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RREESSUUMMOO  
 
 
 
 
Estudo Eletrofisiológico: Ratos Wistar foram injetados durante o período de lactação 

com fluoxetina, um inibidor seletivo da recaptação de serotonina (5, 10, 20, ou 40 

mg/kg/d por via subcutânea) e o fenômeno da depressão alastrante da atividade elétrica 

cerebral (DA) foi registrado na superfície cortical desses animais imediatamente após o 

desmame (25-30 dias de vida). Em um grupo adicional (10 mg/kg) a DA foi registrada 

aos 60-70 dias. Quando comparada às duas condições controle (injeção com solução 

salina ou sem injeção - “ingênuos”), a fluoxetina reduziu (P<0,05) a velocidade da DA 

nos ratos jovens de forma dose-dependente em 4%, 6%, 16% e 15%, respectivamente, e 

nos adultos em 13%. Em um outro experimento com ratos adultos, a aplicação tópica 

cortical de fluoxetina (5 e 10 mg/ml) sobre a dura-máter intacta, durante 10 min, reduziu 

a velocidade da DA de modo diretamente proporcional à concentração aplicada 

(reduções máximas de 7,6% e 43,3%; P<0,05). A propagação da DA foi bloqueada em 

4 dos 14 ratos tratados topicamente com a concentração mais alta de fluoxetina (10 

mg/ml). Este efeito tópico da fluoxetina foi revertido após lavagem, da região tratada, 

com solução salina. Em ratos precocemente desnutridos, a fluoxetina aplicada durante o 

período de aleitamento (10 mg/kg/d, s.c.) e topicamente (10 mg/ml) também reduziu 

(P<0.05) as velocidades da DA em 18 e 22% para o tratamento sistêmico (nos animais 

jovens e adultos, respectivamente) e em 22,4% para o tratamento tópico. 

Estudo Morfológico: Em ratos Wistar tratados precocemente com fluoxetina (10 

mg/kg/d, s.c.) não houve modificações apreciáveis no número, nem na área do corpo 

celular de neurônios nicotinamida adenina dinucleotídeo fosfato-diaforase (NADPH-d) 

positivos, independentemente do estado nutricional. 

Neurogênese Hipocampal: A fluoxetina não alterou o número de células hipocampais 

positivas à bromodeoxiuridina (marcador de proliferação celular) em ratos Sprague-

Dawley jovens ou adultos, submetidos ou não a uma condição de estresse. 

Conclusões: 1) A presente ação da fluoxetina suporta a hipótese de uma influência 

serotoninérgica antagônica sobre a DA; 2) A desnutrição precoce não impede os efeitos 

da fluoxetina; 3) A neurogênese hipocampal, bem como as células NADPH-d-positivas 

(que são produtoras de óxido nítrico) parecem ser resistentes ao tratamento precoce com 

esse inibidor seletivo da recaptação de serotonina. 



 XV

AABBSSTTRRAACCTT  
 
 
 
 

Wistar rats were injected subcutaneously during the lactation period with 

fluoxetine (5, 10, 20, or 40 mg/kg/d) and cortical spreading depression (SD) was 

recorded immediately after weaning (25-30 days of life). An additional group (10 

mg/kg) was SD-recorded at 60-70 days. As compared to the saline-injected or 

“ingenuous” controls, fluoxetine dose-dependently reduced (P<0.05) SD velocities in 

the young rats by 4, 6, 16 and 15%, respectively, and in adult rats by 13%. In another 

experiment, in adult rats, topical cortical application of fluoxetine (5- and 10 mg/ml 

solutions over the intact dura-mater for 10 min) dose-dependently reduced SD velocity 

(7.6% and 43.3% maximal reductions; P<0.05). SD propagation was blocked in 4 out of 

the 14 rats topically treated with the highest fluoxetine concentration (10 mg/ml). This 

topical fluoxetine effect was reverted after flushing the treated region with saline. In 

early malnourished rats, fluoxetine applied during the suckling period (10 mg/kg/d, s.c.) 

and topically (10 mg/ml) also reduced (P<0.05) SD velocities by 18 and 22% for the 

systemic treatment (young and adult animals, respectively) and by 22.4% for the topical 

one. In contrast, early fluoxetine (10 mg/kg/d, s.c.) treatment did not change the number 

and the cell body area of neurons positive to the nicotinamide adenine dinucleotide 

phosphate diaforase (NADPH-d) in well- and malnourished Wistar rats, as well as the 

number of hippocampal cells positive to bromodeoxiuridine in young and adult 

Sprague-Dawley rats, submitted or not to a stress condition. The present fluoxetine 

action supports the hypothesis of an antagonistic serotoninergic influence on SD. Data 

also suggest that early malnutrition does not greatly affect fluoxetine effects and that 

hippocampal neurogenesis and NADPH-d cells seem to be resistant to the early 

fluoxetine treatment. 
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INTRODUÇÃO 

 

A nutrição é o processo através do qual os seres vivos obtêm a energia 

imprescindível à sobrevivência (Mahan e Escott-Stump, 2005). Uma vez que os animais 

adquirem os nutrientes através dos alimentos, uma alimentação adequada é condição 

sine qua non para uma vida saudável. Grandes progressos têm sido documentados na 

área de produção e tecnologia de alimentos de forma que toda população mundial 

poderia ter acesso a uma alimentação quantitativa e qualitativamente suficiente. 

Contudo, a fome e a desnutrição continuam a assolar inúmeras pessoas em todo o 

mundo com grande impacto (Onis et al., 1993), inclusive no Brasil. 

A desnutrição pode ser acarretada pela deficiência em um ou mais nutrientes da 

alimentação diária. Ela tem sido associada com seqüelas físicas, mentais e emocionais 

que representam um ônus considerável tanto para a economia, como para a sociedade, 

sendo uma situação inaceitável, sobretudo do ponto de vista ético e moral. 

O presente trabalho foi realizado com o intuito de investigar as repercussões da 

ativação do sistema serotoninérgico em um período de intenso desenvolvimento do 

sistema nervoso sobre a morfologia e a fisiologia do cérebro de ratos normais e 

desnutridos. 

 

 

11..  NNUUTTRRIIÇÇÃÃOO  EE  DDEESSEENNVVOOLLVVIIMMEENNTTOO  DDOO  SSIISSTTEEMMAA  NNEERRVVOOSSOO  

 

A nutrição é importante para o desenvolvimento do organismo como um todo. 

Com relação ao desenvolvimento do sistema nervoso, parece que ela exerce um papel 

de destaque (Morgane et al., 1993). 
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Estudos recentes têm mostrado que a formação de novas células no sistema 

nervoso continua durante toda a vida, pelo menos em algumas áreas cerebrais (Altman e 

Das, 1965; Cameron e Mckay, 2001) tanto em animais, como em humanos (Eriksson et 

al., 1998). Contudo, o período de desenvolvimento mais intenso do sistema nervoso 

ocorre nas fases iniciais da vida; é o chamado período de crescimento rápido do cérebro. 

Nos seres humanos essa fase se inicia intra-útero e se estende principalmente até os 

primeiros dois a quatro anos de vida. No rato albino, o mamífero mais usado para 

estudos experimentais sobre o tema, ela compreende as três primeiras semanas de vida 

pós-natal, ou seja, o período de aleitamento (Smart e Dobbing, 1971). Devido à rapidez 

com que os processos de hiperplasia, hipertrofia, mielinização e migração neuronal 

ocorrem nessa fase, o cérebro se torna mais vulnerável às agressões do ambiente, 

inclusive as nutricionais e por isso essa etapa é também conhecida como período crítico 

do desenvolvimento cerebral (Dobbing, 1968). 

Em verdade, na vigência de episódios de desnutrição, o sistema nervoso é até, de 

certa forma, poupado quando comparado a outros sistemas. Entretanto, diferentemente 

dos demais, alguns danos ocasionados ao sistema nervoso durante o período crítico de 

desenvolvimento poderão não mais ser revertidos, a depender da intensidade e duração 

da agressão ambiental, dentre elas as alterações nutricionais (Morgane et al., 1993; 

Guedes et al., 1996; Almeida et al., 2002). 

Os neurotransmissores, que são as substâncias químicas responsáveis pela 

comunicação neuronal, também podem ser afetados pela desnutrição em todas as etapas 

de seu metabolismo, a saber, sua síntese, armazenamento, liberação, funcionamento e 

degradação no sistema nervoso central. Dentre os sistemas de neurotransmissores, o 

serotoninérgico parece exercer um papel de destaque no que se refere a variáveis 

nutricionais. 
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22..  SSIISSTTEEMMAA  SSEERROOTTOONNIINNÉÉRRGGIICCOO  

 

O neurotransmissor do sistema serotoninérgico é a indolamina serotonina (5-

hidroxitriptamina; 5-HT). Os neurônios produtores de 5-HT localizam-se nos núcleos 

da rafe do tronco cerebral e formam o sistema eferente mais complexo do cérebro 

humano (Azmitia e Whitaker-Azmitia, 1995). Além disso, a 5-HT parece mediar uma 

ampla variedade de ações no organismo (Glennon e Dukat, 1995), exercendo um papel 

chave durante o período de desenvolvimento. Os neurônios serotoninérgicos estão entre 

os que nascem mais precocemente no sistema nervoso central e a 5-HT parece atuar 

como um fator trófico ao crescimento e desenvolvimento tanto do próprio sistema 

serotoninérgico, como de outros sistemas neurotransmissores cerebrais (Lauder et al., 

1981; Azmitia e Whitaker-Azmitia, 1995). 

Associações entre nutrição e sistema serotoninérgico têm sido demonstradas por 

meio de várias evidências. Por exemplo, a serotonina do cérebro só poderá ser 

sintetizada a partir do aminoácido essencial L-triptofano. Devido a sua essencialidade, o 

L-triptofano tem de ser fornecido ao organismo, o que comumente ocorre através da 

dieta pela ingestão de alimentos, principalmente de origem animal (Fernstrom, 1983). 

Além disso, outras evidências mostram que a serotonina exerce um papel 

importante sobre o comportamento alimentar, considerada como sendo um agente capaz 

de promover a saciedade (Blundell, 1992; Leibowitz e Shor-Posner, 1986; Simansky, 

1996; Orosco e Gerozissis, 2001). Com relação a esse aspecto, tem sido relatado que 

alguns tipos de obesidade parecem estar relacionados a disfunções do sistema 

serotoninérgico (Wurtman e Wurtman, 1995); e que desordens psiquiátricas 

relacionadas a distúrbios alimentares, tais como a anorexia nervosa e a bulimia também 

podem ser influenciadas por alterações desse sistema (Monteleone et al., 2000). 
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Como mencionado anteriormente, o sistema serotoninérgico, da mesma forma 

que afeta o estado nutricional, pode ser por ele modificado. Há relatos na literatura de 

um provável aumento da atividade desse sistema resultante de episódios de desnutrição 

durante o período crítico de desenvolvimento do cérebro (Manjarrez et al., 1998; Kehoe 

et al., 2001). Adicionalmente, tem sido observado aumento na concentração de 

triptofano cerebral durante a inanição aguda (Huether et al., 1998). Todavia, quanto ao 

seu aspecto funcional, há evidências de que a resposta comportamental do sistema 

serotoninérgico subseqüente à sua estimulação farmacológica pode se tornar reduzida 

em decorrência da desnutrição precoce, se comparada com aquela de animais 

nutricionalmente normais (Barreto-Medeiros et al. 2002). Em relação a esse aspecto, 

contudo, outro estudo eletrofisiológico não encontrou diferenças significativas entre 

animais nutridos e desnutridos quando de suas respostas ao tratamento farmacológico 

com citalopram, uma substância capaz de aumentar a disponibilidade sináptica de 5-HT 

(Guedes et al., 2002). 

Existem inúmeras maneiras de se estudar um determinado sistema 

neurotransmissor. Nesse trabalho foi estudada a ativação do sistema serotoninérgico, 

utilizando-se um instrumento farmacológico, a fluoxetina. Esse fármaco pertence a uma 

classe de medicamentos conhecida como inibidores seletivos da recaptação de 5-HT 

(ISRS), cujo mecanismo de ação principal é o aumento da disponibilidade daquela 

amina na fenda sináptica, o que pode acentuar seu papel fisiológico em receptores 

serotoninérgicos (Hiemke e Härtter, 2000). Essas drogas inibem a captação seletiva de 

serotonina e possuem pouca ou nenhuma afinidade por receptores muscarínicos, 

adrenérgicos, dopaminérgicos, histamínicos ou serotoninérgicos (Ross, 1982; Graeff, 

1998; Hiemke e Härtter, 2000). 
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A fluoxetina é um ISRS largamente utilizado na clínica médica para o 

tratamento de transtornos neuropsiquiátricos (Wong et al., 2005). Esta droga foi o 

primeiro ISRS disponível para uso clínico na maioria dos países, inclusive na América 

e, dentre os demais fármacos dessa classe, é considerado como um dos que possui maior 

tempo de meia-vida em humanos, cerca de um a quatro dias (Hiemke e Härtter, 2000). 

A ação antidepressiva da fluoxetina é bastante conhecida em todo mundo. 

Todavia, um número considerável de pacientes que sofrem de depressão é resistente ao 

tratamento com antidepressivos, inclusive com a fluoxetina (Nelson, 2003). Assim, há 

um corpo crescente de investigações associando a utilização dessa classe de 

medicamentos, os ISRS, com fármacos que agem em outros sistemas de 

neurotransmissores a fim de se obter resposta terapêutica mais eficaz (Harkin et al., 

2004). O sistema nitrérgico é um dos que tem sido manipulado para amplificar o papel 

antidepressivo das drogas que ativam o sistema serotoninérgico (Harkin et al., 2004). 

 

 

33..  SSIISSTTEEMMAA  NNIITTRRÉÉRRGGIICCOO  

 

O neurotransmissor do sistema nitrérgico é o óxido nítrico (NO). O NO é um 

gás difusível, implicado com a plasticidade sináptica durante o desenvolvimento 

cerebral e com o refinamento dos circuitos neurais do adulto (Bohme et al., 1991; 

Schuman e Madison, 1991; Friedlander et al., 1992; Izumi et al., 1992). 

Biologicamente, o NO é sintetizado através de uma reação, catalizada pela enzima 

sintase do óxido nítrico (NOS), entre o oxigênio molecular (O2) e a L-arginina 

(Knowles et al., 1989). 
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Interessantemente, além de seu papel no desenvolvimento do sistema nervoso, 

diversos estudos têm mostrado que o NO pode interferir com as ações da 5-HT no 

controle de funções como o sono (Léger et al., 1998) e a nocicepção (Wang e Nakai, 

1995). Adicionalmente, foi demonstrado que o NO aumenta a liberação de 5-HT 

(Lorrain e Hull, 1993) e inibe sua recaptação (Pögün e Kuhar, 1994). Também tem sido 

mostrado que entre os corpos celulares serotoninérgicos do núcleo da rafe dorsal, uma 

grande proporção produz NO (Wotherspoon et al., 1994; Léger et al., 1998; Tagliaferro 

et al., 2001). Ainda mais recentemente, o papel desse sistema no tratamento da 

depressão também tem sido documentado. Dados da literatura relatam que o uso de 

inibidores da NOS, a enzima chave para a síntese do NO, pode acentuar o efeito 

antidepressivo da fluoxetina, bem como o da imipramina, um antidepressivo tricíclico 

(Harkin et al., 2004). 

Assim como ocorre com o sistema serotoninérgico, é provável que o estado 

nutricional também possa modificar o funcionamento do sistema nitrérgico no córtex 

cerebral. Estudos pioneiros desenvolvidos no Laboratório de Fisiologia da Nutrição 

Naíde Teodósio (LAFINNT), têm mostrado que isso é verdadeiro pelo menos em 

termos da morfologia daquele sistema (Picanço-Diniz et al., 1998; Borba et al., 2000; 

Rocha-de-Melo et al., 2004).  

No LAFINNT, o sistema nitrérgico tem sido investigado através da técnica 

histoquímica para a marcação de neurônios que contêm a enzima nicotinamida adenina 

dinucleotídeo fosfato-diaforase (NADPH-d). Dados da literatura têm descrito que 

neurônios produtores de NO possuem concomitantemente, em suas estruturas, a enzima 

NADPH-d (Garthwaite, 1988; Snyder, 1992). Nesses trabalhos, a utilização de técnicas 

bioquímicas, histoquímicas e imunocitoquímicas mostraram que a enzima NADPH-d 

correspondia à enzima NOS (Hope et al., 1991; Matsumoto et al., 1993) em várias 
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regiões cerebrais. Assim sendo, a marcação histoquímica de neurônios NADPH-d 

positivos é uma técnica que tem sido amplamente aceita para os estudos que se propõem 

a analisar o sistema nitrérgico. 

Adicionalmente, a marcação de neurônios NADPH-d positivos talvez possa 

fornecer subsídios para a compreensão dos correlatos histoquímicos de um interessante 

fenômeno eletrofisiológico já bem estabelecido no LAFINNT, conhecido como o 

fenômeno da depressão alastrante cortical (DA). 

 

 

44..  AA  DDEEPPRREESSSSÃÃOO  AALLAASSTTRRAANNTTEE  CCOORRTTIICCAALL  

 

O fenômeno eletrofisiológico da DA pode ser expresso literalmente como uma 

diminuição (“depressão”) da atividade elétrica do tecido cerebral, que se propaga 

(“alastrante”) de forma concêntrica (com velocidade da ordem de 2 a 5 mm/min), do 

ponto onde se iniciou, para todo o restante da população neural. Esse fenômeno foi 

descrito por Aristides Leão (Leão, 1944) e se caracteriza como sendo uma reação 

reversível, neuro-humoral, que pode ser provocada por estímulos elétricos, mecânicos, 

químicos, resfriamento brusco, e até mesmo, em condições especiais, pela aplicação de 

estímulos sensoriais. A DA tem sido registrada na superfície dos hemisférios cerebrais 

de inúmeras espécies de vertebrados – anfíbios, aves e mamíferos (Bures et al., 1974; 

Guedes et al., 2005), inclusive no homem (Mayevsky et al., 1996), podendo ocorrer no 

córtex, mas também, em várias outras estruturas extra e subcorticais (Leão, 1972; Bures 

et al., 1974; Do Carmo e Martins-Ferreira, 1984; Streit et al., 1995; Guedes et al., 

2005). 
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Desde as primeiras descrições da DA muitas tentativas têm sido feitas para 

esclarecer os mecanismos responsáveis pelo fenômeno. Acredita-se que os mesmos 

possam estar relacionados a patologias de interesse clínico, tais como a epilepsia (Leão, 

1944; Guedes e Cavalheiro, 1997) e a enxaqueca com aura (Lehmenkühler et al., 1993). 

Ambas essas patologias parecem ter relação com o sistema serotoninérgico (Salgado-

Commissariat e Alkadhi, 1997; Gold et al., 1998; Lu e Gean, 1998) e este, por sua vez, 

parece participar dos mecanismos da DA. Por exemplo, Verçosa (1997) demonstrou que 

o uso de uma dieta pobre em triptofano pode aumentar a susceptibilidade do córtex 

cerebral à DA. Contrariamente, o uso de fármacos que ativam o sistema serotoninérgico 

parece exercer um papel antagônico sobre o fenômeno (Gorelova et al., 1987; Cabral-

Filho et al., 1995; Araújo, 1997; Guedes et al., 2002), reposta essa que pode ou não ser 

modificada pela desnutrição precoce (Araújo, 1997; Guedes et al., 2002). Assim, uma 

melhor compreensão dessa relação DA versus sistema serotoninérgico, sobretudo 

associada ao estado nutricional ainda se faz necessária. 

Além da DA, o sistema serotoninérgico parece influenciar outros fenômenos no 

sistema nervoso central, dentre eles a plasticidade e a formação de novos neurônios 

(neurogênese), tanto precocemente (o que já foi discutido em tópico anterior), como na 

idade adulta. 

 

 

55..  SSIISSTTEEMMAA  SSEERROOTTOONNIINNÉÉRRGGIICCOO  EE  NNEEUURROOGGÊÊNNEESSEE  

 

Até bem pouco tempo aceitava-se como bem estabelecido que o cérebro adulto 

seria incapaz de formar novas células neuronais; que o cérebro uma vez formado 

poderia perder essas células, mas não mais gerar novos neurônios. 
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Contudo, recentemente, pesquisadores descobriram que pelo menos no giro 

dentado do hipocampo, no bulbo olfatório e em algumas áreas do córtex cerebral é 

possível haver produção de novos neurônios (Altman e Das, 1965; Cameron e Mckay, 

2001); isto é, naquelas áreas cerebrais ocorreria neurogênese durante toda a vida, 

mesmo quando os indivíduos atingem a idade adulta. A partir de então, diversos estudos 

têm sido realizados, tornando claro que a neurogênese ocorre no cérebro de várias 

espécies de animais, incluindo o homem (Eriksson et al., 1998; Gould et al., 1998). 

Todavia, o porque de ela persistir durante toda a vida, mas ocorrer somente em áreas 

restritas do cérebro, ainda continua sendo uma incógnita e objeto de crescente 

investigação. 

Através desses estudos tem sido documentado que vários fatores podem 

interferir com a neurogênese. Um desses fatores parece ser os sistemas de 

neurotransmissores, como é o caso do sistema serotoninérgico. Por exemplo, tem sido 

demonstrado que a estimulação do sistema serotoninérgico em ratos adultos, inclusive 

com fluoxetina, parece aumentar a formação de novas células neuronais no hipocampo 

(Jacobs e Fornal, 1999; Malberg et al., 2000; Manev et al., 2001) e que talvez seja esse 

o mecanismo de ação daquela droga no combate a depressão (Jacobs et al., 2000; 

Jacobs, 2002). 

Além dos sistemas de neurotransmissores, fatores ambientais também podem 

influenciar esse fenômeno. Dentre eles, o estresse, que é considerado um dos principais 

fatores causais da depressão, parece ser um fator ambiental de destaque relacionado à 

redução da neurogênese (Gould et al., 1998; Tanapat et al., 1998). 

Diante de todo o exposto, torna-se notória a complexidade, mas também a 

relevância do sistema serotoninérgico para o bom funcionamento do sistema nervoso 

central. Ele está associado ao desenvolvimento do sistema nervoso, à neurogênese, bem 
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como a outros sistemas de neurotransmissores desempenhando uma diversidade de 

ações (Wotherspoon et al., 1994; Azmitia e Whitaker-Azmitia, 1995; Léger et al., 1998; 

Jacobs e Fornal, 1999; Malberg et al., 2000; Manev et al., 2001; Tagliaferro et al., 

2001).  Ademais, mecanismos serotoninérgicos parecem estar subjacentes na 

patofisiologia de várias doenças, tais como a epilepsia, a enxaqueca com aura, a 

depressão e muitas outras, até mesmo pelas características difusas desse sistema 

(Salgado-Commissariat e Alkadhi, 1997; Gold et al., 1998; Lu e Gean, 1998; Jacobs et 

al., 2000; Jacobs, 2002). Assim, apesar de ser um sistema relativamente bem conhecido, 

há muito ainda que ser esclarecido no que se refere às funções da serotonina. Dessa 

forma, esse trabalho se propôs a estudar animais (ratos) que sofreram ativação do 

sistema serotoninérgico nas fases inicias da vida, bem como na idade adulta, e analisar 

quais seriam as repercussões advindas dessa estimulação tanto para o funcionamento, 

como para a morfologia e/ou morfogênese do sistema nervoso, e no quanto a variável 

nutricional poderia influenciar esses efeitos. 
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HHIIPPÓÓTTEESSEESS  

 

• O tratamento com o inibidor seletivo de recaptação da serotonina, fluoxetina, 

durante o período de lactação do rato reduzirá a susceptibilidade cortical ao 

fenômeno da depressão alastrante (DA), bem como o número e a atividade 

enzimática de neurônios nicotinamida adenina dinucleotídeo fosfato-diaforase 

positivos. Esse mesmo tratamento também estimulará a proliferação de novas 

células no hipocampo. 

• A administração subcutânea de fluoxetina durante o período crítico de 

desenvolvimento do sistema nervoso reduzirá de forma duradoura a excitabilidade 

cerebral quanto à DA. Adicionalmente, ocasionará estimulação persistente da 

proliferação celular no hipocampo, reduzindo o impacto negativo, imposto pelo 

estresse, à formação dessas novas células. 

• A vigência de desnutrição no período de crescimento rápido do encéfalo modificará 

o mecanismo de ação da fluoxetina. 
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OOBBJJEETTIIVVOOSS  

 

11..  GGEERRAALL  

 

Avaliar, em ratos nutridos e desnutridos, os possíveis efeitos do tratamento 

com o inibidor seletivo da recaptação de serotonina, fluoxetina, sobre as 

características eletrofisiológicas da depressão alastrante (DA) e também, sobre a 

morfometria de neurônios que contêm a enzima nicotinamida adenina dinucleotídeo 

fosfato-diaforase (NADPH-d positivos) e sobre a neurogênese (formação de novos 

neurônios) no hipocampo. 

 

 

22..  EESSPPEECCÍÍFFIICCOOSS  

 

• Investigar, em ratos recém-desmamados (25-30 dias), nutricionalmente normais e 

desnutridos, os efeitos do tratamento com fluoxetina, durante o período de lactação 

sobre: 

• a evolução de peso corporal, bem como sobre os pesos encefálicos (estes 

últimos, obtidos apenas ao final do registro da DA); 

• a incidência e a propagação da DA, registrada eletrofisiologicamente no córtex 

cerebral; 

• as características morfométricas e o número de neurônios NADPH-d positivos. 
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• Avaliar, em ratos adultos jovens (60-70 dias), nutridos e desnutridos durante o 

aleitamento, um possível efeito duradouro do tratamento com fluoxetina durante o 

período de aleitamento sobre o fenômeno da DA. 

• Analisar, em ratos adultos (90-150 dias), a influência do tratamento tópico, no 

córtex cerebral, com fluoxetina sobre as características eletrofisiológicas da DA, em 

animais nutridos e submetidos precocemente à desnutrição.  

• Determinar se o tratamento precoce com fluoxetina afeta a neurogênese hipocampal 

em ratos jovens e quando eles alcançam a idade adulta. Adicionalmente, verificar se 

esse tratamento protegeria os animais contra a redução, induzida pelo estresse, da 

formação de novos neurônios no hipocampo. 
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MMAATTEERRIIAAIISS  EE  MMÉÉTTOODDOOSS  

  

11..  AANNIIMMAAIISS  

 

Foram utilizados ratos albinos, da linhagem Wistar, provenientes da colônia do 

Departamento de Nutrição da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE). Esses 

animais foram mantidos sob condições padrão do biotério, em sala à temperatura de 24 

± 1º C, submetidos a um ciclo artificial claro-escuro de 12/12 horas (o escuro iniciando-

se às dezenove horas), com livre acesso à água e comida. 

Para as determinações experimentais, os ratos foram distribuídos aleatoriamente, 

vinte e quatro horas após o parto (primeiro dia de vida, considerando-se o dia de 

nascimento como dia zero), em ninhadas de seis filhotes por mãe. Em seguida, os 

animais foram agrupados de acordo com a descrição abaixo. 

 

 

22..  GGRRUUPPOOSS  EEXXPPEERRIIMMEENNTTAAIISS  

 

2.1. Manipulação Nutricional 

 

Conforme a dieta das respectivas mães durante o aleitamento, os animais foram 

divididos, em dois grupos: nutrido e desnutrido. 
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• Grupo Nutrido (N) – Constituído de filhotes amamentados por nutrizes que 

recebiam a dieta comercial “Labina” (Agribrands Purina do Brasil, LTDA) 

usada na manutenção do biotério; essa dieta contém 23% de proteína, sendo 

considerada normoprotéica.  Após o desmame (vigésimo quinto dia de vida), os 

filhotes permaneceram recebendo a Labina até o dia do experimento. 

 

• Grupo Desnutrido (D) – Constituído de filhotes cujas mães receberam 

imediatamente após o parto uma dieta hipoprotéica, contendo 8% de proteína, a 

Dieta Básica Regional (DBR, segundo Teodósio et al., 1990). Esse tipo de 

procedimento tem sido utilizado como um meio reconhecidamente eficaz em 

provocar desnutrição nos filhotes. A partir do vigésimo quinto dia de vida 

(desmame), os animais passaram a ser mantidos com a dieta Labina até o 

término do experimento. 

 

 

A DBR foi elaborada a partir de dados obtidos de inquéritos  alimentares feitos 

pelo setor de Nutrição Humana do Departamento de Nutrição da UFPE, realizados em 

populações de baixa renda da Zona da Mata de Pernambuco. A DBR é composta pelos 

mesmos alimentos (feijão mulatinho, farinha de mandioca, batata doce e carne de 

charque), e na mesma proporção, daqueles identificados nos inquéritos e que 

constituíam a base da alimentação diária das populações em estudo (Coutinho, 1976; 

Teodósio et al., 1990). À análise química, verificou-se ser a DBR multideficitária, isto 

é, pobre em lipídios, vitaminas, minerais e, principalmente, em proteínas 

(aproximadamente 8%). Esta é predominantemente de origem vegetal. O uso diário da 
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DBR produz quadro de desnutrição protéico-calórica grave, parecendo mimetizar, em 

ratos, a desnutrição infantil (Teodósio et al., 1990). 

 

2.2. Tratamento Farmacológico 

 

Para manipulação do sistema serotoninérgico foi utilizada a fluoxetina (F; 

cloridrato de fluoxetina - Novartis). Essa substância era dissolvida em solução isotônica 

de sais, denominada Ringer Simplificado (a qual será referida durante todo este trabalho 

como solução salina; ver composição no anexo A), nas concentrações de 0,25, 0,5, 1 ou 

2 mg/ml para o tratamento sistêmico e, nas concentrações de 5 ou 10 mg/ml para o 

tópico. 

Filhotes machos dos grupos nutrido ou desnutrido foram subdivididos em 

dezesseis outros grupos, de acordo com o tipo e a intensidade do tratamento a que foram 

submetidos. Todos esses grupos estão descritos a seguir (Tabela 1). 

 

 

2.2.1. Tratamento sistêmico 

 

• Grupos Tratados com Fluoxetina – A fim de se obter uma curva dose-resposta da 

ação da fluoxetina, principalmente sobre a velocidade de propagação da depressão 

alastrante (DA), 4 grupos de animais nutridos foram injetados, por via subcutânea, 

duas vezes ao dia (às 7 h e às 17 h), com fluoxetina nas doses diárias totais de 5 

mg/kg/dia, 10 mg/kg/dia, 20 mg/kg/dia ou 40 mg/kg/dia (metade em cada uma das 

duas injeções diárias). Os grupos foram denominados respectivamente como: 25-

NF5; 25-NF10; 25-NF20 e 25-NF40. Mediante os resultados obtidos com os grupos 
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nutridos, um grupo de animais desnutridos foi tratado de maneira similar, recebendo 

fluoxetina na dose diária total de 10 mg/kg/dia, grupo 25-DF-10. 10 mg/kg/dia, 

representou a dose mínima eficaz em provocar alterações sobre a DA nos animais 

nutridos. Imediatamente apos o desmame (25-30 dias), esses animais foram 

submetidos ao registro eletrofisiológico da DA. Para se verificar a possibilidade de 

alterações permanentes resultantes do tratamento farmacológico imposto nas fases 

iniciais da vida, ratos de ambas as condições nutricionais, tratados com fluoxetina 

(10 mg/kg, s.c.) durante o aleitamento foram submetidos ao registro da DA somente 

aos 60-70 dias de idade, grupos 60-NF10 e 60-DF10. 

 

• Grupos Tratados com Solução Salina – Para cada condição nutricional e idade de 

realização de experimentos, um grupo de animais foi administrado com volume 

equivalente de solução salina (S; 25-NS, 25-DS, 60-NS e 60-DS) da mesma maneira 

que os animais injetados com fluoxetina. Esses grupos serviram como controles para 

o estresse da injeção dos animais tratados com a droga. 

 

• Grupos sem Tratamento (“Ingênuos”) – Grupos de animais jovens (25-30 dias) 

não injetados, de ambas as condições nutricionais (25-NI e 25-DI), foram usados 

para comparação com os grupos tratados sistemicamente com solução salina. Estes 

grupos, chamados de “ingênuos” tiveram por finalidade se estudar o possível efeito 

do estresse, decorrente da aplicação de injeções. 
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TTAABBEELLAA  11  -- Distribuição dos grupos experimentais de acordo com o estado nutricional a 
que as nutrizes foram submetidas durante o período de aleitamento (nutridos e 
desnutridos) e com o tratamento farmacológico (fluoxetina [F] ou salina [S], s.c.; e F 
tópica a 5 e 10 mg/ml [T5 e T10]). I (“ingênuos”) são animais que não receberam 
qualquer injeção. 
 

GRUPOS TRATAMENTO 

FARMACOLÓGICO 

DIA DO REGISTRO DA 

DEPRESSÃO ALASTRANTE 

Grupos Nutridos (N; 23 % de proteína) 

25-NI (n = 16) Nenhum (ingênuos) 25-30 

25-NS (n = 18) S 25-30 

25-NF5 (n = 15) F 5 mg/kg 25-30 

25-NF10 (n = 16) F 10 mg/kg 25-30 

25-NF20 (n = 16) F 20 mg/kg 25-30 

25-NF40 (n = 11) F 40 mg/kg 25-30 

60-NS (n = 6) S 60-70 

60-NF10 (n = 8) F 10 mg/kg 60-70 

NT5 (n = 12) F, tópica, 5 mg/ml 90-150 

NT10 (n = 14) F, tópica, 10 mg/ml 90-150 

Grupos Desnutridos (D; 8 % de proteína) 

25-DI (n = 13) Nenhum (ingênuos) 25-30 

25-DS (n = 15) S 25-30 

25-DF10 (n = 11) F 10 mg/kg 25-30 

60-DS (n = 5) S 60-70 

60-DF10 (n = 6) F 10 mg/kg 60-70 

DT10 (n = 8) F, tópica, 10 mg/ml 90-150 
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2.2.2. Tratamento tópico 

 

 Dois grupos de animais nutridos, com idades entre 90-150 dias, foram tratados 

durante o registro da DA com aplicações tópicas (T), no córtex cerebral, de fluoxetina 

(nas concentrações de 5 ou 10 mg/ml; grupos N-FT5, N-FT10, respectivamente). A 

aplicação de fluoxetina foi realizada após, no mínimo, uma hora de registro basal da 

DA, o qual era utilizado como controle. Sendo 10 mg/ml a concentração mais eficaz em 

alterar as características da DA (ver resultados), um grupo de animais desnutridos foi 

tratado topicamente com a mesma (grupo D-FT10). 

  

 

33..  DDEETTEERRMMIINNAAÇÇÕÕEESS  PPOONNDDEERRAAIISS  

 

3.1. Pesos Corporais 

 

Os animais tratados de forma sistêmica foram pesados diariamente (balança 

Marte – modelo 1001, com sensibilidade até 0,01 g ou Filizola – modelo MF-3/1, com 

sensibilidade até 0,1) do 1º ao 25º dias de vida. Todos os ratos foram pesados no dia de 

experimento. 

 

 

3.2. Pesos Encefálicos 

 

Ao final dos registros eletrofisiológicos (item 5), os ratos que não seriam 

submetidos às análises morfométricas (item 6) foram sacrificados, ainda sob anestesia, 
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mediante lesão na região bulbar, introduzindo-se um estilete ao nível da cisterna magna, 

o que provocava parada respiratória. Após o sacrifício, seus encéfalos foram retirados. 

Para isso, o neuro-eixo foi seccionado transversalmente em dois níveis: caudalmente, 

tangenciando-se a borda inferior do cerebelo, incluindo-o; rostralmente, no limite entre 

os hemisférios cerebrais e os bulbos olfatórios, excluindo-se esses últimos. 

Imediatamente após a remoção, os encéfalos foram pesados em balança analítica 

(modelo Bosh, S-2000, com sensibilidade até 0,1 mg), obtendo-se o chamado peso do 

encéfalo úmido. Em seguida foram colocados em uma estufa (FANEM) a 100ºC e 

pesados a cada 1 ou 2 dias na mesma balança acima citada, até atingirem peso 

constante, considerado o peso do encéfalo seco. 

Foi calculado também, o peso relativo do encéfalo definido através da razão entre o 

peso (g) desse órgão úmido e o peso corporal (g), multiplicado por 100. 

 

 

44..  PPRROOCCEEDDIIMMEENNTTOO  CCIIRRÚÚRRGGIICCOO  

 

Para a realização dos registros eletrofisiológicos, cada animal foi anestesiado 

com uma solução contendo mistura de uretana a 10% + cloralose a 0,4%, à dose de 

1000 mg/kg de uretana + 40 mg/kg de cloralose, via intraperitoneal. Foi procedida uma 

traqueostomia para introdução de uma cânula de polietileno. O animal foi colocado em 

decúbito ventral sobre um aquecedor elétrico de temperatura regulável; este aparelho 

permitiu a manutenção da temperatura retal do animal em torno de 37 ± 1 ºC. Em 

seguida, a cabeça do animal foi fixada em aparelho estereotáxico (da marca “David – 

Kopf”, USA, modelo 900, ou da marca Insight Equipamentos), de modo a permitir a 
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incisão e remoção da pele e do periósteo para exposição do crânio. Por meio de 

trepanação, foram feitos 3 orifícios (anterior, médio e posterior, de cerca de 2 a 4 mm de 

diâmetro cada), alinhados paralelamente à linha média, ao nível do hemisfério cerebral 

direito. 

 

 

55..  EESSTTIIMMUULLAAÇÇÃÃOO  CCOORRTTIICCAALL  EE  RREEGGIISSTTRROO  EELLEETTRROOFFIISSIIOOLLÓÓGGIICCOO  

 

A DA foi provocada aplicando-se o estímulo (solução de KCl a 2%), a um ponto 

da superfície cortical frontal, durante um minuto, através do orifício anterior. Os 

registros eletrofisiológicos foram feitos utilizando-se eletrodos impolarizáveis (tipo 

“Ag-AgCl”) confeccionados no próprio laboratório (ver Guedes et al., 1992), 

conectados a um polígrafo (modelo 7D – Grass Medical Instruments ou Sensor Medics 

– Dynograph® Recorder R611). Em dois pontos corticais parietais (um em cada orifício) 

foram registradas, simultaneamente, a atividade elétrica cortical (eletrocorticograma) e a 

variação lenta de voltagem que acompanha a DA. As variações corticais de voltagem 

foram registradas contra um eletrodo de referência comum, colocado sobre os ossos 

nasais, nos quais o potencial é invariável. O registro foi feito por um período de 4 horas. 

A velocidade de propagação da DA foi calculada com base na distância entre os dois 

eletrodos registradores e no tempo gasto pela DA para percorrer esta distância. 

 

 

5.1. APLICAÇÃO TÓPICA DE FLUOXETINA 
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Como mencionado anteriormente, os animais dos grupos N-FT5, N-FT10 e D-

FT10 foram submetidos à aplicação tópica de fluoxetina. Previamente a esta aplicação, 

foi realizado, por um período de, no mínimo, uma hora, registro eletrofisiológico da DA 

(registro “basal”), conforme descrito acima. Durante esse período, a velocidade da DA 

foi medida a cada 20 minutos. Cerca de 10 minutos após a última medida do registro 

basal, estando a dura-máter intacta, a fluoxetina (a 5 ou 10 mg/ml) era aplicada, com 

auxílio de uma seringa, sobre a superfície de um dos orifícios parietais (ou até mesmo 

dos dois orifícios), usados para o registro eletrofisiológico. A fluoxetina permanecia em 

contato com a superfície cortical por aproximadamente 10 minutos. O córtex era, então, 

enxugado com um pequeno pedaço de algodão. Feito isto, procedia-se à nova 

estimulação com KCl, a fim de se obter outra medida de velocidade de propagação da 

DA. Aplicações subseqüentes de fluoxetina foram realizadas da mesma maneira. Para 

efeito de comparação, muitas vezes, o tratamento tópico com fluoxetina era precedido 

por uma aplicação semelhante de solução salina. As velocidades de propagação do 

fenômeno obtidas após o tratamento farmacológico tópico, foram comparadas com 

aquelas do período pré-droga, no mesmo animal. Antes de se encerrarem as sessões de 

registro, lavava-se, com solução salina, o tecido cortical onde haviam sido feitas as 

aplicações de fluoxetina, na tentativa de remover qualquer resquício, que porventura 

restasse, e possibilitar a recuperação das características da DA. 

 

 

66..  EESSTTUUDDOO  MMOORRFFOOLLÓÓGGIICCOO  

 

Animais jovens (25-30 dias), de ambas as condições nutricionais, tratados 

sistemicamente com fluoxetina (10 mg/kg) ou solução salina, foram submetidos, após o 
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registro eletrofisiológico, à técnica histoquímica para marcação de neurônios 

nicotinamida adenina dinucleotídeo fosfato-diaforase positivos (NADPH-d), conforme 

a descrição a seguir. 

Estando os animais profundamente anestesiados, foi realizada perfusão 

transcardíaca, utilizando as seguintes soluções: 1) tampão fosfato de sódio em solução 

salina 0,1M (pH 7,2-7,4), para remoção do sangue; 2) formaldeído 10%, para fixação do 

tecido cerebral. As soluções foram injetadas sob pressão positiva fornecida por um 

compressor e regulada para se manter entre 80 e 100 mm/Hg. 

Ao final da perfusão, o crânio foi aberto e o encéfalo retirado e pesado. Em 

seguida, foi realizada a microtomia. Os encéfalos foram cortados em vibrátomo 

(Sectioning System Series 1000), em fatias coronais com espessura de 150 µm. 

A reação histoquímica dos cortes neuronais foi realizada de acordo com o 

método indireto da enzima málica (Scherer-Singler et al., 1983), até visualização dos 

dendritos terciários e de ordens superiores na maioria das células marcadas. Para 

acompanhar a evolução da reação foi utilizado microscópio óptico, modelo Standard 25 

(Zeiss). Após a interrupção da reação, os cortes foram montados em lâminas 

histológicas e foram procedidas as análises morfométricas. 

 

 

6.1. Análises Morfométricas 

 

Nos animais dos grupos 25-NF10 (n = 7), 25-NS (n = 7), 25-DF10 (n = 6) e 25-

DS (n = 8) foram efetuadas análises microscópicas na área 17 (área visual primária) dos 

seguintes parâmetros: 1) número de neurônios NADPH-d positivos; 2) área do corpo 

celular daqueles mesmos neurônios. Os limites do córtex visual primário foram 



 24

identificados através de um microscópio óptico (Zeiss), com auxílio de um atlas de 

coordenadas estereotáxicas do cérebro do rato (Paxinos e Watson, 1998) e dos critérios 

de laminação das camadas, revelada pela histoquímica da NADPH-d na neurópila (de 

acordo com Borba et al., 2000). É digno de nota que as lâminas foram codificadas, de 

forma que o observador desconhecia, no momento das análises, a qual dos grupos 

pertencia cada preparação histológica. 

Para a contagem do número de neurônios NADPH-d positivos foram 

selecionados aleatoriamente (entre o Bregma -5,80 e -7,30) 5 cortes histológicos de cada 

animal. Foram analisados os dois hemisférios cerebrais a fim de se detectar eventuais 

alterações decorrentes do fenômeno da DA. Foi utilizada uma câmara clara (ganho 1,1x) 

acoplada ao microscópio em pequeno aumento (ocular 8x e objetiva 4x). Os contornos 

da área 17 foram desenhados em papel milimetrado e as posições das células foram 

marcadas no desenho, para serem contadas posteriormente. Foram contadas todas as 

células visualizadas na substância cinzenta, bem como aquelas que se localizavam na 

substância branca dentro de uma faixa de até 5 mm imediatamente adjacente à 

substância cinzenta. 

As medidas da área do corpo celular foram obtidas a partir de neurônios 

NADPH-d positivos localizados no córtex visual primário (entre o Bregma -5,80 e -

7,30) de uma preparação histológica. Em cada corte histológico foram medidos os perfis 

celulares de 20 neurônios da substância cinzenta cortical (10 de cada hemisfério 

cerebral) escolhidos aleatoriamente (objetiva 40x). Depois de digitalizada a imagem da 

célula, a área do soma (em µm2) era obtida automaticamente, através do sistema de 

análise de imagem (Optimas macros, 1996, Optimas Corporation, Washington, USA). 

As médias das áreas foram tomadas para efeito comparativo. 
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77..  NNEEUURROOGGÊÊNNEESSEE  HHIIPPOOCCAAMMPPAALL  

 

Os estudos concernentes a esse item foram desenvolvidos no Departamento de 

Psicologia da Princeton University (Princeton, NJ, EUA), na vigência de “bolsa de 

Doutorado Sanduíche”, sob a orientação do prof. Barry Jacobs. Foram investigados os 

efeitos da fluoxetina, administrada durante o aleitamento, sobre a neurogênese 

(formação de novos neurônios) hipocampal tanto em animais recém-desmamados (25 

dias), como adultos (60 dias de vida). Associada à ação da fluoxetina, foi 

adicionalmente investigado o efeito de dois tipos diferentes de estresse (estresse por 

contensão e administração de lipopolissacarídeo) sobre a formação de novas células 

neuronais no hipocampo de ratos adultos. 

Ratos machos Sprague-Dawley (n = 17), nutricionalmente normais, foram 

tratados com uma injeção diária de fluoxetina (cloridrato de fluoxetina - Eli Lilly and 

Company) à dose de 10 mg/kg/dia, de forma subcutânea, do 2° ao 25° dia após o 

nascimento. Ou seja, esses animais foram manipulados da mesma maneira que aqueles 

do grupo NF10, à exceção de que receberam a dose de fluoxetina em apenas uma 

injeção diária. Para efeito comparativo, foram obtidos ratos que receberam volume 

equivalente de solução salina (cloreto de sódio 0,9%, 10 ml/kg/ dia, s.c.; n = 16). 

Subgrupos desses animais foram submetidos aos estudos descritos a seguir (Tabela 2). 

 

 

7.1. Neurogênese em Ratos Jovens (25 dias) 

 

 Ao desmame (25° dia de vida), ratos tratados com fluoxetina (grupo F-25; n = 6) 

e também com salina (grupo S-25; n = 5) receberam uma injeção intraperitoneal de 
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bromodeoxiuridina (BrdU) na dose de 200 mg/kg. BrdU é um análogo da timidina que 

é incorporado ao DNA durante a fase de síntese (fase-S) do ciclo celular e é usado para 

marcar células em proliferação. Decorridas 2 horas, os animais foram anestesiados com 

uma overdose de pentobarbital (cerca de 300 mg/kg) e a seguir perfundidos 

transcardiacamente, com auxílio de uma bomba de infusão (modelo Harvard, na 

velocidade mais alta; cerca de 15 ml/min por 2 minutos, seguida por 7.5 ml/min por 4 

min), primeiro com solução salina (20 ml, a qual continha 10.000 U/ml de heparina, 

para prevenir a coagulação do sangue) e depois com paraformaldeído a 4% (pH 7.4; 120 

ml). Os encéfalos foram removidos e então mantidos em paraformaldeído 4%, em 

geladeira, durante 24 horas, para pós-fixação. Em seguida, eles foram transferidos para 

uma solução crioprotetora de sacarose a 30% em tampão fosfato salina 0,1M (PBS, pH 

7,4) até que descessem ao fundo do frasco (processo que ocorria em torno de 2 dias). 

Fatias coronais seriadas de hipocampo (40 µm de espessura) foram obtidas através de 

microtomia sob congelamento; 144 fatias foram conseguidas nas 12 séries de 

hipocampo (12 fatias/série). Todas as fatias pertencentes às séries 6 e 7 foram 

submetidas à reação imunohistoquímica de BrdU (descrita no item 7.3). 

 

 

7.2. Neurogênese em Ratos Adultos (60 dias) 

 

 Uma parte dos animais foi mantida no biotério para serem analisados quando 

atingissem os 60 dias de idade. Eles foram submetidos a um dos seguintes tratamentos: 
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7.2.1. Neurogênese 

 

 Para determinar se o tratamento precoce com fluoxetina afeta a neurogênese na 

idade adulta, alguns animais tratados com fluoxetina (grupo F-60; n = 4) e com solução 

salina (grupo S-60; n = 2) receberam uma injeção de BrdU (200 mg/kg, i.p.) de maneira 

similar àqueles aos 25 dias. A seguir os mesmos procedimentos supra descritos foram 

realizados. 

 

 

 O estresse está comumente associado com uma variedade de desordens 

psiquiátricas como, por exemplo, a depressão, e é freqüentemente o fator causal de tais 

desordens. Dessa forma, foram analisados os efeitos de dois agentes estressores sobre a 

neurogênese hipocampal: 1) o lipopolissacarídeo, que desafia o sistema imune; 2) o 

estresse por contensão. 

 

 

7.2.2. Estresse pelo Lipopolissacarídeo 

 

 O lipopolissacarídeo (L) é um componente estrutural da membrana de bactérias 

gram negativas e um potente indutor de citocinas que produzem uma reação 

inflamatória. Ele tem sido considerado um agente estressor do tipo metabólico (Connor 

et al., 1999). Animais tratados precocemente com fluoxetina e com solução salina 

(grupos F-L – n = 3 e S-L – n = 3, respectivamente) receberam 2 injeções de 

lipopolissacarídeo (1 mg/kg, i.p.), separadas por um intervalo de 5 horas. 

Adicionalmente, tanto animais fluoxetina, como tratados precocemente com salina 
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foram administrados com solução salina (5 ml/kg, i.p.), para efeito de comparação com 

a injeção de lipopolissacarídeo (respectivamente, grupos F-S – n = 2 e S-S – n = 2). 

Três horas após a última injeção (seja de lipopolissacarídeo ou de solução salina), todos 

os animais receberam BrdU (200 mg/kg, i.p.), sendo então perfundidos após mais 2 

horas, a fim de que fossem efetuadas as reações imunohistoquímicas para marcação das 

células que incorporaram o BrdU. 

 

 

7.2.3. Estresse por Contensão 

 

 É bastante conhecido que a contensão (C) é capaz de induzir estresse do tipo 

neurogênico em animais experimentais (Connor et al., 1999), razão pela qual este tipo 

de manipulação foi utilizada neste trabalho. Animais tratados no início da vida tanto 

com fluoxetina (F-C; n = 2), como com salina (S-C; n = 4) foram totalmente contidos 

entre duas camadas de tela metálica (malha de 1mm2) e mantidos, dessa forma, em uma 

gaiola, por duas horas. A seguir eles foram injetados com BrdU (200 mg/kg, i.p.) e, 

duas horas depois, perfundidos. 

 

 

7.3. Reação Imunohistoquímica para BrdU 

 

 As fatias cerebrais que haviam sido obtidas pela microtomia foram montadas em 

lâminas (Superfrost Plus Gold) e deixadas em estufa a 37º C até o dia seguinte. A fim de 

possibilitar a exposição do antígeno, as lâminas foram mergulhadas em ácido cítrico em 

ebulição (0,01 M, pH 6,0) por 6 minutos, e depois incubadas por 8 ½ minutos em 
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solução de tripsina (0,1% em tampão Tris 0,1M, pH 7,5; contendo 0,1% CaCl2) e por 10 

minutos em HCl (2N em PBS), ambas à temperatura ambiente. A seguir, foram 

submetidas ao procedimento imunohistoquímico. As lâminas foram mantidas a 4º C, em 

anticorpo anti-BrdU (NCL-BrdU, Novocastra Laboratories; em PBS 1:200, contendo 

Tween 20 a 0,5%) durante a noite; e, depois, em anticorpo biotinilidado anti-mouse IgG 

(1:200 em PBS) por 1 hora. Em seguida foram incubadas por 1 hora no Complexo 

Avidina/Biotina (1:100 cada em PBS) e reagidas por 6 ½ minutos com solução de 

diaminobenzidina (DAB) e hidroperóxido de uréia (0,23 mg/ml; Sigma Fast Tablets 

Sets), com o objetivo de evidenciar as células que incorporaram o BrdU. No dia 

seguinte, as lamínulas foram montadas, após procedimento histológico para reação de 

Nissl. As células positivas para BrdU foram contadas, de forma cega, nas zonas 

granular e subgranular, bem como no hilo do hipocampo dos dois hemisférios cerebrais 

através de microscópio óptico (Olympus) com objetiva de 40x. 

 

 

88..  AANNÁÁLLIISSEE  EESSTTAATTÍÍSSTTIICCAA  

 

A análise de variância (ANOVA) foi empregada para analisar os dados de pesos 

corporais e encefálicos, bem como a velocidade de propagação da DA e as observações 

histoquímicas e imunohistoquímicas. Nas comparações em que ANOVA apontou 

diferenças significantes foi aplicado o teste para comparação múltipla de Tukey-

Krammer. O teste t pareado foi utilizado para comparar velocidades de propagação da 

DA antes e após o tratamento farmacológico tópico. Em todos os casos, foi considerado 

como nível de significância para rejeição da hipótese nula, um valor de P ≤ 0,05. 
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TTAABBEELLAA  22  --   dddiiissstttrrriiibbbuuuiiiçççãããooo   dddooosss   gggrrruuupppooosss   eeexxxpppeeerrriiimmmeeennntttaaaiiisss   dddeee   aaacccooorrrdddooo   cccooommm   ooo   tttrrraaatttaaammmeeennntttooo   
sssuuubbbcccuuutttââânnneeeooo   aaa   qqquuueee   ooosss   rrraaatttooosss   fffooorrraaammm   sssuuubbbmmmeeetttiiidddooosss   ddduuurrraaannnttteee   ooo   pppeeerrríííooodddooo   dddeee   aaallleeeiii tttaaammmeeennntttooo,,,    cccooommm   ooo   
aaagggeeennnttteee   eeessstttrrreeessssssooorrr   (((lll iiipppooopppooollliiissssssaaacccaaarrrííídddeeeooo   [[[LLL]]],,,    sssooollluuuçççãããooo   sssaaalll iiinnnaaa   [[[SSS]]]   ooouuu   cccooonnnttteeennnsssãããooo   [[[CCC]]])))   iiimmmpppooossstttooo   
nnnaaa   iiidddaaadddeee   aaaddduuullltttaaa,,,    bbbeeemmm   cccooommmooo,,,    cccooommm   aaa   iiidddaaadddeee   eeexxxpppeeerrriiimmmeeennntttaaalll    eeemmm   qqquuueee   rrreeeccceeebbbeeerrraaammm   
bbbrrrooommmooodddeeeoooxxxiiiuuudddiiinnnaaa   (((BBBrrrdddUUU)))...    
 

PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL TRATAMENTO 

DURANTE A 

LACTAÇÃO 

GRUPO 
25 DIAS 60 DIAS 

F-25 (n = 6) BrdU  

F-60 (n = 4)  BrdU 

F-L (n = 3)  Lipopolissacarídeo (2 x 1 mg/kg, i.p.) + BrdU

F-S (n = 2)  Solução salina (2 x 5 ml/kg, i.p.) + BrdU 

Fluoxetina 

(F; 10 mg/kg) 

 

F-C (n = 2)  Contensão (2 h) + BrdU 

S-25 (n = 5) BrdU  

S-60 (n = 2)  BrdU 

S-L (n = 3)  Lipopolissacarídeo (2 x 1 mg/kg, i.p.) + BrdU

S-S (n = 2)  Solução salina (2 x 5 ml/kg, i.p.) + BrdU 

Solução Salina 

(S; 10 ml/kg) 

S-C (n = 4)  Contensão (2 h) + BrdU 
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RREESSUULLTTAADDOOSS  

 

11..  PPEESSOO  CCOORRPPOORRAALL  

 

1.1. Efeito do Tratamento Farmacológico 

 

Os animais nutridos tratados com fluoxetina apresentaram pesos corporais 

médios significativamente menores que aqueles tratados com solução salina, desde o 5º 

dia de vida até o dia do experimento para os grupos NF20 e NF40; e, a partir do 11º dia 

até o 25º dia de vida ou até o dia do registro eletrofisiológico para os animais dos 

grupos NF5 e NF10, respectivamente. Vale ressaltar que em alguns grupos (NF5, 

NF10, NF40), o peso corporal ao início do tratamento era significativamente superior 

ao dos animais controles e que o efeito da fluoxetina sobre o ganho reduzido de peso 

corporal era dependente da dose. Nos desnutridos esse mesmo efeito foi observado, 

ocorrendo a partir do 10º dia de vida até o dia do experimento; os animais daquele 

grupo (DF10) também apresentavam peso corpóreo inicial superior aos do grupo salina 

(Tabela 3 e Figura 1). 

 

 

1.2. Efeito do Estresse das Injeções 

 

Os grupos ingênuos (NI e DI) constituem grupos de animais não injetados, 

utilizados com a finalidade de se investigar a influência do estresse, pela aplicação das 

soluções, sobre alguns parâmetros analisados nesse estudo, tais como peso corporal, 
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velocidade da DA. No que se refere ao peso corporal, não houve qualquer diferença 

entre os animais pertencentes a esses grupos e seus respectivos controles tratados com 

solução salina (NS e DS). Tabela 3 e Figura 1. 

 

 

1.3. Efeito do Tratamento Nutricional 

 

Após alguns dias (3, 4 e 5 para os grupos DF10, DS e DI, respectivamente) de 

ingestão materna de DBR, os pesos corporais dos animais desnutridos tornaram-se 

significativamente menores que os dos animais nutridos. Essa diferença persistiu até o 

dia do experimento em todas as comparações. Esses resultados estão na Tabela 3. 

 

 

22..  PPEESSOO  EENNCCEEFFÁÁLLIICCOO  

 

Ao serem comparados os animais nutridos tratados com fluoxetina (F) nas 

diferentes doses com os animais injetados com solução salina (S) quanto aos pesos 

encefálicos absolutos (úmidos e secos) e relativos, os valores médios encontrados foram 

semelhantes. Quando as mesmas comparações foram realizadas em animais desnutridos 

(D), o grupo DF10 apresentou pesos encefálicos absolutos significativamente menores 

em relação ao grupo DS; porém, pesos encefálicos relativos, maiores (Tabela 4 e 

Figuras 2 e 3).  

Avaliando-se conjuntamente os animais tratados com solução salina com os 

animais não injetados, ingênuos (NS versus NI; DS versus DI), os valores médios de 
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pesos encefálicos absolutos (úmidos e secos) e relativos foram equivalentes dentro da 

mesma condição nutricional (Tabela 4 e Figuras 2 e 3). 

Por outro lado, quando se analisam os diferentes estados nutricionais para um 

mesmo tipo de tratamento (NF10 versus DF10, NS versus DS, NI versus DI), os 

animais dos grupos desnutridos apresentaram pesos encefálicos absolutos 

significativamente menores que aqueles dos grupos nutridos correspondentes; contudo, 

seus pesos relativos foram sempre maiores em cada comparação (Tabela 4 e Figura 3). 

 

 

33..  VVEELLOOCCIIDDAADDEE  DDEE  PPRROOPPAAGGAAÇÇÃÃOO  DDAA  DDAA  

 

3.1. Efeito do Tratamento Farmacológico Sistêmico 

 

Os grupos tratados com fluoxetina (tanto nutridos, como desnutridos) 

apresentaram, de uma maneira geral, valores médios de velocidades da DA inferiores 

aos grupos tratados com solução salina. Nos animais jovens (25-30 dias) nutridos essas 

diferenças foram estatisticamente significantes em todas as horas de registro para os 

grupos NF20 e NF40; no grupo NF10 foi significante nas 1ª e 2ª horas de registro; e, no 

grupo NF5, apesar de não haver diferença estatística, os valores médios foram mais 

baixos em todas as horas. Além disso, foi também observado que esse efeito sobre a 

velocidade de propagação da DA era dependente da dose, isto é, quanto maior a dose, 

maior a redução nos valores médios da velocidade da DA, nas variações desde 5 mg/kg 

a 20 mg/kg. Todavia, a partir de 20 mg/kg, essa característica dose-dependente deixou 

de existir, não mais se correlacionando com a dose de 40 mg/kg. Nos animais jovens 

desnutridos (25-DF10), a fluoxetina também reduziu significativamente os valores 
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médios de velocidade de propagação da DA, em comparação ao grupo tratado com 

solução salina. Esses resultados estão na Tabela 5. A redução da velocidade de 

propagação da DA decorrente do tratamento com fluoxetina, observada nos animais 

recém-desmamados (25-30 dias de vida), persistiu até a idade adulta (60-70 dias); sendo 

as diferenças significantes nas quatro horas de registro para os desnutridos (60-DF10) e, 

nas 1ª e 3ª horas, para os nutridos (60-NF10), quando comparados com os respectivos 

controles (Tabela 6). Registros ilustrativos da propagação da DA nos diferentes grupos 

estão mostrados nas Figuras 4, 5 e 6. 

 

 
3.2. Efeito do Estresse da Injeção 

 

 As comparações entre os grupos ingênuos e seus respectivos controles 

(tratados com solução salina), resultaram em velocidades de propagação da DA 

semelhantes em todas as horas de registro (Tabela 5). 

 

 

3.3. Efeito do Tratamento Nutricional 

 
 Os animais desnutridos ingênuos (jovens) ou injetados com solução salina 

(jovens e adultos) apresentaram valores médios da velocidade de propagação da DA 

significativamente maiores que os respectivos animais nutridos, em todas as horas de 

registro. Todavia, comparando-se os grupos tratados com fluoxetina (25-DF10 versus 

25-NF10 e 60-DF10 versus 60-NF10), seus valores médios de velocidade da DA foram 

equivalentes nas quatro horas de registro (Tabelas 5 e 6). 
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TTAABBEELLAA  33  --  Evolução ponderal de ratos nutridos (N) e desnutridos (D) no início da 
vida, e submetidos, durante o aleitamento, a uma das seguintes condições: 1) tratamento 
com fluoxetina (F; nas doses de 5, 10, 20 e 40 mg/kg, s.c.); 2) aplicação de volume 
equivalente de solução salina (S; grupos controles); 3) não injetados com qualquer 
solução (grupos “ingênuos”; I). Os valores representam a média ± desvio-padrão, com o 
número de animais indicado entre parênteses. As letras minúsculas indicam valores 
diferentes (P < 0,05) dos respectivos valores dos grupos marcados com a mesma letra, 
na coluna da esquerda. A análise estatística utilizada foi ANOVA, seguida do teste de 
Tukey.  
 

PPEESSOO  CCOORRPPOORRAALL  ((gg))  
GGRRUUPPOO    

11ºº  DDIIAA  
  

77ºº  DDIIAA  
  

1144ºº  DDIIAA  
  

2211ºº  DDIIAA  
  

((2255ºº--3300ºº  DDIIAASS))  
 

NI 
(a) 

 
6,53±0,82 

(12) 

 
16,23±2,09 

(18) 

 
34,16±4,68 

(18) 

 
52,12±8,43 

(18) 

 
82,2±7,2 

(16) 
 

NS 
(b) 

6,86±0,63 
(23) 

16,57±1,66 
(27) 

33,16±2,95 
(27) 

53,24±4,23 
(27) 

86,9±10,5 
(18) 

 
NF5 
(c) 

7,33±0,75b 
(20) 

16,46±2,07 
(20) 

30,48±3,63b 
(20) 

48,68±5,18b 
(20) 

80,3±15,6 
(15) 

 
NF10 

(d) 
7,56±0,92b 

(25) 
16,97±1,40 

(24) 
28,46±2,61b 

(24) 
43,07±4,61b 

(24) 
68,2±11,1b 

(15) 
 

NF20 
(e) 

7,08±0,78 
(17) 

14,11±1,86b 
(24) 

22,48±3,28b 
(24) 

34,72±4,61b 
(24) 

64,5±12,3b 
(16) 

 
NF40 

(f) 
7,19±0,52b 

(24) 
13,75±1,74b 

(23) 
21,09±3,09b 

(20) 
26,74±5,31b 

(16) 
49,0±7,9b 

(11) 
 

DI 
(g) 

6,60±0,67 
(19) 

11,99±1,70a 
(19) 

15,54±1,74a 
(19) 

19,25±2,74a 
(19) 

29,2±5,8a 
(13) 

 
DS 
(h) 

6,59±0,76 
(23) 

12,11±1,29b 
(23) 

16,09±1,33b 
(23) 

19,17±2,02b 
(23) 

28,9±6,5b 
(16) 

 
DF10 

(i) 
7,35±0,78h 

(28) 
12,00±1,74d 

(28) 
14,46±1,57d,h

(27) 
15,96±2,45d,h 

(26) 
23,5±8,3d,h 

(12) 
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PPEESSOO  CCOORRPPOORRAALL  
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FFIIGGUURRAA  11 -- Variação dos pesos corporais entre o início (1º dia de vida) e o fim (25-30 
dias) do tratamento com fluoxetina (F; nas doses de 5, 10, 20 e 40 mg/kg, s.c.). Os 
dados (média±e.p.m.) são expressos como percentual dos valores dos grupos controles 
injetados com solução salina (S). N e D indicam, respectivamente, grupos nutridos e 
desnutridos. I representa grupos “ïngênuos”, que não sofreram qualquer injeção (grupos 
não injetados). A fluoxetina era administrada diariamente, por via subcutânea. *P < 
0,05 em relação ao respectivo valor do grupo controle (NS ou DS; ANOVA, seguida do 
teste do Tukey). NS, n = 23, 21; NI, n = 12, 16; NF5, n = 20, 15; NF10, n = 25, 15; 
NF20, n = 17, 16; NF40, n = 24, 12; DS, n = 23, 20; DI, n = 19, 17; DF10, n = 28, 17. 
 

 

 

 

 

 

 

 

*

* 

* 

* * 

* *

*
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TTAABBEELLAA  44  -- Pesos encefálicos de ratos jovens (25-30 dias) nutridos (N) e desnutridos 
(D) no início da vida, e submetidos, durante o aleitamento, a uma das seguintes 
condições: 1) tratamento com fluoxetina (F; nas doses de 5, 10, 20 e 40 mg/kg, s.c.); 2) 
aplicação de volume equivalente de solução salina (S; grupos controles); 3) não 
injetados com qualquer solução (grupos “ingênuos”; I). Os valores representam a média 
± desvio-padrão, com o número de animais indicado entre parênteses. As letras 
minúsculas indicam valores diferentes (P < 0,05) dos respectivos valores dos grupos 
marcados com a mesma letra, na coluna da esquerda. A análise estatística utilizada foi 
ANOVA, seguida do teste de Tukey. 
 

PPEESSOO  EENNCCEEFFÁÁLLIICCOO  ((gg))  GGRRUUPPOO  
ÚÚMMIIDDOO  SSEECCOO  

 
NI 
(a) 

 
1,4548±0,0696 

(6) 

 
0,2832±0,0128 

(6) 
 

NS 
(b) 

1,4134±0,0906 
(6) 

0,2695±0,0206 
(6) 

 
NF5 
(c) 

1,4025±0,0794 
(7) 

0,2654±0,0238 
(7) 

 
NF10 

(d) 
1,4364±0,0326 

(6) 
0,2410±0,0037 

(6) 
 

NF20 
(e) 

1,3952±0,0688 
(6) 

0,2638±0,0192 
(6) 

 
NF40 

(f) 
1,2858±0,1260 

(2) 
0,2381±0,0199 

(2) 
 

DI 
(g) 

1,1373±0,0797a 
(8) 

0,2188±0,0153a 
(8) 

 
DS 
(h) 

1,1832±0,1055b 
(8) 

0,2257±0,0168b 
(8) 

 
DF10 

(i) 
1,0333±0,1005h,d 

(13) 
0,1888±0,0242h,d 

(13) 
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FFIIGGUURRAA  22 -- Pesos encefálicos úmidos relativos aos pesos corporais, obtidos no dia do 
experimento, de animais jovens (25-30 dias) nutridos (N), submetidos durante o 
aleitamento a uma das seguintes situações: 1) injetados diariamente, duas vezes ao dia, 
com fluoxetina (F; nas doses de 5, 10, 20 e 40 mg/kg, s.c.); 2)  tratados com solução 
salina (S; grupo controle para os animais injetados com fluoxetina); 3) não injetados 
com qualquer solução (“ïngênuos”, grupo  I). Os dados estão expressos em 
média±e.p.m. Não houve diferenças entre os grupos analisados (ANOVA, seguida do 
teste do Tukey). NS, n=6; NI, n=6; NF5, n=7; NF10, n=6; NF20, n=6; NF40, n=2. 
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FFIIGGUURRAA 33 -- Pesos encefálicos úmidos relativos aos pesos corporais, obtidos no dia do 
experimento, de animais jovens (25-30 dias) nutridos (N) e desnutridos (D) no início da 
vida, e submetidos durante o aleitamento a uma das seguintes situações: 1) injetados 
com fluoxetina (F; 10 mg/kg, s.c.); 2) tratados com volume equivalente de solução 
salina (S; grupos controles); 3) não injetados com qualquer solução (“ïngênuos”, grupos  
I). Os dados estão expressos em média±e.p.m. *P < 0,05 em relação ao controle DS. †P 
< 0,05 em relação aos grupos nutridos correspondentes (ANOVA, seguida do teste do 
Tukey). NS, n = 6; NI, n = 6; NF10, n = 6; DS, n = 8; DI, n = 8; DF10, n = 9. 

 

 

 

 

 

 

 

 

*
†

† †
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TTAABBEELLAA  55  -- Velocidades de propagação da DA em ratos jovens (25-30 dias) nutridos 
(N) e desnutridos (D) no início da vida, e submetidos, durante o aleitamento, a uma das 
seguintes condições: 1) tratamento com fluoxetina (F; nas doses de 5, 10, 20 e 40 
mg/kg, s.c.); 2) aplicação de volume equivalente de solução salina (S; grupos controles); 
3) não injetados com qualquer solução (grupos “ingênuos”; I). Os valores representam a 
média ± desvio-padrão em cada hora de registro, com o número de animais indicado 
entre parênteses. As letras minúsculas indicam valores diferentes (P < 0,05) dos 
respectivos valores dos grupos marcados com a mesma letra, na coluna da esquerda. A 
análise estatística utilizada foi ANOVA, seguida do teste de Tukey. 
 

VVEELLOOCCIIDDAADDEE  DDAA  DDAA  ((mmmm//mmiinn))  GGRRUUPPOOSS  
((2255--3300dd))  11aa  hh  22aa  hh  33aa  hh  44aa  hh  

 
NI 
(a) 

 
3,75±0,12 

(15) 

 
3,81±0,13 

(15) 

 
3,87±0,15 

(15) 

 
3,92±0,20 

(15) 
 

NS 
(b) 

3,71±0,21 
(18) 

3,77±0,18 
(18) 

3,80±0,17 
(18) 

3,89±0,19 
(18) 

 
NF5 
(c) 

3,50±0,19 
(15) 

3,63±0,33 
(15) 

3,67±0,41 
(15) 

3,73±0,37 
(15) 

 
NF10 

(d) 
3,47±0,19b 

(15) 
3,51±0,22b 

(15) 
3,62±0,20 

(15) 
3,63±0,20 

(15) 
 

NF20 
(e) 

3,04±0,27b 
(16) 

3,16±0,33b 
(16) 

3,23±0,36b 
(16) 

3,28±0,33b 
(15) 

 
NF40 

(f) 
2,93±0,23b 

(11) 
3,22±0,30b 

(11) 
3,33±0,28b 

(11) 
3,39±0,22b 

(10) 
 

DI 
(g) 

4,11±0,35a 
(13) 

4,49±0,29a 
(13) 

4,59±0,33a 
(13) 

4,72±0,27a 
(13) 

 
DS 
(h) 

4,25±0,29b 
(15) 

4,57±0,42b 
(15) 

4,74±0,42b 
(15) 

4,90±0,49b 
(15) 

 
DF10 

(i) 
3,55±0,24h 

(12) 
3,80±0,28h 

(12) 
3,75±0,57h 

(12) 
3,92±0,33h 

(11) 
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TTAABBEELLAA  66  -- Velocidades de propagação da DA em ratos adultos (60-70 dias) nutridos 
(N) e desnutridos (D) no início da vida, e submetidos, durante o aleitamento, ao 
tratamento subcutâneo com fluoxetina (F; 10 mg/kg) ou com volume equivalente de 
solução salina (S; grupos controles). Os valores representam a média ± desvio-padrão 
em cada hora de registro, com o número de animais indicado entre parênteses. As letras 
minúsculas indicam valores diferentes (P < 0,05) dos respectivos valores dos grupos 
marcados com a mesma letra, na coluna da esquerda. A análise estatística utilizada foi 
ANOVA, seguida do teste de Tukey. 
 

VVEELLOOCCIIDDAADDEE  DDAA  DDAA  ((mmmm//mmiinn))  GGRRUUPPOOSS  
((6600--7700dd)) 11aa  hh  22aa  hh  33aa  hh  44aa  hh  

 
NS 
(a) 

 
3.36±0.09 

(6) 

 
3.26±0.11 

(5) 

 
3.32±0.09 

(6) 

 
3.33±0.14 

(6) 
 

NF10 
(b) 

2.98±0.18a 
(7) 

2.85±0.28 
(7) 

2.84±0.30a 
(7) 

2.89±0.29 
(7) 

 
DS 
(c) 

3.98±0.39a 
(5) 

3.97±0.37a 
(5) 

4.05±0.50a 
(5) 

4.06±0.52a 
(4) 

 
DF10 

(d) 
3.19±0.25c 

(6) 
3.09±0.30c 

(6) 
3.06±0.35c 

(6) 
3.15±0.19c 

(6) 
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FFIIGGUURRAA  44  -- Registros eletrofisiológicos da depressão alastrante (DA; 
eletrocorticograma – ECoG, 0,5 mV; e, variação lenta de voltagem que acompanha a 
DA – VLV, 10 mV) no córtex parietal de ratos jovens (25-30 dias) nutridos (N), 
submetidos durante o aleitamento a uma das seguintes situações: 1) injetados 
subcutaneamente com fluoxetina (F; nas doses de 5, 10, 20 e 40 mg/kg); 2)  tratados 
com solução salina (S; grupo controle); 3) não injetados com qualquer solução 
(“ïngênuos”; I). A barra horizontal, no traçado, indica o período de estimulação com 
KCl a 2% (1 minuto) necessário para deflagrar a DA na região frontal do mesmo 
hemisfério. Os números 1 e 2, no esquema (à direita), indicam os pontos de registro, 
marcados com os mesmos números à esquerda do traçado. O esquema mostra também o 
local de aplicação do estímulo (KCl) e o eletrodo de referência (R), sobre os ossos 
nasais. 
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FFIIGGUURRAA  55  -- Registros eletrofisiológicos da depressão alastrante (DA; 
eletrocorticograma – ECoG, 0,5 mV; e, variação lenta de voltagem que acompanha a 
DA – VLV, 10 mV) no córtex parietal de ratos jovens (25-30 dias) desnutridos (D), 
injetados durante o aleitamento com fluoxetina (F; 10 mg/kg, s.c.); ou, com volume 
equivalente de solução salina (S); ou, não injetados com qualquer solução (“ïngênuos”, 
I). A barra horizontal, no traçado, indica o período de estimulação com KCl a 2% (1 
minuto) necessário para deflagrar a DA na região frontal do mesmo hemisfério. Os 
números 1 e 2, no esquema (à direita), indicam os pontos de registro, marcados com os 
mesmos números à esquerda do traçado. O esquema mostra também o local de 
aplicação do estímulo (KCl) e o eletrodo de referência (R), sobre os ossos nasais. 
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FFIIGGUURRAA  66  -- Registros eletrofisiológicos da depressão alastrante (DA; 
eletrocorticograma – ECoG, 0,5 mV; e, variação lenta de voltagem que acompanha a 
DA – VLV, 10 mV) no córtex parietal de ratos adultos (60-70 dias) nutridos (N) e 
precocemente desnutridos (D), injetados durante o aleitamento com fluoxetina (F; 10 
mg/kg, s.c.); ou, com volume equivalente de solução salina (S). A barra horizontal, no 
traçado, indica o período de estimulação com KCl a 2% (1 minuto) necessário para 
deflagrar a DA na região frontal do mesmo hemisfério. Os números 1 e 2, no esquema 
(à direita), indicam os pontos de registro, marcados com os mesmos números à esquerda 
do traçado. O esquema mostra também o local de aplicação do estímulo (KCl) e o 
eletrodo de referência (R), sobre os ossos nasais. 
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3.4. Efeito do Tratamento Farmacológico Tópico 

 

 A aplicação tópica (T) de fluoxetina nas concentrações de 5 ou 10 mg/ml 

(grupos T5 e T10), no córtex parietal, reduziu significativamente, de forma “dose-

dependente”, a velocidade de propagação da DA, nos animais nutricionalmente normais 

quando comparada aos seus valores basais (antes da aplicação da droga). Redução 

significativa decorrente do tratamento tópico com fluoxetina à concentração de 10 

mg/ml também foi observada nos ratos desnutridos. Após lavagem da região tratada 

com solução salina, os valores de velocidade de propagação da DA passaram a ser 

semelhantes àqueles obtidos antes da aplicação da droga. A redução máxima da 

velocidade de propagação da DA, após o tratamento farmacológico tópico cortical 

atingiu os seguinte valores, respectivamente, para os grupos NT5, NT10 e DT10: 

7,63±1.46% , 43,30±10.27% e 22,40±3.34% (Figura 7). 

 Além disso, nos animais nutridos tratados com fluoxetina a 10 mg/ml, a 

velocidade da DA às vezes não pôde ser avaliada em 4 dos 14 ratos (28,6%), pois nesses 

casos sua propagação foi interrompida no ponto cortical tratado com fluoxetina. Antes 

da aplicação tópica de fluoxetina, as DAs sempre se propagaram normalmente para os 

dois pontos de registro, em 100% dos casos. Nos desnutridos, tal bloqueio não foi 

observado. Registros ilustrativos dos efeitos do tratamento tópico cortical com 

fluoxetina estão mostrados na Figura 8. 
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AAPPLLIICCAAÇÇÃÃOO  TTÓÓPPIICCAA  DDEE  FFLLUUOOXXEETTIINNAA    
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FFIIGGUURRAA  77  -- Redução da velocidade da depressão alastrante (DA) em ratos adultos 
nutridos (N) e desnutridos (D) após aplicação tópica (T) de fluoxetina. T5 e T10 
indicam, respectivamente, grupos tratados com fluoxetina nas concentrações de 5 e 10 
mg/ml. A solução foi aplicada topicamente durante 10 min imediatamente antes da 
deflagração da DA com KCl em uma área circular (3-4 mm de diâmetro) na superfície 
do córtex parietal (locais de registro), sobre a dura-máter intacta. Os dados 
(média±e.p.m.) são expressos como percentuais dos valores controles (antes da 
aplicação de fluoxetina). Máx. Red., redução máxima da velocidade da DA (atingida 
cerca de 10-110 min após a primeira aplicação de fluoxetina). Recup., recuperação dos 
efeitos da fluoxetina (obtido após 20-80 min da redução máxima). *indica que todos os 
valores “Máx. Red.” são diferentes dos correspondentes valores controles (P < 0,05; 
teste t pareado). NT5, n = 12; NT10, n = 14; DT10, n = 8. 
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FFIIGGUURRAA  88  --  Eletrocorticograma (ECoG) e variação lenta de voltagem (VLV) em ratos 
nutridos (N) e desnutridos (D), mostrando os efeitos das aplicações tópicas (T) de 
fluoxetina (5 ou 10 mg/ml; respectivamente, T5 ou T10) sobre a depressão alastrante 
(DA). A barra horizontal, no traçado, indica o período de estimulação com KCl a 2% (1 
minuto) necessário para deflagrar a DA na região frontal do mesmo hemisfério. Os 
números 1 e 2, no esquema (à direita), indicam os pontos de registro, marcados com os 
mesmos números à esquerda do traçado. O esquema mostra também o local de 
aplicação do estímulo (KCl) e o eletrodo de referência (Ref.), sobre os ossos nasais. Em 
cada animal, A mostra um registro controle (antes da fluoxetina). A aplicação de Ringer 
(R), diferentemente da de fluoxetina (F), não modificou significativamente as 
amplitudes da DA (comparar A e B). Reduções nas amplitudes da VLV, após aplicação 
de fluoxetina, estão mostradas em C em todos os animais (nos pontos de registro 1 e 2 
para os ratos NT5 e NT10, e no ponto 2, para o rato MT10; pode-se observar neste 
último animal que a amplitude da VLV se alterou somente na região 2, que havia sido 
tratada com fluoxetina). No rato NT10 (D), é possível notar o bloqueio da DA nos dois 
pontos de registro, após aquelas regiões terem sido tratadas com fluoxetina. A 
recuperação dos efeitos da aplicação tópica de fluoxetina pode ser visto em D (nos ratos 
NT5 e DT10) e em E (nos NT10), após lavagem da região tratada com Ringer. O tempo 
em minutos se refere ao tempo decorrido após os registros controles. 

1 

2 

Ref. 

KCl 
VLV + ECoG 

ECoG 

VLV 

ECoG 

A 
(t = 0 min) 

B 
(20 min) 

C 
(140 min)

D 
(220 min)

NT5 

-
+ 10 mV

-
+

0.5 mV

1

1

2

2

F 

R 

R 

F 

R

R

1

1

2

2

A 
(t = 0 min)

B 
(20 min)

C 
(140 min) 

D 
(200 min)

DT10 

R F R 

1

2

1

2

A 
(t = 0 min) 

B 
(20 min) 

C 
(140 min) 

D 
(180 min)

E 
(200 min)

NT10 

R 

R 

F

F

F 

F 

R

R 



 48

44..  AANNÁÁLLIISSEESS  MMOORRFFOOMMÉÉTTRRIICCAASS  

 

Foram analisados os números totais, bem como as áreas do corpo celular de 

neurônios NADPH-d positivos, na área visual primária (área 17) de cada um dos 

hemisférios cerebrais. Isto, com o objetivo de se identificar, além das possíveis 

diferenças decorrentes dos tratamentos farmacológicos e nutricionais, aquelas que 

pudessem ser devidas à deflagração e/ou propagação da DA cortical. 

 

 

4.1. Número de Neurônios NADPH-d Positivos 

 

Nas comparações intragrupos não se verificou diferenças entre o hemisfério da 

DA (hemisfério direito) e o hemisfério contralateral (esquerdo) em qualquer dos grupos 

estudados (Figura 9). 

Nas observações intergrupos, os números de neurônios dos hemisférios 

esquerdos correspondentes foram semelhantes entre si independentemente dos 

tratamentos, se farmacológicos ou nutricionais. Ao se realizar as mesmas comparações, 

porém no hemisfério direito, o número de neurônios NADPH-d positivos do grupo 

fluoxetina desnutrido (DF10) foi significativamente inferior ao do grupo controle (DS), 

nas demais aferições nenhuma diferença pode ser detectada. Todavia, aquele efeito 

deixou de existir quando os dois hemisférios foram estudados conjuntamente (Figuras 9 

e 10). 
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4.2. Área do Corpo Celular de Neurônios NADPH-d Positivos 

 

Quanto a este parâmetro, observou-se que o valor médio da área do corpo celular 

do hemisfério direito (lado da DA) do grupo fluoxetina-nutrido (NF10) era 

significativamente maior que o do hemisfério esquerdo. Nas demais comparações 

intragrupos, os valores médios inter-hemisférios são semelhantes (Figura 11). 

Nas comparações intergrupos, quando se analisam isoladamente os hemisférios 

cerebrais, os valores médios da área do soma são equivalentes independentemente do 

tipo de tratamento ou do estado nutricional. No entanto, quando se estudam os dois 

hemisférios conjuntamente, a área do soma do grupo fluoxetina nutrido (NF10) é maior 

que a do grupo controle (NS). Tal efeito não foi encontrado nos correspondentes grupos 

desnutridos, nem houve diferenças quando se analisou o aspecto nutricional (Figuras 11, 

12 e 13). 
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NNÚÚMMEERROO  DDEE  NNEEUURRÔÔNNIIOOSS  NNAADDPPHH--dd  PPOOSSIITTIIVVOOSS  
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FFIIGGUURRAA  99  -- Número de neurônios NADPH-d positivos em cada um dos hemisférios 
cerebrais (direito e esquerdo) da área visual primária (área 17) de animais jovens (25-30 
dias) nutridos (N) e desnutridos (D) no início da vida, e submetidos durante o 
aleitamento à injeção diária de fluoxetina (F; 10 mg/kg, s.c.) ou de volume equivalente 
de solução salina (S; grupos controles). Foram analisados 5 cortes de 150 µm de 
espessura por animal. Os dados representam a média±e.p.m. *P < 0,05 em comparação 
ao hemisfério direito do grupo DS (ANOVA, seguida do teste do Tukey). NS, n = 7; 
NF10, n = 7; DS, n = 8; DF10, n = 6. 
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NNÚÚMMEERROO  DDEE  NNEEUURRÔÔNNIIOOSS  NNAADDPPHH--dd  PPOOSSIITTIIVVOOSS  
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FFIIGGUURRAA  1100  -- Número de neurônios NADPH-d positivos totais (ambos os hemisférios) 
da área visual primária (área 17) de animais jovens (25-30 dias) nutridos (N) e 
desnutridos (D) no início da vida, e submetidos durante o aleitamento à injeção diária de 
fluoxetina (F; 10 mg/kg, s.c.) ou  de volume equivalente de solução salina (S; grupos 
controles). Foram analisados 5 cortes de 150 µm de espessura por animal. Os dados 
representam a média±e.p.m. Não foram encontradas diferenças estatísticas entre os 
grupos (ANOVA, seguida do teste do Tukey). NS, n = 7; NF10, n = 7; DS, n = 8; 
DF10, n = 6. 
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ÁÁRREEAA  DDOO  CCOORRPPOO  CCEELLUULLAARR  DDEE  NNEEUURRÔÔNNIIOOSS  NNAADDPPHH--dd  PPOOSSIITTIIVVOOSS  
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FFIIGGUURRAA  1111  -- Área do corpo celular (soma) de neurônios NADPH-d positivos em cada 
um dos hemisférios cerebrais (direito e esquerdo) da área visual primária (área 17) de 
animais jovens (25-30 dias) nutridos (N) e desnutridos (D) no início da vida, e 
submetidos durante o aleitamento à injeção diária de fluoxetina (F; 10 mg/kg, s.c.) ou  
de volume equivalente de solução salina (S; grupos controles). Foram analisadas 20 
células por animal. Os dados representam a média±e.p.m. *P < 0,05 em comparação ao 
hemisfério esquerdo do mesmo grupo (ANOVA, seguida do teste do Tukey). NS, n = 7; 
NF10, n = 7; DS, n = 8; DF10, n = 6. 
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FFIIGGUURRAA  1122  -- Área do corpo celular (soma) de neurônios NADPH-d positivos totais 
(ambos os hemisférios) da área visual primária (área 17) de animais jovens (25-30 dias) 
nutridos (N) e desnutridos (D) no início da vida, e submetidos durante o aleitamento à 
injeção diária de fluoxetina (F; 10 mg/kg, s.c.) ou  de volume equivalente de solução 
salina (S; grupos controles). Foram analisadas 20 células por animal. Os dados 
representam a média±e.p.m. *P < 0,05 em comparação ao grupo controle NS. ANOVA, 
seguida do teste do Tukey. NS, n = 7; NF10, n = 7; DS, n = 8; DF10, n = 6. 
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FFIIGGUURRAA  1133  -- Fotomicrografias de células NADPH-d positivas da área visual primária 
(área 17) de animais jovens (25-30 dias) nutridos (N) e desnutridos (D) no início da 
vida, e submetidos durante o aleitamento à injeção diária de fluoxetina (10 mg/kg, s.c.) 
ou de volume equivalente de solução salina (S; grupos controles). Escala da barra: 20 
µm. 
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55..  NNEEUURROOGGÊÊNNEESSEE  

 

Como mencionado em “Métodos”, esta parte do presente trabalho foi realizada 

no Departamento de Psicologia da Universidade de Princeton (EUA), sob a supervisão 

do prof. Barry Jacobs, na vigência de “bolsa de Doutorado Sanduíche” concedida pelo 

CNPq. 

O número de células neuronais da região hipocampal (camadas granulares, 

subgranulares e hilo) que incorporaram ao seu DNA o 5-bromo-2-deoxiuridina (BrdU) 

foi semelhante quando se compararam os grupos tratados com fluoxetina com os seus 

respectivos controles, tratados com solução salina. Essa ausência de efeito foi 

demonstrada tanto aos 25, como aos 60 dias de vida. Todavia, o número de células 

marcadas pelo BrdU foi muito mais elevado no início da vida, do que na idade adulta; 

cerca de quase 3 vezes mais que nesta última fase da vida (Tabela 7 e Figura 14). 

 

 

5.1. Relação entre Neurogênese e Estresse 

 

O estresse induzido de forma aguda aos 60 dias de vida, tanto através da 

aplicação de lipopolissacarídeo (L), como por meio da contensão (C), não exerceu 

qualquer efeito sobre o número de células hipocampais (camadas granulares, 

subgranulares e hilo) positivas ao BrdU. Da mesma maneira, o tratamento precoce com 

fluoxetina não influenciou a resposta do hipocampo do animal adulto a qualquer dos 

dois tipos de agentes estressores (Tabela 8). 
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TTAABBEELLAA  77  -- Número de neurônios hipocampais positivos ao 5-bromo-2-deoxiuridina 
de ratos submetidos durante o aleitamento a uma única aplicação diária de fluoxetina 
(F; 10 mg/kg, s.c.) ou de volume equivalente de solução salina (S; grupos controles). O 
efeito do tratamento precoce foi investigado aos 25 e 60 dias de idade. As letras 
minúsculas indicam valores diferentes (P < 0,05) dos respectivos valores dos grupos 
marcados com a mesma letra, na coluna do meio. A análise estatística utilizada foi 
ANOVA, seguida do teste de Tukey. 

 

IIDDAADDEE  EEXXPPEERRIIMMEENNTTAALL  GGRRUUPPOO  MMÉÉDDIIAA  ±±  EE..PP..MM  
 

S-25 (n=5) 
(a) 

 

858,0 ± 23,6c 
25 dias 

F-25 (n=6) 
(b) 

 
848,5 ± 35,6d 

 
S-60 (n=2) 

(c) 
 

313,0 ± 11,0 

60 dias 
F-60 (n=4) 

(d) 
 

289,0 ± 19,9 
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FFIIGGUURRAA  1144  -- Fotomicrografias de fatias coronais (Bregma - 5.20) de hipocampos de 
ratos marcados com anti-bromodeoxiuridina aos 25 ou aos 60 dias de vida. Os animais 
foram tratados durante o período de lactação com fluoxetina (F; 10 mg/kg/dia, s.c.) ou 
com volume equivalente de solução salina (S; grupos controles). As células ou grupos 
celulares positivos a bromodeoxiuridina (pontos marrons) estão identificados pelas 
setas. Escala da barra: 20 µm. 
 

 

 

 

 

F-25 

S-60S-25 

F-60



 58

 

TTAABBEELLAA  88  -- Número de neurônios hipocampais positivos ao 5-bromo-2-deoxiuridina 
de ratos tratados durante o aleitamento com uma única aplicação diária de fluoxetina (F; 
10 mg/kg, s.c.) ou de volume equivalente de solução salina (S; grupos controles) e, 
submetidos aos 60 dias de vida a uma das seguintes condições: 1) duas injeções de 
lipopolissacarídeo (L; 1 mg/kg, i.p.; grupos F-L e S-L) ou de solução salina (5 ml/kg; 
grupos F-S e S-S); 2) contensão (C) durante duas horas (grupos F-C e S-C; que foram 
comparados, respectivamente, aos grupos F-60 e S-60 do estudo anterior). Não foram 
encontradas diferenças estatísticas entre os grupos (ANOVA, seguida do teste de 
Tukey). 

 
AAGGEENNTTEESS  EESSTTRREESSSSOORREESS GGRRUUPPOO  MMÉÉDDIIAA  ±±  EE..PP..MM  

 
S-S (n=2) 

 
288,0 ± 10,0 

 
S-L (n=3) 

 
282,0 ± 31,7 

 
F-S (n=2) 

 
265,0  ±  4,0 

Lipopolissacarídeo 
(L) 

F-L (n=3) 
 

228,0 ± 25,9 
 

 
S-60 (n=2) 

 
313,0 ± 11,0 

 

S-C (n=4) 288,8 ± 10,5 
 

F-60 (n=4) 289,0 ± 19,9 
 

Contensão 
(C)  

F-C (n=2) 
 

225,0  ±  5,0 
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DDIISSCCUUSSSSÃÃOO  

 

Os dados apresentados demonstram que o tratamento farmacológico com 

fluoxetina no início da vida, associado ou não à desnutrição precoce, foi eficaz em 

reduzir de forma dose-dependente a velocidade de propagação do fenômeno da 

depressão alastrante (DA), o qual tem sido relacionado à excitabilidade cerebral. 

Adicionalmente, ele também influenciou alguns dos parâmetros ponderais investigados, 

mantendo inalterados alguns aspectos da imunohistoquímica cerebral. Esses resultados 

serão discutidos à luz da literatura, apresentando-se quando pertinente, os mecanismos 

possíveis para explicar os efeitos observados. 

A administração de fluoxetina no período de rápido crescimento do encéfalo 

(aleitamento) provocou diminuição do peso corporal desde as fases iniciais do 

tratamento. Esse efeito ocorreu de forma dependente da dose, sendo diretamente 

proporcional à mesma. É interessante notar que a desnutrição não modificou o efeito da 

droga sobre o ganho reduzido de peso corporal, observado nos animais nutridos. Essas 

alterações ponderais podem estar relacionadas ao aumento na disponibilidade sináptica 

de serotonina (5-HT) decorrente do tratamento com fluoxetina (Fuller et al., 1991). De 

fato, a associação entre atividade serotoninérgica e controle da ingestão alimentar tem 

sido bastante documentada (Blundell, 1992; Leibowitz e Shor-Posner, 1986; Simansky, 

1996; Mancilla-Diaz et al., 2005). Dados da literatura atribuem, a muitas das drogas que 

agem no sistema serotoninérgico, um efeito anoréxico (Silverstone, 1992; Garattini, 

1995; Halford e Blundel, 1996), que culminaria com a redução do peso corporal. 

Adicionalmente, outros trabalhos de nosso laboratório utilizando drogas que estimulam 

o sistema serotoninérgico e até mesmo a fluoxetina, também têm encontrado resultados 
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similares (Amâncio-dos-Santos, 2001; Manhães-de-Castro et al., 2001; Barreto-

Medeiros et al., 2004). 

No que se refere a fluoxetina, esse fármaco tem sido utilizado como um 

supressor de apetite em tratamentos que têm como objetivo a redução de peso corporal, 

sobretudo em situações nas quais a obesidade é decorrente de alterações psíquicas 

relacionadas à ansiedade ou depressão, isto é, a alterações nos níveis de 

neurotransmissores cerebrais, especialmente, a 5-HT (Salvador et al., 2002). Há de se 

admitir, contudo, que tal efeito, se desejável em indivíduos adultos, pode não ser 

apropriado quando se trata de sujeitos recém-nascidos, como ocorrido nesse trabalho. 

Os inibidores seletivos da recaptação de serotonina (ISRS) têm sido prescritos para o 

tratamento de depressão pós-parto, por apresentarem menos efeito colateral que drogas 

similares (Fuller et al., 1991), mais especificamente a fluoxetina tem sido utilizada com 

essa finalidade (Heikkinen et al., 2003). Diante da possibilidade de que esses fármacos 

possam chegar às crianças através do leite materno (Heikkinen et al., 2003), este 

trabalho reforça um alerta a essas situações. 

Todavia, vale ressaltar que o principal objetivo deste trabalho tem sido 

simplesmente estimular um sistema neurotransmissor, no início da vida (como 

instrumento para tal foi usada a fluoxetina) e investigar como o cérebro responderia a tal 

estímulo. Adicionalmente, buscar alguma resposta que possa esclarecer como essa 

ativação do sistema serotoninérgico poderia influenciar o fenômeno da DA, cujos 

mecanismos subjacentes ainda não estão totalmente elucidados. É digno de nota 

também que, apesar de o ganho de peso corporal estar reduzido em decorrência do 

tratamento farmacológico, não foram detectadas reduções de peso encefálico, nem 

alterações significativas nas análises imunohistoquímicas cerebrais, pelo menos nos 

animais nutricionalmente normais. Desta feita, embora a variável peso corporal deva ser 
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sempre considerada, até mesmo por ser uma medida de fácil aquisição, é possível que 

ela não seja a única, ou mesmo a melhor indicadora de eficácia terapêutica. 

O impacto negativo da desnutrição sobre o peso corporal é tema extensivamente 

relatado e conhecido (Almeida et al., 2002). O fato de se submeter animais à 

desnutrição neste trabalho teve por finalidade investigar como seria o efeito da 

fluoxetina em animais desnutridos, se este seria potencializado ou suprimido. Mais uma 

vez pôde ser confirmado que a desnutrição, imposta pela administração da dieta básica 

regional (DBR) às nutrizes no período do aleitamento, provocou redução significante do 

peso corporal dos filhotes, provavelmente devido a alterações tanto na quantidade, 

como na qualidade do leite materno (Crnic e Chase, 1978; Wanderley, 2001; Teodósio 

et al., 1990).  

Dependendo de sua intensidade, a desnutrição precoce, além de afetar o peso 

corporal, pode também reduzir o peso encefálico total. Essa redução resulta 

provavelmente do menor número e/ou menor tamanho dos elementos celulares, bem 

como de alterações nos processos de maturação neuronal, levando a diminuição do 

desenvolvimento da arborização dendrítica, sináptica e da mielinização (Morgane et al., 

1993; Picanço-Diniz et al., 1998; Borba et al., 2000; Rocha-de-Melo et al., 2004). 

Nossos dados mostraram que os animais desnutridos pela DBR apresentaram pesos 

cerebrais absolutos (úmido e seco) menores ao serem comparados aos de animais 

nutridos, confirmando dados anteriores (Teodósio et al., 1990; Santos-Monteiro et al., 

2000).  

Por outro lado, a relação entre o peso do encéfalo e o peso corporal foi maior 

para os animais desnutridos. Isto pode indicar desproporção entre o conjunto do 

organismo e a cabeça, freqüentemente uma conseqüência da desnutrição. É bastante 

conhecido na literatura que o crescimento do encéfalo não é tão afetado pela agressão 
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nutricional quanto o de outros órgãos (Resnick e Morgane, 1984; Teodósio et al., 1990). 

Assim, esse peso encefálico relativo mais alto dos animais desnutridos ocorreu às custas 

do maior impacto da desnutrição sobre o peso corporal, e não por aumento do peso 

cerebral; uma vez que os pesos absolutos (úmido e seco) dos encéfalos desses animais 

eram claramente menores que o dos correspondentes animais nutridos. 

No caso dos animais nutridos, o tratamento com fluoxetina durante o 

aleitamento não exerceu influência sobre os pesos encefálicos, a despeito do reduzido 

ganho de peso corporal que sugeria certo grau de desnutrição, sofrida por esses animais. 

Esses dados parecem evidenciar a existência de mecanismos de proteção para o sistema 

nervoso, de modo a poupá-lo, em relação aos outros sistemas, mediante agressões 

exógenas em sua fase mais crítica de desenvolvimento, neste caso, o aleitamento 

(Morgane et al., 1978; 1993). O aumento da disponibilidade de 5-HT a partir da 

fluoxetina (Fuller et al., 1991), se por um lado provoca hipofagia, por outro, poderia 

acentuar aqueles mecanismos de proteção, uma vez que a 5-HT parece atuar como um 

fator trófico sinalizando ou regulando o desenvolvimento, inclusive estimulando as 

células gliais a produzir outros fatores tróficos de crescimento (Whitaker-Azmitia et al., 

1996; Rubenstein, 1998). Resultados similares foram encontrados por Amâncio-dos-

Santos (2001) ao tratar animais, durante essa mesma fase da vida, com um outro ISRS, 

o citalopram. 

Nos animais desnutridos, aqueles tratados com fluoxetina apresentaram pesos 

encefálicos absolutos significativamente menores e pesos relativos maiores que aqueles 

de seu controle (grupo DS). Ou seja, embora a administração isolada de fluoxetina não 

tenha interferido de forma negativa sobre o peso do encéfalo, tal efeito passa a existir 

quando ela se associa a um potente agente agressor, a desnutrição precoce. Assim, é 

possível que a somação de dois fatores que sabidamente acarretam alterações ponderais 
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(Picanço-Diniz et al., 1998; Borba et al., 2000; Rocha-de-Melo et al., 2004; Amâncio-

dos-Santos, 2001; Manhães-de-Castro et al., 2001; Barreto-Medeiros et al., 2004), 

comprometam aquele efeito trófico que a maior disponibilidade de 5-HT pudesse 

exercer sobre o cérebro (Whitaker-Azmitia et al., 1996; Rubenstein, 1998). Tem sido 

bastante documentado que desnutrição no início da vida acarreta inúmeras seqüelas ao 

arcabouço estrutural do sistema nervoso (Picanço-Diniz et al., 1998; Borba et al., 2000; 

Rocha-de-Melo et al., 2004), dessa forma, é coerente supor que ela possa ter 

representado, neste caso, um obstáculo à atuação da 5-HT como um regulador do 

crescimento e do desenvolvimento. 

A DBR imposta aos animais no período de aleitamento, produziu um efeito 

facilitador sobre a DA cortical, a julgar pelas maiores velocidades de propagação nos 

grupos desnutridos controles (tratados com solução salina ou não injetados) em 

comparação com os respectivos grupos nutridos. Essa maior susceptibilidade à DA 

encontrada neste estudo confirma achados anteriores (Guedes, 1984; Guedes et al., 

1987; Andrade et al., 1990; Ximenes-da-Silva e Guedes, 1991; Guedes et al., 1996; 

Rocha-de-Melo e Guedes, 1997; Santos-Monteiro et al., 2000) e evidencia, mais uma 

vez, a grande sensibilidade do córtex cerebral à deficiência nutricional, sobretudo 

durante o aleitamento.  

 A presente investigação foi dirigida especialmente à avaliação das alterações 

eletrofisiológicas corticais após tratamento com fluoxetina em um período de extrema 

importância para o desenvolvimento do sistema nervoso, que é o período de aleitamento 

em ratos. Os resultados apresentados mostram que, em ambas as situações nutricionais, 

os animais tratados com fluoxetina apresentaram velocidades de propagação da DA 

menores que as dos animais controles (injetados com solução salina), sendo esse efeito 

dependente da dose.  
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Adicionalmente, o tratamento precoce com fluoxetina parece influenciar de 

forma duradoura o fenômeno da DA, haja vista o fato de que os mesmos efeitos 

observados imediatamente após o desmame ainda permaneciam na idade adulta (60-70 

dias). O que sugere, como um possível mecanismo subjacente, a ocorrência de 

modificações estruturais nos dois grupos estudados. Interessantemente, alterações 

persistentes no sistema transportador da 5-HT têm sido recentemente descritas em ratos 

adultos tratados precocemente com aquele mesmo fármaco (Bock et al., 2005). 

Um papel freqüentemente inibitório da 5-HT no sistema nervoso central tem sido 

documentado (Vogt, 1982; Cooper et al., 1996). Associado a isto, tem sido evidenciado 

o envolvimento de mecanismos serotoninérgicos inibitórios na enxaqueca clássica 

(Gold et al., 1998) e na epilepsia (Salgado-Comissariat e Alkadhi, 1997; Lu e Gean, 

1998), processos patológicos que têm sido associados à DA. Em relação à própria DA, 

outras drogas que agem no sistema serotoninérgico, acentuando suas ações, também 

atuam no sentido de reduzir sua velocidade de propagação (Barkley et al., 1992; Cabral-

Filho et al., 1995; Araújo, 1997; Krüger et al., 1999; Guedes et al., 2002). 

Os efeitos antagônicos do tratamento com fluoxetina sobre a DA têm sido 

atribuídos ao aumento da atividade serotoninérgica no sistema nervoso central (Barkley 

et al., 1992; Cabral-Filho et al., 1995; Krüger et al., 1999; Guedes et al., 2002). Como 

anteriormente mencionado, a fluoxetina inibe seletivamente a recaptação sináptica de 5-

HT (Fuller et al., 1991; Hiemke e Härter, 2000). Essa inibição provoca um aumento 

imediato da concentração sináptica da referida amina, o que pode amplificar suas ações 

em seus múltiplos receptores nas várias regiões cerebrais, inclusive no neocórtex, 

estrutura onde a DA foi registrada (Bloom e Morales, 1998). 

No que se refere aos mecanismos que envolvem a interação sistema da 5-HT e 

fenômeno da DA, há evidências que os relacionam a adaptações ao nível dos receptores 
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serotoninérgicos, especialmente do receptor 5-HT1A (Krüger et al., 1999). Este receptor 

somatodendrítico age como um auto-receptor inibitório, porque sua estimulação resulta 

em diminuição da liberação neuronal de 5-HT (Graeff, 1998). Entretanto, estudos 

eletrofisiológicos mostraram que a administração crônica de agonistas 5-HT1A ou de 

ISRSs dessensibiliza os auto-receptores, resultando em aumento da neurotransmissão 

serotoninérgica (Graeff, 1998; Hervás et al., 2001), sem afetar a responsividade dos 

receptores 5-HT1A pós-sinápticos (Graeff, 1998). Isso é importante, porque é 

amplamente difundido na literatura que a ativação de receptores 5-HT1A conduz a uma 

hiperpolarização da membrana e inibição do disparo neuronal, através de um aumento 

da entrada de K+ na célula (Borsini et al., 1995; Graeff, 1998; Lu e Gean, 1998; Krüger 

et al., 1999). Essa hiperpolarização da membrana poderia também, inclusive, aumentar 

o limiar para a deflagração da DA (Krüger et al., 1999).  

Outras evidências apontam para um papel de natureza antioxidante, em que a 

serotonina inibiria a produção de radicais livres (Read e Parsons, 2000). Por sua vez, 

relatos da literatura sugerem que substâncias antioxidantes parecem reduzir a velocidade 

de propagação da DA (Souza-Bezerra et al., 2005), ao passo que a presença de radicais 

livres exerce um efeito facilitador sobre a mesma (Netto e Martins-Ferreira, 1989; El-

Bacha et al., 1998; Guedes et al., 1996). 

Interações com outros sistemas neurotransmissores também poderiam estar 

envolvidas no efeito antagônico da 5-HT sobre a DA. Dados demonstram que a 

administração crônica de drogas serotoninérgicas, como os antidepressivos citalopram e 

imipramina, parecem reduzir os níveis de subunidades de RNAm do receptor N-metil-

D-aspartato (NMDA; Boyer et al., 1998), possivelmente alterando sua ação fisiológica. 

Por outro lado, tem sido mostrado que antagonistas NMDA dificultam o fenômeno da 

DA (Guedes et al., 1988; Marrannes et al. 1988; Nellgard e Wieloch, 1992). 
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Investigações futuras envolvendo a possibilidade de uma participação indireta deste 

receptor nos efeitos da fluoxetina sobre a DA poderiam ser pertinentes. 

Um outro elemento indiscutivelmente importante na eficiência de um fármaco é 

a dose utilizada. Guedes et al. (2002) encontraram um efeito antagônico, dependente da 

dose sobre a DA ao tratar animais de forma tópica, na região de registro, com 

citalopram (1 e 5 mg/ml). Tal efeito foi atribuído à disponibilidade crescente de 5-HT 

na fenda sináptica à medida que aumentava a concentração cortical daquele fármaco. 

Este trabalho confirma e reforça os achados anteriores; pois, tanto o tratamento 

sistêmico precoce, como o tópico, com fluoxetina exerceram um efeito inversamente 

proporcional sobre a velocidade da DA. Isto é, sistemicamente, a dose mínima de 5 

mg/kg não influenciou significativamente os valores, mas com a dose de 10 mg/kg 

passaram a ser detectadas reduções significativas. Redução máxima da velocidade da 

DA foi encontrada com a dose de 20 mg/kg, na  qual foi atingido um platô, pois a dose 

de 40 mg/kg não incrementou aquele efeito. Semelhantemente, os animais tratados de 

forma tópica, durante o registro da DA, nas concentrações de 5 mg/ml e 10 mg/ml, mais 

uma vez comprovam esse efeito dose-dependente. 

Ainda concernente à dosagem da droga é interessante mencionar que houve 

diferenças quanto ao estado nutricional. Por exemplo, nos animais nutridos a dose 

mínima realmente eficaz foi a de 20 mg/kg; enquanto que, os desnutridos responderam 

com máxima intensidade à dose de 10 mg/kg. O potente efeito antagônico da fluoxetina 

sobre o fenômeno da DA nos animais desnutridos se tornou evidente pelo fato de os 

valores médios da velocidade de propagação do grupo fluoxetina-desnutrido serem 

equivalentes aos do correspondente grupo nutrido, bem como aos do grupo NS (nutrido-

controle) em todas as horas de registro. Ou seja, a desnutrição não prejudicou o efeito 

da fluoxetina quanto à DA, antes parece até intensificá-lo. Relatos da literatura têm 
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evidenciado um provável aumento da atividade serotoninérgica decorrente de episódios 

de desnutrição durante o período crítico de desenvolvimento do cérebro (Manjarrez et 

al., 1998; Kehoe et al., 2001). Também tem sido observado aumento na concentração de 

triptofano cerebral durante a inanição aguda (Huether et al., 1998). Assim, é possível 

que a “superestimulação” do sistema serotoninérgico ocasionada pela associação entre 

fluoxetina e desnutrição seja a responsável por essa maior sensibilidade sobre o 

fenômeno da DA. Por outro lado, esse efeito parece sofrer também a influência da via 

de administração, uma vez que os animais desnutridos, tratados de forma tópica 

apresentaram reduções máximas de velocidade da DA inferiores a dos nutridos tratados 

com a mesma dose e não foi observado bloqueio, na região tratada, quanto à propagação 

do fenômeno. 

Com relação a esse aspecto, desnutrição versus funcionamento do sistema 

serotoninérgico, dados comportamentais e eletrofisiológicos obtidos no Laboratório de 

Fisiologia da Nutrição Naíde Teodósio (LAFINNT) têm se mostrado por vezes 

divergentes. Barreto-Medeiros et al. (2004) tratando ratos adultos normais e 

precocemente desnutridos com citalopram observaram redução da resposta agressiva 

nos ratos nutricionalmente normais, mas não nos desnutridos. Semelhantemente, Araújo 

(1997) encontrou que a administração de sumatriptam durante o aleitamento, a ratos 

desnutridos teve pouco efeito em alterar a propagação da depressão alastrante quando os 

animais se tornaram adultos. Os autores atribuíram esses resultados a uma 

hiporresponsividade cerebral ao tratamento farmacológico em decorrência da 

desnutrição. Por outro lado, em um outro estudo, a resposta elétrica cerebral de ratos 

previamente desnutridos, tratados com citalopram na vida adulta, não diferiu da dos 

animais nutridos com relação ao fenômeno da DA cortical (Amâncio-dos-Santos, 2001; 

Guedes et al., 2002). Assim, pelo menos do ponto de vista da DA, onde a 5-HT parece 
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exercer um papel antagônico (Cabral-Filho et al., 1995; Amâncio-dos-Santos, 2001; 

Guedes et al., 2002), as prováveis alterações quanto a responsividade do sistema 

serotoninérgico devidas à desnutrição ainda não estão totalmente esclarecidas e parecem 

ser dependentes do fármaco ou da metodologia utilizada. 

Dada a influência do estresse sobre a fisiologia do sistema nervoso central, foi 

incluído neste trabalho, um grupo controle adicional, o grupo ingênuo. Este grupo não 

recebia qualquer tratamento e foi utilizado com o objetivo de se analisar um possível 

efeito do estresse, principalmente sobre a eletrofisiologia cerebral. Em todas as 

variáveis analisadas, não houve diferenças significativas entre os animais ingênuos e 

aqueles injetados com solução salina. Resultados semelhantes foram obtidos por Guedes 

et al. (2002) em animais nutricionalmente normais e demonstram que as injeções 

subcutâneas durante as fases iniciais da vida não representam um estresse relevante para 

os animais, independentemente do estado nutricional, pelo menos nos modelos 

experimentais utilizados na presente investigação. 

Associação entre os sistemas serotoninérgico e nitrérgico tem sido um tema de 

crescente interesse na literatura. A partir desses dados, há evidências de que a inibição 

da atividade nitrérgica parece potencializar a serotoninérgica e que isso teria 

repercussões inclusive amplificando o papel antidepressivo da 5-HT (Luo e Tan, 2001; 

Harkin et al., 2004). Uma das formas de se analisar a atividade do sistema nitrérgico é 

através da enzima nicotinamida adenina dinucleotídeo fosfato-diaforase (NADPH-d), a 

qual tem sido documentado estar presente na estrutura de neurônios produtores de óxido 

nítrico (NO), concomitantemente com a enzima sintase do óxido nítrico (NOS) (Hope 

et al., 1991; Matsumoto et al., 1993). Em nosso estudo, tínhamos como objetivo 

investigar se a estimulação precoce do sistema serotoninérgico modificaria a 

morfometria de neurônios NADPH-d positivos do córtex visual primário (área 17). 
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Adicionalmente, analisar alguma possível relação entre esses sistemas 

neurotransmissores e a DA. 

Neste trabalho não se verificou qualquer diferença significativa quanto ao 

número de neurônios NADPH-d positivos do córtex visual entre o hemisfério da DA 

(direito) e o hemisfério contralateral em quaisquer dos grupos estudados. Caggiano e 

Kraig (1998) encontraram que o número de células neuronais imunopositivas para NOS 

no neocórtex estava significativamente aumentado 6 horas e 3 dias após a DA, sendo 

que nesse último caso, a marcação era ainda mais intensa. Esses resultados 

aparentemente conflitantes talvez possam ser explicados pelos diferentes métodos 

empregados. Neste estudo foi realizada a técnica histoquímica para a NADPH-d e não a 

imunohistoquímica para a NOS. Além disso, nós analisamos uma área cortical restrita, a 

área 17 do córtex visual, enquanto que aqueles autores referem à análise do neocórtex 

como um todo. Eles também destacam que essas diferenças foram encontradas nas 

regiões neocorticais mais superficiais, não havendo diferenças significativas quando se 

analisava o neocórtex em camadas mais profundas. Uma outra divergência também 

pode estar relacionada com o intervalo pós DA em que os animais foram sacrificados. 

Neste estudo os animais foram perfundidos imediatamente após o experimento 

eletrofisiológico, enquanto que aqueles pesquisadores esperaram 6 horas a 3 dias para 

perfundir os animais, encontrando uma intensificação do efeito nesse último caso. 

Novas investigações considerando essas variáveis e com análises adicionais, poderão 

esclarecer com maior propriedade a relação entre neurônios NADPH-d positivos e DA. 

Quanto à influência da estimulação serotoninérgica foi observado que os animais 

desnutridos tratados com fluoxetina apresentaram número reduzido de neurônios 

NADPH-d positivos no hemisfério direito. Vários achados da literatura que 

correlacionam os sistemas serotoninérgico e nitrérgico expressam um efeito 
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inversamente proporcional, isto é, a estimulação serotoninérgica atua de forma 

antagônica sobre o sistema nitrérgico e vice-versa (Luo e Tan, 2001; Tagliaferro et al., 

2001; 2003; Wegener et al., 2003). Em nosso trabalho, apesar da sutil influência do 

tratamento, os resultados estão de acordo com os dados da literatura, pelo menos no que 

se refere ao número de neurônios. Há evidências de que os antidepressivos produzem 

um efeito inibitório secundário sobre a enzima NOS, o que resultaria em uma menor 

atividade enzimática, reduzindo conseqüentemente um possível efeito neurotóxico do 

NO (Luo e Tan, 2001; Wegener et al., 2003). Quanto à área do soma, os resultados 

obtidos foram um tanto divergentes do que tem sido discutido até o presente, pois foi 

verificado um aumento na área do soma no grupo de animais nutridos tratados com 

fluoxetina. Todavia, aumentos na área do soma podem não estar necessariamente 

associados à atividade aumentada da NOS. O hemisfério direito é o que foi utilizado 

para deflagração da DA. Uma das características da DA é um aumento do espaço 

intracelular (Somjen, 2001); assim, não seria de todo incoerente supor que esse aumento 

na área do soma pudesse ser decorrente da deflagração da DA. Contudo, somente 

estudos futuros poderão esclarecer apropriadamente essa possibilidade. 

Na análise conjunta dos dois hemisférios cerebrais, o efeito da fluoxetina em 

reduzir o número de neurônios NADPH-d positivos que antes tinha sido encontrado no 

hemisfério direito dos animais desnutridos, deixou de existir. Tagliaferro et al. (2001; 

2003) têm documentado que a depleção de 5-HT, tanto no período pós-natal, como na 

idade adulta, aumenta a atividade do sistema nitrérgico. Outrossim, Wegener et al. 

(2003) encontraram que, enquanto a estimulação local com fármacos que ativam o 

sistema serotoninérgico (inclusive alguns ISRS, como o citalopram) reduz a atividade 

de NOS hipocampal, a administração sistêmica tanto aguda, como crônica com essas 

drogas, é ineficaz em afetar a atividade daquela enzima. Assim, ao que tudo indica, 
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parece que há ainda muito que ser esclarecido quanto às interações entre esses dois 

sistemas neurotransmissores, o que torna esse tema de grande interesse para 

investigações futuras. 

Concernente ao efeito do estado nutricional, tem sido demonstrado que a 

desnutrição pode acarretar várias alterações em neurônios NADPH-d positivos tanto na 

área 17 do córtex visual, como no hipocampo. Aumentos na densidade, bem como na 

atividade histoquímica da neurópila da camada molecular do giro denteado, são alguns 

de seus efeitos (Borba et al., 2000; Picanço-Diniz et al., 1998; Rocha-de-Melo et al., 

2004). Todavia, no que se refere à área do soma, os dados têm-se mostrado 

inconstantes. Picanço-Diniz et al. (1998) encontraram que a desnutrição precoce 

acarreta redução da área do soma de neurônios NADPH-d positivos situados na 

substância branca do córtex visual. Borba et al. (2000) mostraram que valores reduzidos 

na área do soma representam um efeito transitório da desnutrição. Rocha-de-Melo et al. 

(2004) demonstraram que seus animais desnutridos no início da vida apresentavam uma 

tendência a valores reduzidos da área do soma daqueles neurônios, mas tal efeito não se 

traduzia em diferença significativa. Maia et al. (2006) também não encontraram 

diferenças entre animais nutridos e desnutridos quanto a esse parâmetro, bem como 

quanto ao número de neurônios, como o que tem sido documentado neste trabalho. 

Assim, é possível que neurônios NADPH-d positivos sejam relativamente resistentes à 

injúria ocasionada pela desnutrição no período crítico do desenvolvimento cerebral. 

Além de seu envolvimento com outros sistemas neurotransmissores, há 

evidências da participação da 5-HT em uma variedade de funções e processos cerebrais. 

Por exemplo, essa amina tem sido reconhecida como um fator trófico de crescimento 

neuronal durante o período crítico de desenvolvimento do sistema nervoso (Whitaker-

Azmitia et al., 1996; Rubenstein, 1998). Recentemente, ela tem sido também implicada 
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em um outro fenômeno de grande relevância, a neurogênese que se manifesta durante 

toda a vida e que tem sido relacionada com a patofisiologia da depressão (Jacobs e 

Fornal, 1999; Malberg et al., 2000; Jacobs, 2002). 

Os estudos que se propõem a investigar neurogênese têm correntemente 

empregado a técnica de marcação imunohistoquímica com bromodeoxiuridina (BrdU), 

substância capaz de identificar células em fase de proliferação. Neste trabalho, o BrdU 

foi utilizado para visualização de novas células neuronais produzidas na região 

hipocampal de animais recém-desmamados e adultos que haviam sido tratados durante 

todo o aleitamento com fluoxetina. De acordo com os resultados, embora o tratamento 

farmacológico não tenha influenciado a neurogênese em qualquer das idades analisadas, 

esse fenômeno ocorreu de forma muito mais intensa nas fases iniciais da vida, em 

comparação com a idade adulta. Isto fortalece o conhecimento praticamente indubitável 

de que o cérebro possui um período no qual o crescimento e desenvolvimento ocorre 

com grande intensidade, o período de crescimento rápido do cérebro (Dobbing, 1968), 

que se processa nas fases iniciais da vida, tanto em seres humanos, como na espécie 

utilizada neste trabalho, o rato (Smart e Dobbing, 1971). 

Um corpo crescente de dados associa episódios de depressão clínica a alterações 

hipocampais. Tem sido mostrado que indivíduos deprimidos apresentam um volume de 

hipocampo reduzido em comparação a controles normais (Sheline et al. 1996; Shah et 

al., 1998; Bremmer, 1999; Sheline et al., 1999). Por outro lado, acredita-se na 

possibilidade de que antidepressivos que estimulam a neurotransmissão serotoninérgica, 

dentre eles a fluoxetina, produzem um aumento da neurogênese hipocampal em ratos 

adultos, e que este efeito representaria, talvez, uma das alterações adaptativas 

responsáveis pelo retardo na eficácia terapêutica desses medicamentos, em torno de 3 
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semanas após o início do tratamento (Jacobs e Fornal, 1999; Malberg et al., 2000; 

Jacobs, 2002).  

Neste trabalho, a administração crônica de fluoxetina no período de aleitamento 

foi ineficaz em alterar a neurogênese hipocampal, diferentemente do que tem sido 

relatado na literatura, quando o mesmo tipo de tratamento, por igual período é realizado 

em animais adultos (Jacobs e Fornal, 1999). Uma suposição plausível para tal resposta, 

pode residir no fato de que a neurogênese que ocorre durante o período de crescimento 

rápido do cérebro, é por si só tão intensa, que mesmo a estimulação adicional do sistema 

serotoninérgico poderia não ser capaz de modificá-la. Ou seja, a neurogênese fisiológica 

precoce ocorreria no limite máximo de operação do sistema. Uma outra hipótese 

poderia estar relacionada à dose utilizada. No que se refere à DA, tem sido 

anteriormente argumentado, que a dose realmente eficaz para reduzir a velocidade 

daquele fenômeno em animais nutricionalmente normais foi a de 20 mg/kg. No estudo 

da neurogênese, foi utilizada a dose única de 10 mg/kg, por ser considerada uma dose 

satisfatória em paradigmas experimentais de depressão (Mendes-da-Silva, et al.  2002; 

Malberg e Duman, 2003). 

Há poucas dúvidas de que o estresse seja um dos fatores ambientais mais 

relevantes na etiologia da depressão (Kendler et al., 1999), bem como um dos agentes 

fundamentais na supressão da neurogênese hipocampal (Malberg e Duman, 2003). No 

entanto, a fluoxetina, tem sido demonstrada reverter seu efeito supressor (Malberg e 

Duman, 2003).  Neste trabalho os animais foram submetidos, na idade adulta, a dois 

reconhecidos tipos de estressores, um lipopolissacarídeo e a contensão (Connor et al., 

1999). Isto, com a finalidade de verificar se a administração precoce de fluoxetina seria 

capaz de prevenir uma possível redução, imposta pelo estresse, da neurogênese no 

hipocampo. Os resultados indicaram que nenhum dos dois agentes estressores alterou 



 74

significativamente a proliferação celular naquela região do cérebro, nem suas ações 

sofreram qualquer influência do tratamento prévio com a fluoxetina. A despeito disso, 

quando comparados aos respectivos controles, os animais submetidos a qualquer um 

daqueles agentes apresentaram sinais clínicos (não mensurados) de estresse, tais como, 

aumento da diurese e do número de bolos fecais, apatia, cromodacriorréia (manchas 

vermelhas ao redor dos olhos). É possível que número de animais utilizado no presente 

estudo tenha influenciado os resultados observados. 

Em suma, pode-se concluir que a estimulação do sistema serotoninérgico, 

através da fluoxetina parece ter sido eficaz em modificar a eletrofisiologia cerebral em 

relação à DA, sem alterar de forma significativa alguns de seus parâmetros 

morfométricos. A 5-HT é um neurotransmissor distribuído por todas as regiões 

cerebrais, desempenhando uma ampla gama de funções. Por isso, a transmissão 

serotoninérgica é considerada complexa; a 5-HT pode, inclusive, afetar outros sistemas 

neurotransmissores. Assim, investigações adicionais são necessárias na tentativa de 

explicar as ações, por vezes contraditórias, daquela amina no sistema nervoso central. O 

presente estudo representa parte dos esforços que contribuem para esclarecer o papel 

fisiológico do sistema serotoninérgico, levando-se em conta que mecanismos 

subjacentes a diversas patologias de interesse clínico parecem estar a ele associados. Do 

que já se conhece, pode-se inferir que a 5-HT dificilmente seria o único 

neurotransmissor envolvido nos processos ora analisados, tais como o fenômeno 

eletrofisiológico da DA, a neurogênese, mas sem dúvida, ela participa de maneira 

fundamental, tanto em animais bem nutridos como naqueles submetidos à desnutrição 

precoce. 
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CCOONNCCLLUUSSÃÃOO  

 

Com base nos dados apresentados, pode-se concluir que: 

 

• O tratamento com fluoxetina durante o aleitamento reduziu, de forma proporcional 

às doses empregadas, o peso corporal e a velocidade de propagação da depressão 

alastrante (DA) em ratos nutridos e desnutridos. 

• Quando associada à desnutrição, a fluoxetina reduziu o peso do encéfalo. 

• À semelhança do tratamento sistêmico precoce, a aplicação cortical tópica de 

fluoxetina, durante o registro da DA, exerceu um efeito antagônico, dose-

dependente, sobre a sua velocidade de propagação. 

• O efeito antagônico da fluoxetina sobre a DA pôde ser considerado duradouro, uma 

vez que, nos animais tratados sistemicamente no início da vida, as velocidades de 

propagação da DA se mantiveram reduzidas até a idade adulta (60-70 dias de idade). 

• As células nicotinamida dinucleotídeo fosfato-diaforase positivas pareceram ser 

resistentes à aplicação subcutânea precoce de fluoxetina, na dose de 10 mg/kg, a 

julgar pelas pequenas alterações no número e na área do soma das mesmas. A 

incidência e a propagação da DA, bem como o estado nutricional, também não 

influenciaram significativamente aqueles parâmetros morfométricos. 

• A administração pós-natal de fluoxetina não afetou a neurogênese no hipocampo, 

nem influenciou a resposta de proliferação celular hipocampal frente ao estresse nos 

animais analisados. 
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PPEERRSSPPEECCTTIIVVAASS  

 

Os dados obtidos no presente trabalho, em conjunto com resultados anteriormente 

obtidos em nosso laboratório, demonstram inequivocamente a influência do sistema 

serotoninérgico sobre o fenômeno da depressão alastrante cortical (DA). Todavia, as 

complexas interações da serotonina no sistema nervoso central continuam a estimular o 

prosseguimento das investigações, sobretudo no que se refere às suas relações com 

outros sistemas neurotransmissores e a suas ações tróficas sobre o tecido neural. Assim, 

sugerimos como perspectivas para estudos futuros, utilizando animais em diferentes 

estados nutricionais: 

 

• Avaliar a influência do tempo decorrido entre a presença da DA no tecido cortical 

e a sua análise histoquímica para a determinação das características morfométricas 

de neurônios nicotinamida adenina dinucleotídeo fosfato-diaforase (NADPH-d) 

positivos. 

• Analisar o impacto da atividade serotoninérgica sobre a morfometria de neurônios 

NADPH-d positivos, utilizando doses de fluoxetina maiores e menores que a 

usada presentemente (“curva dose-resposta”). 

• Avaliar, com agonistas e antagonistas específicos, a interação entre o sistema 

serotoninérgico e outros sistemas neurotransmissores, como o de aminoácidos 

excitatórios, sobre a velocidade da DA. 

• Investigar os efeitos de uma curva dose-resposta de fluoxetina e/ou de outros 

fármacos que atuem sobre o sistema serotoninérgico quanto à neurogênese 

hipocampal, em situações de estresse agudo ou crônico. 
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