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e Resumo

A serotonina participa do controle de varias funcbes do sistema nervoso
central. A manipulacdo do sistema nervoso com drogas no periodo neonatal induz
alteracdes morfofisiolégica e comportamental. A fluoxetina tem sido amplamente
prescrita para tratamento de depressao e ansiedade. O objetivo deste trabalho foi
avaliacdo comportamental da depressdo e ansiedade experimentais em ratos
adultos tratados, do primeiro ao 21° dia, com fluoxetina em administragao crénica
de 10 mg/Kg (sc, diariamente). A depressdo experimental foi induzida pelo teste
do nado forcado. A laténcia da tentativa de fuga e o tempo de imobilidade foram
avaliados durante 5 minutos. O grupo tratado com fluoxetina apresentou maior
laténcia de tentativa de fuga (157,04 + 17,99, p=0,035) e menor tempo de
imobilidade (9,42 + 1,19, p=0,001) comparado ao controle (108,62 + 13,16;
40,23+ 8,02) . A avaliacdo da ansiedade, utilizando o labirinto elevado em cruz, foi
realizada em duas etapas. Na primeira, os animais eram ingénuos. Na segunda,
0s ratos eram submetidos a estimulo estressante, ou seja, choque nas patas. Os
percentuais do tempo de permanéncia e do nimero de entrada nos bragos abertos
do labirinto foram usados como indices de ansiedade e numero de entrada nos
bracos fechados e numero total de entradas foram parametros para avaliagdo da
atividade locomotora. Nao foi observada significancia estatistica, em ambas as
etapas, com os percentuais do tempo de permanéncia e do numero de entrada
nos bragcos abertos no grupo fluoxetina, quando comparado ao grupo controle.
Foram observadas redugfes, no grupo fluoxetina, do nimero de entradas nos
bracos fechados (2,35 + 0,33, p=0,001) e também no numero total de entradas
(3,96 + 0,61, p= 0,010) em relacdo aos grupos de controles respectivamente (4,65
+ 0,52; 6,96 + 0,94). Todavia, esse resultado foi obtido apenas na segunda etapa
do experimento de ansiedade, ap6s o estimulo do choque elétrico. A
administracdo neonatal crénica com fluoxetina apresentou menor susceptibilidade
a depressdo no modelo do nado forcado, ndo apresentou alteracdo na ansiedade
no labirinto elevado em cruz e produziu uma reducédo na atividade locomotora do
animal que recebeu o estimulo estressante.
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Abstract

. The serotonin controls several functions in the central nervous system. The
nervous system manipulation with drugs in the neonatal period induces
morphologic and behavioral alterations. The fluoxetine has been widely prescribed
for depression and anxiety-related disorders. The objective of this work was
behavioral evaluation of experimental depression and anxiety in adult rats treated
from the first to the 21st postnatal day with fluoxetine chronic (10 mg/Kg, sc, daily).
The experimental depression was induced by the forced swim test. The latency of
the attempt of escape and behavioral immobility were evaluated during 5 minutes.
The fluoxetine group showed increase in latency of the attempt of escape (157,04
+ 17,99, p=0,035) and decrease in behavioral immobility (9,42 + 1,19, p=0,001),
when compared to the control group (108,62 + 13,16; 40,23+ 8,02). The anxiety
evaluation, using the plus-maze elevated, was performed in two stages. In the first,
the animals were pure. In the second, the rats received an incentive foot shock.
The percentage of time spent in the open arms and the percentage of open arm
entries were used as anxiety indexes and the closed arms entries number and the
total entries number were used as locomotor activity. There was not statistical
significance, in both stages, with the fluoxetine group percentage of time spent in
the open arms and the percentage of open arms entries, when compared to the
control group. There were reductions within the fluoxetine group in the number of
entries in the closed arms (2,35 + 0,33, p=0,001) and in the total of entries (3,96 +
0,61, p= 0,010) only in the second stage of the anxiety experiment after the foot
electrical shock stimulus, when compared to the control group (4,65 + 0,52; 6,96 +
0,94). The fluoxetine chronic neonatal administration showed smaller propensity to
the depression induced by forced swimming test, did not alter anxiety in the plus
maze and yielded a reduction on the locomotor activity in the animal with stress.
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Introducao




1 - INTRODUCAO

Estudos envolvendo crescimento e desenvolvimento dos sistemas
fisiologicos e organicos, dentre eles, o sistema nervoso, com modelos
experimentais de laboratorio, estdo aumentando. Sobretudo, porque, em alguns
animais, o0 sistema nervoso parece cumprir as mesmas etapas da maturacdo em
seres humanos. O crescimento dos 6rgaos compreende o aumento do numero e
tamanho das células, o desenvolvimento, por sua vez, promove diferenciacdo de
tecidos e orgaos, seguidos de suas funcdes especificas (1).

Nessa relagdo entre crescimento e desenvolvimento parece haver uma
sequiéncia temporal bem determinada entre eles em periodo pré e pos-natal (2).

No SN, essa sequiéncia ocorre de forma acelerada e é dividida em eventos,
tais como: neurogénese, gliogénese, diferenciagdo neuronal, migracdo de
neurbnios, mielinizacdo e sinaptogénese. Esses eventos determinam a
composicao neuroquimica e a estrutura morfofuncional definitiva presente no
adulto (3) e séo sensiveis as agressodes nutricionais (4,5) e farmacoldgicas (6,7,8).

A vulnerabilidade deste sistema fisiolégico, no inicio do seu
desenvolvimento biolégico, permitiu que se denominasse de periodo critico do
desenvolvimento do sistema nervoso (9,10). 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 (11) e no rato, corresponde as trés primeiras
semanas de vida pds-natal que coincide com o periodo de lactacdo (9). Essas
caracteristicas tornam o rato um dos animais escolhidos para estudos da

ontogénese nervosa.
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A velocidade, a multiplicidade e a importancia funcional dos eventos do SN
caracterizam o chamado periodo critico como sendo de alta vulnerabilidade as
agressOes nutricionais e farmacoldgicas; estas poderdo conduzir a drasticas
alteracbes morfologicas (12, 13), funcionais (12, 6) e comportamentais (14, 8).
Estas mudancas poderdo se tornar irreversiveis dependendo da magnitude da
agressao (9, 15). Dessa forma, fatores que possam alterar o desenvolvimento do
SN terdo consequéncias variadas, a depender do periodo de ocorréncia, de sua
duracao e da espécie estudada (9).

Nestes processos de crescimento cerebral e embriogénese, o0 sistema
serotoninérgico tem participacdo especial (16, 17); possivelmente, exerce um
efeito neurotréfico (18) ou sinalizador para o desenvolvimento de neur6nios
durante a fase embrionéria (19, 20). No rato, os primeiros neurénios produtores de
serotonina aparecem entre o 12° e 14° dia de gestagdo (21). Portanto, fatores
epigenéticos na fase tanto pré quanto pds-natal poderéo afetar em particular, este
sistema neurotransmissor (3, 10).

O sistema serotoninérgico € constituido por neurbnios que liberam o
neurotransmissor 5-hidroxitriptamina ou serotonina (5-HT), assim como pelos seus
receptores (22). A sintese de 5-HT cerebral ocorre in situ no SNC a partir do
aminoacido essencial L-triptofano (23 - 25) e depende de fatores exdégenos, como
a dieta. Esse aminoacido € transportado para o interior do neurdnio
serotoninérgico onde no citoplasma, sofre a acdo da enzima triptofano-hidroxilase,
transformando-se em 5-hidroxitriptofano (5-HTP) (26). O 5-HTP é descarboxilado
através de acdo inespecifica da enzima aminoéacido-descarboxilase e, apos a acédo

enzimatica é convertido em serotonina (5-HT), (26). O processo de degradacao e
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inativacdo da 5-HT é realizado por um mecanismo de recaptacdo, onde a 5-HT
passa através de um transportador de membrana e apds duas reacgdes resulta no
seu principal metabdlito, o &acido 5-hidroxindolacético (5-HIAA) (26 - 29).
Atualmente existem cerca de sete tipos de receptores serotoninérgicos
identificados, sao eles: 5-HTy, 5-HT,, 5-HT3, 5-HT,4, 5-HTs, 5-HTs e 5-HT; (30).
Véarios subtipos de receptores também ja foram descritos e devidamente
classificados (30), como por exemplo, 5-HT;a € 5-HT15 (31, 32) entre outros.

Uma ampla diversidade de funcdes do sistema nervoso central tem a
participacdo da serotonina (33). Algumas destas funcdes estdo relacionadas com
a sensibilidade dolorosa, com processos de aprendizagem e memdria e com 0S
comportamentos alimentar e emocional (33 - 38). E importante ressaltar o papel
deste sistema de neurotransmissao no controle da agressividade (39), do humor
(40, 41) e ansiedade (42 - 44).

Estudos em animais e em seres humanos demonstraram o papel da
serotonina em transtornos afetivos, como a depressao (41, 45, 46, 47), na
regulacdo do comportamento agressivo (8, 33, 48, 49, 50) e ansiedade (42 - 44).

Para se viabilizar o estudo dessas alteracbes e se observar os fendbmenos
biologicos, pesquisadores fazem uso de farmacos como instrumentos de
manipulacédo do SN.

Nesse estudo, utilizamos a fluoxetina para avaliagcdo da depresséo e

ansiedade experimentais.
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2 - JUSTIFICATIVA

Este estudo pretende principalmente contribuir para compreensdo da
funcdo modulatéria da serotonina, no inicio do desenvolvimento do sistema
nervoso, € as possiveis repercussbes comportamentais que a manipulacdo
farmacoldgica neonatal do sistema de neurotransmissdo serotoninérgica podera
ocasionar na idade adulta.

Contudo, é importante ter também em mente que é crescente a utilizacéo
de inibidores seletivos de recaptacdo de serotonina nos transtornos afetivos,
sobretudo, na depressao e ansiedade. Além das adversidades advindas dessas
enfermidades, ambas ainda proporcionam uma sensacdo psicofisiolégica de
profundo desconforto.

Neste contexto, vale salientar que n&o apenas a “cultura” da utilizacdo de
psicofarmacos tem sido amplamente difundida no mundo moderno, mas também o
uso cada vez mais precoce desta classe de medicamentos, inclusive em periodos
fisiolégicos de desenvolvimento como a gestacdo e a lactacdo. Todavia, ainda se
sabe muito pouco sobre eventuais efeitos, ao longo da vida, do tratamento

farmacoldgico com essas drogas em relacao ao sistema nervoso.
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Objetivos




3 - OBJETIVO GERAL

Avaliar, em modelos experimentais, depressdo e ansiedade em animais

adultos submetidos, no periodo neonatal, a tratamento com fluoxetina.

3.1 — OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Verificar o comportamento depressivo dos animais, aos 60 dias de vida,
utilizando o teste de Natacdo Forcada, analisando os seguintes parametros:
- Tempo de Imobilidade

- Laténcia da Tentativa de Fuga

e Estudar a ansiedade, utilizando labirinto elevado em cruz, em animais
submetidos ou ndo a choques elétricos nas patas, analisando os parametros
abaixo:

- (1) Percentuais do tempo de permanéncia e do numero de entradas nos

bracos abertos.

- (2) Numero de entradas nos Bracos e Fechados.

- (3) Numero total de entradas.

17



Hipoteses




4 — HIPOTESES

e O tratamento neonatal cronico com ISRS reduz a susceptibilidade a
depresséao, avaliada no teste do nado for¢ado, indicando a génese de perfil

ansiogénico;

e Tratamento neonatal com fluoxetina acarreta perfil ansiogénico e neofobia

no teste do Labirinto elevado em cruz no adulto;

¢ A manipulacdo farmacolégica do sistema serotoninérgico durante o periodo

critico de desenvolvimento do sistema nervoso acarreta transtornos do

humor em longo prazo, avaliados em modelos experimentais.
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Materiais e métodos




5 - MATERIAIS E METODOS

5.1 - Animais - Foram utilizados 104 ratos albinos, da linhagem Wistar,
provenientes da colonia do Departamento de Nutricdo da Universidade Federal de
Pernambuco (UFPE). Esses animais foram acasalados e mantidos sob condi¢cbes
padrdo do biotério, em sala a temperatura de 23° + 2°C, submetidos, a um ciclo
artificial claro-escuro de 12/12 horas (0 escuro iniciando-se as dezenove horas)
com agua e comida ad libitum. As ninhadas obtidas foram reduzidas para 6
filhotes/mae, esta proporcdo de filhotes por méae parece ser a ideal para o
aleitamento (51). O tratamento farmacologico foi iniciado 24 horas apés o
nascimento, correspondendo ao primeiro dia de vida, considerando-se assim, 0
dia do nascimento como dia zero. O animal, com peso corporal inferior a 6g, foi

excluido do estudo.

5.2 - Grupos Experimentais - Filhotes machos de cada ninhada foram
divididos em 2 experimentos:

Experimento 1 - avaliacdo da depressao experimental, utilizando o teste

de natacao forcada.

Experimento 2 - avaliacdo da ansiedade, utilizando o modelo do labirinto

elevado em cruz, em duas etapas. Etapa 1(sem estimulo estressante) e
Etapa 2 (com estimulo estressante de choque nas patas). Para ambos o0s
experimentos os grupos experimentais foram divididos de forma semelhante

conforme descrito abaixo:
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* Grupo Fluoxetina (n= 52) recebeu o antidepressivo fluoxetina (10 mg/Kg, sc,

dissolvida em solucéo salina, 1ml/Kg).

* Grupo Controle (n=52) recebeu um volume equivalente de salina (NaCl 0,9%).
Em ambos os experimentos, os animais foram tratados diariamente do

primeiro ao 21° dia pés-natal (periodo de lactacéo) e divididos, conforme ilustra o

fluxograma:
Teste de Nado Forcado Labirinto Elevado em Cruz
Grupo Fluoxetina Grupo Controle Grupo Fluoxetina | Grupo Controle
(n=26) (n=26) (n=26) (n=26)

Os grupos, assim formados, foram avaliados conforme procedimentos

abaixo:

5.3 — Medidas Murinométricas

O peso corporal foi aferido diariamente, no periodo, das 12h 00 as 14h 00,
do primeiro ao 21° dia pds - natal (desmame), aos 60 e entre 90 e 120 dias de
idade, utilizando balanca eletronica Marte, modelo: AS (1000 g - acuracidade de O,

001g).

20



5.4 — Avaliacdo Comportamental:
5.4.1 - Depressao Experimental

Os animais aos 60 dias de idade, pesando entre 220-240g foram
submetidos ao teste do nado forcado, método de Porsolt et al (1977) para avaliar a
depressao experimental. O teste do nado forcado consiste de um pré-teste de
habituacdo com duracdo de 15 min, e 24 horas depois uma sessdo de avaliacéo
(periodo teste) é realizada durante 5 min (52). As dimensdes do tanque foram:
altura 60 cm, diametro 45 cm e nivel da agua 40 cm. A temperatura da agua foi
mantida em 25 °C. Ao término do pré-teste e do teste, os animais foram secados
em uma camara de aguecimento (32°C/15 min), retornando em seguida para suas
gaiolas. Os parametros comportamentais avaliados foram a laténcia da tentativa
de fuga (natacdo + fuga) e o tempo de imobilidade, ambos quantificados em
segundos usando um cronémetro digital (47). A imobilidade (Figura 1A) foi
medida quando o animal boiava passivamente e/ou apresentava movimentos
minimos necessarios para manter a cabeca fora da agua (52). A natacao foi
medida quando o animal nadava ativamente ao redor do tanque apresentando
movimentos mais intensos do que aqueles necessarios para ficar apenas boiando.
A fuga foi medida quando o animal produzia movimentos vigorosos com as patas
anteriores na tentativa de subir pelas paredes do tanque (53). O somatério desses
dois ultimos parametros corresponde a laténcia de tentativa de fuga (Figura 1B e
1C).

Quanto menor for a laténcia de tentativa de fuga e maior o tempo de
imobilidade mais intenso serd o comportamento hipoteticamente depressivo do

animal (54).
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5.4.2 - Ansiedade Experimental

A partir dos 90 dias de vida, pesando entre 310-330g os animais foram
submetidos ao teste de ansiedade através do modelo do Labirinto Elevado em
Cruz.

O labirinto elevado em cruz foi construido com dois bracos abertos (50 x 10 -
cm) e dois bracos fechados (50 x 10 x 40 - cm) (Figura 2A) e se estendiam a partir
de uma plataforma central comum (10 x 10 cm) com piso e paredes escuros,
elevado a uma altura de 50 cm a partir do nivel do piso e iluminado sob uma luz
branca de baixa voltagem (15 W), colocada acima da area central (55).

Este modelo experimental é baseado no medo inato que os roedores tém
pelo espago aberto e elevado, preferindo ficar nos bragos fechados. Quando
confinados nos bragos abertos, mostram manifestagcbes comportamentais e
psicofisiologicas de medo, tais como: congelamento, defecacdes e aumento de
corticosterdides (56). A aversdo a esses bracos abertos ocorre, em principio,
porque eles impedem os ratos de se engajarem num comportamento, planejado e

instintivo, de defesa dos predadores (57, 58).

O procedimento para realizacdo do teste consistia em colocar os animais,
individualmente, no espaco central do aparelho onde eram observados durante 5
minutos, entre 12h 00 e 14h 00, por uma pessoa treinada, a 1,5 m de distancia do
centro do labirinto. O avaliador desconhecia as condi¢des experimentais dos
animais e registrava o tempo de permanéncia e o numero de entradas em cada
braco. O registro de cada entrada so tinha validade, a partir do momento que o

animal se encontrava com as 4 patas (2 anteriores/2 posteriores) em um dos
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bracos do Labirinto (Figura 2B). Os dados foram registrados em protocolo

previamente estabelecido e analisados estatisticamente.

A literatura vem mostrando que as drogas ansioliticas aumentam o namero
de entradas e o tempo de permanéncia de cada animal nos bracos abertos,
enguanto as ansiogénicas fazem o oposto (59).

A proporcdo e a percentagem do total de entradas e do tempo de
permanéncia nos bracos abertos tém sido usadas como indice de ansiedade.
Estes indices sdo relacionados com farmacos usados na ansiedade, porque
aumentam com a acdo dos ansioliticos e diminuem com as drogas ansiogénicas
(44).

Entre 90 e 120 dias de vida a avaliacdo da ansiedade experimental foi
respectivamente realizada em 2 etapas:

Etapa 1 — avaliagdo do comportamento sem estimulo estressante.

Etapa 2 - avaliacdo do comportamento com aplicacdo de estimulo
estressor, por meio de choques elétricos nas patas (intensidade 1,6 mA / duragéo

2 segundos)(figura 3), antes do teste no labirinto elevado em cruz.
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Tratamento estatistico




5.5. Tratamento Estatistico:

Foi utilizado teste "t"- Student bicaudal para os dados referentes a avaliacao
do peso corporal e para avaliacdo dos parametros comportamentais, 0s quais
foram expressos como meédia e erro padrdo (x £ EP). O nivel minimo de

significancia utilizado foi de p<0,05.
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Figura 1A. Esta figura representa o tempo de
imobilidade. Neste parametro comportamental, o
animal apresenta-se boiando passivamente e/ou
executando movimentos minimos necessarios
para manter a cabeca fora da agua.

Figuras 1B e 1C. Estas figuras correspondem a
laténcia de tentativa de fuga. Este parametro de
comportamento é constituido com a soma da natagéo
com a fuga. Na natacao, figura 1B, o animal executa
movimentos mais intensos do que aqueles
necessarios para ficar apenas boiando. Na fuga, figura
1C, o animal produz movimentos vigorosos com as
patas anteriores na tentativa de subir pelas paredes
do tanque.
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Figura 2A. Labirinto elevado
em cruz com o animal na
plataforma central.

Figura 2B. O animal no
braco aberto do labirinto
elevado em cruz.
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Figura 3. Gaiola de Skinner proporcionando estimulo estressor por meio de choques
elétricos nas patas.
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6. RESULTADOS:
6.1. EVOLUCAO PONDERAL:

6.1.1. Efeito do tratamento neonatal com fluoxetina (10 mg/Kg, sc)

sobre o peso corporal:

Os animais tratados com fluoxetina apresentaram pesos corporais médios
menores (19,58 + 0,31; 41,12 = 0,92, p<0,05) que os do grupo controle (22,17 +
0,42;51,29 + 1,08), do nono ao 21° dia de vida respectivamente (Figura 4)

6.2. EXPERIMENTO 1 — AVALIACAO DA DEPRESSAO:

6.2.1. Efeito do tratamento neonatal com fluoxetina (10 mg/kg sc)
sobre a laténcia de tentativa de fuga e o tempo de imobilidade no teste

de nado forcado:
Ratos tratados com fluoxetina apresentaram maior duracdo da
laténcia de tentativa de fuga em segundos (157,04 + 17, 99, p=0,035) (Figura 5) e
menor duracao do tempo de imobilidade (9,42 + 1, 19, p=0,001) (Figura 6), quando
comparados aos animais dos grupos controles respectivamente (108,62 + 13,16;

40,23 £ 8,02).
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6.3. EXPERIMENTO 2 — AVALIACAO DA ANSIEDADE:

6.3.1. Etapa 1 (sem estimulo de estressante):

Efeito do tratamento neonatal com fluoxetina (10 mg/kg sc) sobre as
percentagens do tempo de permanéncia e o numero de entradas nos bracos

abertos do labirinto elevado em cruz:

N&o houve diferenca significativa entre os grupos, embora, 0s animais
tratados com fluoxetina tenham apresentado menor percentual do tempo de
permanéncia nos bragos abertos (30,93 + 2,45, p=0,527) (Figura 7) e menor
percentual do niumero de entradas nos bracos abertos (37,16 + 1,91, p=0,210)
(Figura 8), quando comparados a seus grupos controles respectivamente (33,81 +

3,80) (40,64 + 1,97).

Efeito do tratamento neonatal com fluoxetina (10 mg/kg sc) sobre o namero
de entradas nos bracos fechados e sobre o namero total de entradas do

labirinto elevado em cruz:

Embora, ndo tenha sido observada significancia estatistica, o grupo
fluoxetina apresentou o mesmo nuimero de entradas nos bracos fechados (Figura
9) (10,15 + 0,51, p=1.000) e menor numero total de entradas (Figura 10) (16,04 +
0,53, p=0,379), quando comparados, respectivamente, ao grupo Controle (10,15 +
0,63) e (16,92 + 0,84).

6.3.2. Etapa 2 (com estimulo de estressante):
Efeito do tratamento neonatal com fluoxetina (10 mg/kg sc) sobre as
percentagens do tempo de permanéncia e o numero de entradas nos bracos

abertos do labirinto elevado em cruz:
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N&o foi observada significancia estatistica nesses grupos, contudo, 0s
animais tratados com fluoxetina apresentaram maior percentual do tempo de
permanéncia nos bracos abertos (20,79 + 5,71, p=0,648) (Figura 11) e maior
percentual do numero de entradas nos bragos abertos (30,95 + 5,34, p=0,302)
(Figura 12), quando comparados aos animais dos grupos de controle
respectivamente (17,34 + 4,86) e (23,97 + 4,04).

Efeito do tratamento neonatal com fluoxetina (10 mg/kg sc) sobre o namero
de entradas nos bracos fechados e sobre o numero total de entradas do

labirinto elevado em cruz:

Os animais do grupo fluoxetina apresentaram menor nimero de entradas
nos bracgos fechados (2,35 + 0,33, p=0,001) (Figura 13) e menor numero total de
entradas (3,96 + 0,61, p=0,011) (Figura 14), quando comparados,

respectivamente, aos grupos de controle (4,65 + 0,52) e (6,96 + 0,94).
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Figura 4. Efeito do tratamento com a fluoxetina, durante o periodo critico de
desenvolvimento do sistema nervoso, sobre o crescimento ponderal de ratos. Os animais
receberam, via subcutanea, 10 mg/kg de fluoxetina (grupo fluoxetina, n=26) ou de salina
(grupo controle, n=26), diariamente do primeiro ao 21° dia de idade. Todos os animais
foram pesados diariamente. Os dados estao representados como X + EP do peso corporal
em gramas. *p<0,05.
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Figura 5. Medida da laténcia de tentativa de fuga avaliada no teste do nado for¢cado. Efeito
do tratamento com fluoxetina (10 mg/Kg, dia, sc; n=26), durante o periodo critico de
desenvolvimento do sistema nervoso comparado ao grupo controle tratado com salina
(NaCl 0,9%, 1ml/Kg, dia; n=26). Dados representados como x = EP do tempo de tentativa
de fuga em segundos no teste t-student. *p=0,035.
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Figura 6. Medida do tempo de imobilidade avaliada no teste do nado for¢cado. Efeito do
tratamento com fluoxetina (10 mg/Kg, dia, sc; n=26), durante o periodo critico de
desenvolvimento do sistema nervoso comparado ao grupo controle tratado com salina
(NaCl 0,9%, 1ml/Kg, dia; n=26). Dados representados como x = EP do tempo de
imobilidade, em segundos, no teste t-student. "p=0,001.
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Figura 7. Medida do percentual do tempo de permanéncia nos bracos abertos, avaliada no
labirinto elevado em cruz. Efeito do tratamento com fluoxetina (10 mg/Kg, dia, sc; n=26),
durante o periodo critico de desenvolvimento do sistema nervoso comparado ao grupo
controle tratado com salina (NaCl 0,9%, 1ml/Kg, dia; n=26). Dados representados como X
+ EP do percentual do tempo de permanéncia nos bracos abertos, em segundos, no teste t-
student. p=0,527.

34



50

[%2]
g« 45 | .
2 40 - I R T
c 35 A L
@
g8 30
g % 25 A
9 20+-—-4 |0
o 15 -
£
3 10
< 5+-———4 |-  F-—-
0
Controle Fluoxetina

Grupos

Figura 8. Medida do percentual do nimero de entradas nos bracos abertos, avaliada no
labirinto elevado em cruz. Efeito do tratamento com fluoxetina (10 mg/Kg, dia, sc; n=26),
durante o periodo critico de desenvolvimento do sistema nervoso comparado ao grupo
controle tratado com salina (NaCl 0,9%, 1 ml/Kg, dia; n=26). Dados representados como X
+ EP do percentual do nimero de entradas nos bragos abertos, em segundos, no teste t-
student. p=0,210.
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Figura 9. Medida do numero de entradas nos bragos fechados, avaliada no labirinto
elevado em cruz. Efeito do tratamento com fluoxetina (10 mg/Kg, dia, sc; n=26), durante o
periodo critico de desenvolvimento do sistema nervoso comparado ao grupo controle
tratado com salina (NaCl 0,9%, 1ml/Kg, dia; n=26). Dados representados como X + EP do
numero de entrada nos bracos fechados, em segundos, no teste t-student. p=1.000.
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Figura 10. Medida do numero total de entradas, avaliada no labirinto elevado em cruz.
Efeito do tratamento com fluoxetina (10 mg/Kg, dia, sc; n=26), durante o periodo critico de
desenvolvimento do sistema nervoso comparado ao grupo controle tratado com salina
(NaCl 0,9%, 1ml/Kg, dia; n=26). Dados representados como x = EP do numero total de
entradas, em segundos, no teste t-student. p=0,379.
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Figura 11. Medida do percentual do tempo de permanéncia nos bragos abertos, avaliada no
labirinto elevado em cruz. Efeito do tratamento com fluoxetina (10 mg/Kg, dia, sc; n=26),
durante o periodo critico de desenvolvimento do sistema nervoso comparado ao grupo
controle tratado com salina (NaCl 0,9%, 1 ml/Kg, dia; n=26). Dados representados como X
+ EP do percentual do tempo de permanéncia nos bracos abertos, em segundos, no teste t-
student. p=0,648.
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Figura 12. Medida do percentual do nimero de entradas nos bragos abertos, avaliada no
labirinto elevado em cruz. Efeito do tratamento com fluoxetina (10 mg/Kg, dia, sc; n=26),
durante o periodo critico de desenvolvimento do sistema nervoso comparado ao grupo
controle tratado com salina (NaCl 0,9%, 1ml/Kg, dia; n=26). Dados representados como X
+ EP do percentual do numero de entradas nos bragos abertos, em segundos, no teste t-
student. p=0,302.
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Figura 13. Medida do numero de entradas nos bracos fechados, avaliada no labirinto
elevado em cruz. Efeito do tratamento com fluoxetina (10 mg/Kg, dia, sc; n=26), durante o
periodo critico de desenvolvimento do sistema nervoso comparado ao grupo controle
tratado com salina (NaCl 0,9%, 1 ml/Kg, dia; n=26). Dados representados como x + EP do
ndmero de entradas nos bracos fechados, em segundos, no teste t-student. ‘p=0,001.
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Figura 14. Medida do numero total de entradas, avaliada no labirinto elevado em cruz.
Efeito do tratamento com fluoxetina (10 mg/Kg, dia, sc; n=26), durante o periodo critico de
desenvolvimento do sistema nervoso comparado ao grupo controle tratado com salina
(NaCl 0,9%, 1ml/Kg, dia; n=26). Dados representados como X + EP do namero total de
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entradas, em segundos, no teste t-student. 'p=0,011.
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7. DISCUSSAO:

Este trabalho constatou que a administragcédo cronica de fluoxetina, durante
0 periodo critico de desenvolvimento do sistema nervoso, retardou a evolugédo
ponderal e reduziu o comportamento depressivo. No que se refere a ansiedade
experimental, em animais tratados com fluoxetina, no periodo neonatal, nédo foi
observada alteragdo dos efeitos comportamentais. Entretanto, foi encontrada
reducdo da atividade locomotora dos ratos submetidos aos estimulos estressantes
(choque nas patas).

A reducao do peso corporal observada, a partir das primeiras semanas de
vida até o desmame, possivelmente, esta relacionada ao efeito hipofagico da
droga serotoninérgica, corroborando alguns achados (60,61,47). E, desta forma,
parece indicar que esses animais foram responsivos a droga serotoninérgica
administrada.

No comportamento depressivo induzido pelo teste do nado forcado, a
administracdo da fluoxetina durante o periodo critico do desenvolvimento do
sistema nervoso reduziu o tempo de imobilidade e aumentou a duracdo da
laténcia de fuga no adulto, corroborando alguns trabalhos (47). Este resultado
também concorda com varios estudos com doses moderadas de inibidores
seletivos de recaptacdo de serotonina, como fluoxetina, sertralina e paroxetina que
revelam atenuacédo do tempo de imobilidade no teste do nado forcado (62).

HANSEN et al. (1997), na mesma época dos nossos primeiros resultados,
observaram que ratos neonatos tratados com Lu 10-134-C, um inibidor seletivo de

recaptacdo de serotonina, apresentaram, um tempo de imobilidade prolongado
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quando comparados aos controles. Assim, o estudo feito com Lu 10-134-C, no
periodo neonatal, produziu aumento do comportamento depressivo (63),
contrariando 0s nossos resultados. Contudo, em outro estudo com a mesma
droga, Lu 10-134-C, houve reducdo no tempo de imobilidade, assemelhando-se

aos nossos resultados (62).

Embora ambos os trabalhos supracitados tenham sido realizados com
inibidores seletivos de recaptacdo de serotonina, no periodo neonatal, utilizando o
modelo do nado forcado, um discordando (63) e o outro concordando (62) com os
nossos resultados, faz-se necessario salientar algumas diferencas metodologicas.
A primeira diferenca refere-se a dose utilizada e a segunda ao periodo do teste. O
primeiro utilizou doses de 2,5 - 15 mg/kg, sendo os testes realizados entre 18 - 20
semanas de vida, o segundo com 20 mg/Kg em 8 semanas de vida. Talvez as
diferengcas nos tempos de avaliagdo e nas doses dos inibidores seletivos de
recaptacéo de serotonina, justifiquem a contraposicao dos resultados ou ainda que
haja possibilidade de interferéncia advinda do entendimento do padrdo
convencional dos seus parametros de avaliagdo, sobretudo, o tempo de
imobilidade. A descri¢cdo de imobilidade estd, exclusivamente, na necessidade do
animal manter a cabeca fora da agua, essa afirmacao pode trazer uma variedade
de interpretacdes subjetivas (64).

De qualquer forma, os resultados encontrados neste estudo podem estar
relacionados ao aumento, pela influéncia dos inibidores seletivos de recaptacao da
serotonina, da disponibilidade sindptica da serotonina e do seu desempenho

funcional em diferentes regides do cérebro (65, 66), principalmente, se essa
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manipulacdo farmacologica se der no periodo de desenvolvimento do sistema
nervoso, possibilitando a ocorréncia de alteracbes permanentes (6, 7).

A manipulacdo da neurotransmisséo serotoninérgica ainda vem produzindo
resultados contraditérios no que se refere aos efeitos sobre a ansiedade. Ha altos
indices de variacdo nos efeitos das drogas (67), sobretudo, em estudos pré-
clinicos com modelos experimentais de ansiedade (68).

E bem estabelecido que administracdo de fluoxetina no animal adulto,
aumenta os niveis de 5-HT, possibilitando, consequentemente efeito ansiogénico,
nos modelos experimentais de ansiedade (55). Esse efeito pode ser produzido
tanto apdés administracdo aguda, quanto apOs administracdo cronica. Neste
estudo, a ferramenta utilizada para a manipulagdo do sistema serotoninérgico, no
periodo de desenvolvimento rapido do sistema nervoso, foi a fluoxetina.

A administracdo aguda produz aumento extracelular de serotonina em
varias regides subcorticais do cérebro devido ao bloqueio da proteina
transmembranal, evitando a degradacéo e inativacdo da 5-HT (69).

Em administragdo cronica, ha estudos demonstrando que o efeito
ansiogénico provocado pelos inibidores seletivos de recaptacdo da serotonina
seria devido a dessensibilizacdo dos autoreceptores 5-HTia € a consequente
reducdo dos efeitos inibitérios nos nucleos da rafe, causando uma liberacéo
exacerbada de 5-HT. Ou ainda, que tais efeitos possam estar relacionados a
dessensibilizacdo dos receptores 5-HT;g resultando na diminuicdo da inibicdo de
retro-comunicagéo de serotonina liberada (69, 70, 71).

Diferentemente dos nossos resultados, Ansorge et al.(2004) encontraram

efeito ansiogénico em ratos testados no labirinto elevado em cruz, entretanto,
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nossos achados corroboram o trabalho de Silva & Brand&o (1999), que, através da
administracdo crbnica de fluoxetina (10 mg/Kg, PO) ndo encontrou efeito de
nenhuma das medidas espaco-temporais, ou seja, de entrada e saida dos bracos
e de tempo gasto em algum braco do labirinto. Resultados similares, utilizando
também o labirinto elevado em cruz, foram apresentados por Handley & Mcblane
(1993) e Kshama & Munonyedi (1990).

A partir do exposto e ainda de outros dados obtidos em pesquisas com
animais tratados com inibidores seletivos de recaptacao de serotonina, observa-se
que resultados de estudos dessa natureza ainda sao contraditorios,
especialmente, quando envolve fluoxetina e modelos experimentais de ansiedade
(68, 72, 73).

A obtencdo de efeito ansiogénico apds administracdo aguda de drogas
serotoninérgica em modelos animais do labirinto elevado em cruz parece ser uma
constancia (63). Porém, o efeito ansiogénico obtido em tratamento crénico é
compativel com relatos de tratamento com seres humanos na clinica de aumento
de ansiedade, somente durante os primeiros dias de administracdo (74). Outra
questao a ser considerada, é a heterogeneidade de sintomas apresentados pelos
transtornos ansiosos. A fluoxetina, por exemplo, ndo responde adequadamente no
tratamento da ansiedade generalizada. No entanto, é usada com eficacia em
transtorno obsessivo compulsivo, fobia social, disturbio de pénico e bulimia
nervosa (55, 66).

A partir da experiéncia com a utilizacdo experimental e clinica dos inibidores
seletivos de recaptacao da serotonina, quer seja como instrumento farmacologico

de pesquisa em nivel celular, ou, seja como arsenal farmacoterapico, temos
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evidéncias do envolvimento do sistema serotoninérgico na génese do substrato
anatomo-funcional da ansiedade.

Apesar da escassez de estudos envolvendo ansiedade e antidepressivos
no periodo neonatal, testamos, nesse modelo, a hipotese de que a administracao,
no inicio da vida, de fluoxetina acarreta perfil ansiogénico e neofobia, para
corroborar a participacdo de mecanismos serotoninérgicos na ontogénese da
depresséao e da ansiedade.

Com os resultados deste estudo, observa-se que a manipulacao precoce do
sistema nervoso com inibidores seletivos de recaptacdo de serotonina parece
aumentar a disponibilidade sindptica da 5-HT, reduzindo o comportamento
depressivo no teste de nado forgcado (75,76). Essa reducdo observada, através
dos 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 0 Unico neurotransmissor a mediar 0s
efeitos encontrados, ndo ha dlvida da sua participacdo. Os resultados deste
trabalho corroboram com outros trabalhos j& publicados (77,76,47).

Nesse sentido, surgiu dos resultados desse trabalho uma questéo: sera que
a diminuicdo do comportamento depressivo estaria associada a presenca de um
perfil ansiogénico? Ao testarmos essa hipGtese através da avaliagdo da ansiedade
no labirinto elevado em cruz, a administracdo da fluoxetina no periodo neonatal
nao provocou alteragao. Estes resultados confirmam e corroboram os achados de
Silva & Brandao (1999) e contrapdem-se aqueles de Poltronieri et al. (2003) e

Ansorge et al. (2004) (78,79). Contudo, ao se submeter os animais tratados com
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fluoxetina, no periodo critico de desenvolvimento do sistema nervoso, a estimulo
estressante de choque nas patas, observou-se menor percentual do niumero de
entradas nos bracos fechados e menor percentual do numero total de entradas.
Este resultado parece indicar reducdo da atividade locomotora, sugerindo um
efeito sedativo. Ademais, ha achados na literatura com a hipétese de que efeitos
de drogas sobre o sistema serotoninérgico sdo mais evidentes, quando o animal é

submetido a agentes estressores (62).
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7. CONCLUSOES:

* A administracdo cronica de fluoxetina (FLU) durante o periodo critico de
desenvolvimento do SN acarreta alteragbes ao desenvolvimento-somatico,

provocando reducao do peso corporal.

» O tratamento cronico com a FLU, durante o periodo critico do desenvolvimento
do SN, induz a alteracdo comportamental permanente, no modelo experimental do

Nado Forgado, como: diminui¢do da susceptibilidade a depresséo.

» O tratamento neonatal crénico com FLU 10 mg/Kg nédo altera a ansiedade, no
Labirinto elevado em cruz, mas reduz a atividade locomotora de ratos

estressados.

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

sistema serotoninérgico.
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8. PERSPECTIVAS:

O papel do sistema serotoninérgico no comportamento emocional envolve
mecanismos complexos e ainda nao totalmente esclarecidos, estimulando a
continua busca de explicacdes. A utilizagdo de farmacos como instrumento para
investigagdo deste sistema é ainda uma forma bastante contundente. Desta forma,

sugerimos algumas perspectivas para futuros trabalhos:

(1) Fazer curva dose-resposta com 5 mg/Kg, 15 mg/Kg e 20 mg/Kg para
melhor visualizar alteragbes comportamentais de depressdo e ansiedade

experimentais;

(2) Investigar a participagdo de receptores serotoninérgicos nos aspectos
estudados, para isso utilizando drogas agonistas e/ou antagonistas destes

receptores;

(3) Estudar os efeitos dos ISRS em outros testes como: labirinto em T-elevado
e open field, com o objetivo de avaliar se estes aspectos teriam influenciado

os resultados apresentados;

(4) Estudar os efeitos morfofisiologicos dos ISRS nas regides cerebrais que

envolvem a ansiedade.
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_CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
COMISSAO DE ETICA EM EXPERIMENTACAO ANIMAL

Recife, 10 de feverciro de 2004
Oficio n° 07/2004
Da Comissio de Etica em Experimentagdo Animal (CEEA) da UFPE
Prof. Raul Manhies de Castro
Departamento de Nutrigdo- CCS/UFPE

Apés o rececbimento de seu projeto de pesquisa intitulado “Tratamento neonatal com
inibidor de recaptagiio de serotomina: Avaliacio comportamental de ansiedade em ratos
adultos”, processo N° 014846/2003-08, os membros da Comissio de Etica em Experimentagio
Animal do Centro de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de Pernambuco (CEEA-UFPE)
analisaram os aspectos relativos aos protocolos experimentais adotados.

Concluimos que os procedimentos descritos para a utilizagio experimental dos animais
encontram-se de acordo com as normas sugeridas pelo Colégio Brasileiro para Experimentagio
Animal ¢ com as normas internacionais estabelecidas pelo National Institute of Health Guide for
Carc and Usc of Laboratory Animals as quais sio adotadas como critérios de avaliagdo ¢
Jjulgamento pela CEEA-UFPE.

De acordo com as normas vigentes no Brasil, especialmente a Lei 9.605 — art. 32 ¢ Decrcto
3.179-art 17, de 21/09/1999, que trata da questio 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 realizagio do procedimento
cientifico. Diante do exposto, emitimos um parecer favoravel aos protocolos experimentais

realizados.

Atenciosamentc, Qf " A .
: ooy e

ProfA. Miriam | argo Guarnieri
Presidente da Comissado de Efica em Experimentagdo Animal

Profa. Belmira Lara da S. Andrade da Costa
Vice-Presidente da Comissdo de Etica em Experimentagio Animal
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