degermante®, Darrow), regido esta de possivel acesso ao nervo cidtico; em seguida

posicionou-se o animal em decubito dorsal sobre a mesa cirtrgica.

Figura 1: Infiltracdo intra-peritoneal de Hidrato de coral.

Foi realizada anti-sepsia com tintura de polivinilpirrolidona-iodo (Povidine
Tintura®, Darrow), e feita incisdo na face interna da coxa de aproximadamente 3 cm na pele
paralelo ao eixo longitudinal com lamina de bisturi n° 15 com cabo n° 3, apds procedeu-se
disseccdo romba por planos e exposicdo do nervo cidtico. Em seguida foi realizado
esmagamento do nervo cidtico com a utilizacdo de pinga hemostdtica tipo mosquito na
terceira crilha, compressdo maxima, por um periodo de um minuto (Figura 2), (Montovani

JC, 1988).



Ap6s o procedimento a ferida cirdrgica foi fechada em plano tnico, havendo uma
acomodacdo dos planos musculares e pele, separadamente, sendo realizados pontos de
sutura separados na pele (fio de mononylon 4-0; Ethicon-Johnson & Johnson Comercio e

Distribuicao LTDA, Sdo Paulo-SP, Brasil). Em seguida os animais foram colocados em sua



respectiva gaiola e levados ao biotério onde permaneceram sob temperatura e umidade
controladas, em um ciclo dia/noite de 12 horas, sendo ofertado dgua e racdo livremente, e

sem a utiliza¢do de analgésicos, antiinflamatdrios ou antibidticos.

5.3 ADMINISTRACAO DE FLUOXETINA E VEICULO

A partir do tratamento cirdrgico e prosseguindo pelos trinta e cinco dias
subsequentes, foi realizada administracdo subcutanea na regido dorsal, com a utilizacdo de
seringa de insulina Nipro® nos respectivos subgrupos: controle (SF 0,9%, 1ml/kg/dia) e nos
experimentais fluoxetina Novaquimica® nos subgrupos 2, 3 e 4 com dosagem de

Smg/kg/dia, 10mg/kg/dia e 20mg/kg/dia, respectivamente.

5.4 AVALIACAO FUNCIONAL E NOCICEPTIVA

Para a aquisicdo dos dados os animais foram submetidos semanalmente,
representando 7, 15, 21, 28 e 35 dias subseqiientes a lesdo do nervo cidtico, a avaliacdo
funcional com o indice de recuperagdo do nervo cidtico (SFI) e o indice estdtico do nervo
cidtico (SSI) como também a avalia¢do nociceptiva com a utilizagdo do reflexo de retirada.

Para avaliacdo do indice de recuperacdo funcional e estdtico do cidtico os animais
foram submetidos de forma individualizada, a caminhar em uma pista com comprimento de
8,2 cm de largura com 42 cm de comprimento e 10 cm de altura, apresentando ao fundo um
abrigo escuro. Anteriormente molhando-se as patas com tinta hidrossoluvel para permitir a

impressao das pegadas no papel em branco durante a caminhada.



]

if

ITS &

ITS

TS

Figura 3: Impressao da pegada.

Desta forma, pela impressdo da pegada no papel em branco foram adquiridas as
medidas da distdncia entre o calcanhar e o terceiro dedo (PL), sendo para o lado

experimental (PLE) e o lado normal (PLN); a distancia do primeiro ao quinto dedos (TS)



para o lado experimental (TSE) e o lado normal (TSN); a distancia do segundo ao quarto
dedos (ITS) para o lado experimental (ITSE) e para o lado normal (ITSN) (Figura 3).
E entdo lancadas nas equagdes:

SFI = -38,3(EPL — NPL) + 109,5(ETS — NTS) + 13,3(EIT — NIT) — 8,8
NPL NTS NIT

SSI = 108,44 x TSF + 31,85 x ITF - 5,49

Para a avaliacdo nociceptiva foi utilizado o reflexo de retirada, onde os animais
foram submetidos a colocacdo da pata, a qual o nervo cidtico foi lesionado, em
termoestimulagcdo, com 7, 15, 21, 28 e 35 dias pods cirurgia com a utilizacdo de banho-

maria.

5.5 ANALISE DOS DADOS

A andlise dos dados foi realizada pela obten¢do das medidas estatisticas médias e
desvio padrio (técnicas de estatistica descritiva) e utilizado o teste F (Anova) e no caso de
diferenca significante entre os grupos foram utilizadas os testes de comparacdes pareadas
de Tukey ou de Duncan no caso de incoeréncia entre os resultados do valor de F e dos
testes de comparagdes pareadas.

Destaca-se que verificagdo da hipétese de igualdade de varidncias foi verificada
através do teste F para a finalidade especifica.

A margem de erro dos testes foi de 5,0% e o programa estatistico utilizado para obtengdo

dos cdlculos estatisticos foi o SAS (Statistical Analysis System) na versdo 8.
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6. RESULTADOS

Nas Tabelas 1 a 3 apresentam-se: média, desvio padrdo e nimero de animais
segundo o grupo e o tempo de avaliagdo e os resultados dos testes comparativos entre 0s
grupos para cada tempo de avaliacdo para as varidveis: peso dos animais, tempo de laténcia
(ou de resposta), indices SFI e SSI.

Da Tabela 1 observa-se que se comprova diferencga significante em relacdo ao tempo
de laténcia na prova da estimulagdo térmica entre o grupo 3 com cada um dos grupos 2 e 4
e com 35 dias entre o grupo 2 com cada um dos grupos 1 e 3.

Ou seja, apenas aos trinta e cinco dias houve diferenca significativa entre o grupo
tratado com fluoxetina a Smg/kg/dia e o grupo controle havendo maior laténcia na retirada
da pata ao estimulo doloroso, neste grupo.

Tabela 1 — Média e desvio padrdo do tempo de laténcia (s) segundo o grupo e o tempo de

tratamento.
Grupo Tempo de tratamento (dias)
7 14 21 28 35
Controle 2,90+0,72 322+234 2,16 0,59 2,78 +1,21 2,06 +0,67
(n=10) (n=9) (n=7) (n=7) (n=7)
2) 3,71+2,12 2,46 + 1,06 3,70 £ 1,96 3,59+ 1,34 3804120 *
Fluoxetina
Smg/kg/dia
(n=6) (n=6) (n=6) (n=6) (n=6)
3) 3,20+ 1,59 2,22+042 3,62+ 1,26 2,89+ 1,41 1,99 £0,82
Fluoxetina
10mg/kg/dia
(n=7) (n=6) (n=6) (n=6) (n=6)
@ 2,16 +£0,59 3,04+ 1,22 3,02+ 1,73 2,83+0,71 2,30+ 1,03
Fluoxetina
20mg/kg/dia
(n=7) (n=7) (n=6) (n=6) (n=6)
Valor p p"'=02072 pV'=0,6018 p¥'=0,2252 pV=0,6135 ™" =0,0090

(*) = p< 0,05 versus controle; (1) — Pelo teste F (ANOVA) e pos teste Tuk



Na Tabela 2 avaliando o SFI observou-se que os grupos tratados com fluoxetina a
10mg/kg/dia e com 20mg/kg/dia apresentaram um déficit funcional maior do que o grupo
controle apenas na avaliag@o do dia 14° pds a lesdo do nervo ciético.

Tabela 2 — Média e desvio padrdo do indice SFI segundo o grupo e o tempo de avaliagdo.

Grupo
Tempo de avaliacio (dias)
7 14 21 28 35
Controle -67,02 28,18 -47,78 £ 11,10 -20,51 + 14,68 -18,09+£11,78 -6,63 3,72
(n=10) (n=9) (n=7) (n=7) (n=7)
?2) -31,40 £38,36 -44,83 +24,34 -26,90 £ 16,53 -14,73 £ 17,64 -10,77 £ 16,91
Fluoxetina
Smg/kg/dia
(n=6) (n=6) (n=6) (n=6) (n=6)
) -71,77 £ 38,74 -65.67 +7.20 * -24,77 + 14,40 -5,67 £7,68 -5,98 £3,12
Fluoxetina
10mg/kg/dia
(n=7) (n=6) (n=6) (n=6) (n=6)
“@ -49,17 £ 26,88 6357+ 11.59 * -22,30 £ 15,92 -11,70 £ 21,82 9,17 £2,65
Fluoxetina
20mg/kg/dia
(n=7) (n=T7) (n=6) (n=06) (n=06)
Valor p p"'=0,2523 p"'=0,0268* pV=09112 p"'=0,6935 p"'=0,4098

(*) = p< 0,05 versus controle

(1) — Pelo teste F (ANOVA) com pos test de Duncam



No SSI exposto na tabela 3 o efeito de retardo na recuperacao funcional apenas foi

significativo no 14° dia com a dose de 10mg/kg/dia.

Tabela 3 — Média e desvio padrdo do indice SSI segundo o grupo e o tempo de avaliagdo.

Grupo Tempo de avaliacdo (dias)
| 7 14 21 28 35

Controle -63,30 £ 22,63 -43,44+10,22® -10,21 8,08 -11,64 £ 12,27 -3,95+4,08

(n=10) (n=9) (n=7) (n=7) (n=7)
2) -26,00 + 42,45 -43,50 +23,32 -22,57 + 18,04 -4,84+20,71 -6,11+£17,51
Fluoxetina
Smg/kg/dia

(n=6) (n=6) (n=6) (n=6) (n=6)
) -84,34 +31,68 62,50+ 6.72 * -21,25+ 14,28 -421+3,14 -4,43 £2,61
Fluoxetina
10mg/kg/dia

(n=7) (n=6) (n=6) (n=6) (n=6)
) -48,79 + 28,74 -56,29 + 12,98 -14,58 + 11,35 -9,25+22,88 -3,69 £4,40
Fluoxetina
20mg/kg/dia

(n=7) (n=7) (n=6) (n=6) (n=6)

(*) = p< 0,05 versus controle
(1) — Pelo teste F (ANOVA) .
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7. DISCUSSAO

As seqiielas de lesdes sobre o sistema nervoso, tanto sobre as dreas centrais como
sobre os nervos periféricos constituem-se em um problema médico de grande magnitude e
de grande impacto sécio-econdmico. Ha evidéncias de que a fluoxetina promovia melhorias
funcionais motoras em pacientes vitima de isquemia cerebral (Dam et al., 1996; Guiraraud-
Chameil, 2006; Schabitz et al., 2004; Wiart et al., 2000; Windle et al., 2005) deram inicio a
formulacdo de teorias e estudos sobre o mecanismo de acdo (Pleger et al., 2004; Baik et al.,
2005).

A identificagdo de um bloqueio seletivo de canais i0nicos envolvidos na apoptose,
ou morte celular, principalmente de células nervosas, parece demonstrar que o uso da
fluoxetina poderia inibir a morte celular de neurdnios, (Thinnes, 2005). Além disto, estudos
demonstraram que a fluoxetina estimula a produ¢do de mediadores do crescimento celular
(Schabitz et al., 2003), principalmente de neuronios (Maes et al., 2004), podendo estimular
a regeneracdo a nivel celular, permitindo uma recuperacdo mais rdpida de segmentos
celulares danificados, como ocorre em lesdes de nervos periféricos, onde os adendos
celulares s@o danificados e sua recuperagdo ocorre a custa de regeneracdo a nivel celular.

A demonstra¢do de que o tecido nervoso central pode desenvolver-se mesmo em
individuos adultos, como demonstrado nos estudos que avaliaram a neurogénese
hipocampal, mostrou que este crescimento depende de varidveis desconhecidas e sendo
regulados por fatores multiplos e ainda ndo compreendidos claramente. Foi demonstrado
que estados depressivos e fatores estressantes, principalmente pds-traumadticos inibem esta
neurogénese (Malberg, 2003). Nestes casos, o uso da fluoxetina promove a neurogénese

(Malberg, 2004), fato demonstrado a nivel celular, por estudos morfoldgicos e a nivel



funcional por estudos clinicos, baseando-se nestes achados foram postuladas hipéteses que
a fluoxetina agiria como estimulador da neurogénese e/ou regulador funcional das redes
neuronais ndo afetadas (Wiart, 2000; Malberg, 2004).

As teorias de que a fluoxetina age como regulador funcional, estimulando as redes
neuronais ndo afetadas, ganharam impulso em estudos que demonstraram melhorias
funcionais motoras em estudos clinicos e em modelos animais. Foi ainda demonstrado que
apesar da melhoria funcional motora, o uso de fluoxetina e/ou fatores de crescimento
neuronal por ela induzidos, ndo demonstrou efeitos sobre as dreas isquemiadas, cuja
magnitude das lesdes era comparavel as dos grupos controle ndo tratados com fluoxetina e
que ndo tiveram o mesmo grau de melhora funcional (Windle et al., 2005; Schabitz et al.,
2004).

Em nosso estudo foram realizadas lesdes por esmagamento em nervo cidtico de
ratos. Apos estas lesdes, os animais foram reavaliados semanalmente por um periodo de
cinco semanas, perfazendo um periodo total de trinta e cinco dias. Toft, em 1988,
demonstra que os axoOnios de nervos periféricos, em ratos, lesionados se encontram
regenerados em nivel III em torno de 30 dias. Apesar de diferengas sutis no grau de
mielinizacdo das fibras axonais, parece perfeitamente suficiente para a regeneracdo distal
proximal (5-6 mm) em um periodo de cinco semanas (35 dias).

A observacdo direta morfoldgica por microscopia ptica e eletrdnica serve como
parametro direto da regeneracdo neuronal, porém houve a necessidade de avaliar-se
funcionalmente a recuperacdo apds lesdes de nervos periféricos. Entre outras medidas, o
indice de funcional do cidtico (SFI), criado por De Medinaceli em 1982 e modificado por
Bain e colaboradores (1989), é considerado o método padrio para avaliacdes experimentais

de nervos(Koka e Hadlock, 2001). O célculo do indice de recuperacdo do cidtico (SFI)



envolve as medidas de pegadas impressas pela marcha de animais experimentais sob
situagdes controladas refletindo o estado funcional do sistema locomotor (Yu, 2001).

Porém, segundo Bervar (2000) em uma avaliacdo estdtica, as medidas entre o
primeiro e quinto dedo e do segundo ao quarto dedo apresentam importincia estatistica,
assim foi criado o indice estético do ciatico (SSI) que para Grasso e colaboradores (2004)
fornece medidas estatisticamente significativas de forma simples, rdpida e barata, provendo
precisdo a extensdo da perda funcional e recuperacdo depois de injiria no nervo cidtico.

Em nosso estudo observamos para a dose de 10mg/kg/dia um retardo funcional
significativo no 14° dia tanto para avaliacdo do SSI e do SFI que por sua vez manteve este
padrdo com dosagem de 20mg/kg/dia.

Deiré e colaboradores (2004) utilizando citalopram com doses de 5,10 e 20mg/kg e
grupo controle (0,9% NaCl) com injecdo subcutanea durante 21 dias pds natal observaram
que a maior dose causou redug@o do peso e crescimento da calda. Desta forma concluiram
que o mecanismo de crescimento € extremamente susceptivel a manipulagdo do sistema
seratoninérgico durante o periodo neonatal.

Segundo Van Meeteren e colaboradores (1997) estudando ratos submetidos a
compressdo do nervo cidtico associado a o estresse durante 27 dias, observaram que os
submetidos a estresse ganham menos peso em comparagdo ao grupo controle, como
também tiveram uma recuperacdo funcional menor que o grupo controle. Porém em nosso
estudo todos foram submetidos a estresse didrio ndo sendo possivel fazer este tipo de
distincao.

Contudo estes autores sugerem também diferencas individuais na recuperagdo funcional
apo6s lesdo do nervo por compressao estando assim dependente de tragos pré-existentes que

constitui caracteristicas individuais de cada animal.
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8.CONCLUSAO

Nossos resultados mostraram que o tratamento cronico didrio com fluoxetina ndo
modificou a recuperacao funcional motora do nervo cidtico no rato no 35° dia pds-lesao por
esmagamento. Com doses de 10mg/kg/dia e 20mg/kg/dia ocorreu um atraso na recuperagao
funcional na segunda semana do tratamento apenas. Quanto a recuperacdo das fibras
responsdveis pela sensacdo de dor, apenas a dose de fluoxetina de Smg/kg/dia levou ao

retardo na recuperacao funcional sensitiva a partir do 35° dia do tratamento.
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Oficio n® 150/2004/CEEA Recife, 26 de julho de 2004

Da: Comisséo de Etica em Experimentagdo Animal /UFPE
Para: Dra. Michelly Cauas
Departamento de Cirurgia CCSIUFPE

Os membros da Comissdo de Etica em Experimentagéo Animal do Centro de Ciéncias
Biolégicas da Universidade Federal de Pernambuco (CEEA-UFPE) avaliaram a resposta de V.
Sa. referente ao parecer da CEEA sobre o projeto de pesquisa intitulado “Uso da Fluoxetina
na Regeneragdo do Nervo Periférico (Nervo Ciatico do Rato)”, processo 004896/2004-50.

Concluimos que os procedimentos descritos para a utilizagdo experimental dos animais
encontram-se de acordo com as normas sugeridas pelo Colégio Brasileiro para
Experimentacdo Animal e com as normas internacionais estabelecidas pelo National Institute of
Health Guide for Care and Use of Laboratory Animals as quais s&o adotadas como critérios de
avaliagdo e julgamento pela CEEA-UFPE.

De acordo com as normas vigentes no Brasil, especialmente a Lei 9.605 — art. 32 e
Decreto 3.179-art 17, de 21/09/1999, que trata da questdo do uso de animais para fins
cientificos, ressaltamos ainda que o sacrificio dos animais experimentais, realizado no presente
trabalho, justifica-se pelo fato de ndo existirem recursos alternativos para a realizagép do

procedimento cientifico. Diante do exposto, emitimos um parecer favoravel aos protocolos
experimentais realizados.

Atenciosamente,
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Profa. Silene Cameiro do Nascimento
Presidente da CEEA/UFPE

CCB: Integrar para desenvolver



