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RESUMO

Estudo Eletrofisiolégico: Ratos Wistar foram injetados durante o periodo de lactagao
com fluoxetina, um inibidor seletivo da recaptacdo de serotonina (5, 10, 20, ou 40
mg/kg/d por via subcutinea) e o fenomeno da depressdo alastrante da atividade elétrica
cerebral (DA) foi registrado na superficie cortical desses animais imediatamente apods o
desmame (25-30 dias de vida). Em um grupo adicional (10 mg/kg) a DA foi registrada
aos 60-70 dias. Quando comparada as duas condi¢des controle (inje¢do com solugdo
salina ou sem injecao - “ingénuos”), 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 aplicacdo topica
cortical de fluoxetina (5 e 10 mg/ml) sobre a dura-mater intacta, durante 10 min, reduziu
a velocidade da DA de modo diretamente proporcional a concentragdo aplicada
(redugdes maximas de 7,6% e 43,3%; P<0,05). A propagacao da DA foi bloqueada em
4 dos 14 ratos tratados topicamente com a concentracdo mais alta de fluoxetina (10
mg/ml). Este efeito topico da fluoxetina foi revertido apos lavagem, da regido tratada,
com solucdo salina. Em ratos precocemente desnutridos, a fluoxetina aplicada durante o
periodo 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 sistémico (nos animais
jovens e adultos, respectivamente) e em 22,4% para o tratamento topico.

Estudo Morfologico: Em ratos Wistar tratados precocemente com fluoxetina (10
mg/kg/d, s.c.) ndo houve modificagdes apreciaveis no nimero, nem na area do corpo
celular de neurdnios nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato-diaforase (NADPH-d)
positivos, independentemente do estado nutricional.

Neurogénese Hipocampal: A fluoxetina ndo alterou o nimero de células hipocampais
positivas a bromodeoxiuridina (marcador de proliferacdo celular) em ratos Sprague-
Dawley jovens ou adultos, submetidos ou ndo a uma condigdo de estresse.

Conclusdes: 1) A presente acdo da fluoxetina suporta a hipotese de uma influéncia
serotoninérgica antagdnica sobre a DA; 2) A desnutricdo precoce ndo impede os efeitos
da fluoxetina; 3) A neurogénese hipocampal, bem como as células NADPH-d-positivas
(que sao produtoras de 6xido nitrico) parecem ser resistentes ao tratamento precoce com

esse inibidor seletivo da recaptagdo de serotonina.
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ABSTRACT

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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INTRODUCAO

A nutrigdo ¢ o processo através do qual os seres vivos obtém a energia
imprescindivel a sobrevivéncia (Mahan e Escott-Stump, 2005). Uma vez que os animais
adquirem os nutrientes através dos alimentos, uma alimentacdo adequada ¢ condicao
sine qua non para uma vida saudavel. Grandes progressos t€m sido documentados na
area de producdo e tecnologia de alimentos de forma que toda populagdo mundial
poderia ter acesso a uma alimentacdo quantitativa e qualitativamente suficiente.
Contudo, a fome e a desnutrigdo continuam a assolar inumeras pessoas em todo o
mundo com grande impacto (Onis et al., 1993), inclusive no Brasil.

A desnutri¢do pode ser acarretada pela deficiéncia em um ou mais nutrientes da
alimentacdo diaria. Ela tem sido associada com seqiiclas fisicas, mentais € emocionais
que representam um O6nus considerdvel tanto para a economia, como para a sociedade,
sendo uma situacao inaceitavel, sobretudo do ponto de vista ético e moral.

O presente trabalho foi realizado com o intuito de investigar as repercussoes da
ativacdo do sistema serotoninérgico em um periodo de intenso desenvolvimento do
sistema nervoso sobre a morfologia e a fisiologia do cérebro de ratos normais e

desnutridos.

1. NUTRICAO E DESENVOLVIMENTO DO SISTEMA NERVOSO

A nutrigdo ¢ importante para o desenvolvimento do organismo como um todo.

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

de destaque (Morgane et al., 1993).



Estudos recentes tém mostrado que a formacao de novas células no sistema
nervoso continua durante toda a vida, pelo menos em algumas areas cerebrais (Altman e
Das, 1965; Cameron e Mckay, 2001) tanto em animais, como em humanos (Eriksson et
al., 1998). Contudo, o periodo de desenvolvimento mais intenso do sistema nervoso
ocorre nas fases iniciais da vida; € o chamado periodo de crescimento rapido do cérebro.
Nos seres humanos essa fase se inicia intra-utero e se estende principalmente até os
primeiros dois a quatro anos de vida. No rato albino, o mamifero mais usado para
estudos experimentais sobre o tema, ela compreende as trés primeiras semanas de vida
pos-natal, ou seja, o periodo de aleitamento (Smart ¢ Dobbing, 1971). Devido a rapidez
com que os processos de hiperplasia, hipertrofia, mielinizacdo e migragdo neuronal
ocorrem nessa fase, o cérebro se torna mais vulneravel as agressdes do ambiente,
inclusive as nutricionais e por isso essa etapa ¢ também conhecida como periodo critico
do desenvolvimento cerebral (Dobbing, 1968).

Em verdade, na vigéncia de episodios de desnutri¢do, o sistema nervoso € até, de
certa forma, poupado quando comparado a outros sistemas. Entretanto, diferentemente
dos demais, alguns danos ocasionados ao sistema nervoso durante o periodo critico de
desenvolvimento poderdo ndo mais ser revertidos, a depender da intensidade e duragdo
da agressdo ambiental, dentre elas as alteragcdes nutricionais (Morgane et al., 1993;
Guedes et al., 1996; Almeida et al., 2002).

Os neurotransmissores, que sao as substidncias quimicas responsaveis pela
comunicagdo neuronal, também podem ser afetados pela desnutricdo em todas as etapas
de seu metabolismo, a saber, sua sintese, armazenamento, libera¢dao, funcionamento e
degradacdo no sistema nervoso central. Dentre os sistemas de neurotransmissores, 0
serotoninérgico parece exercer um papel de destaque no que se refere a variaveis

nutricionais.



2. SISTEMA SEROTONINERGICO

O neurotransmissor do sistema serotoninérgico ¢ a indolamina serotonina (5-
hidroxitriptamina; S-HT). Os neuronios produtores de 5-HT localizam-se nos nucleos
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 agdes no organismo (Glennon e Dukat, 1995), exercendo um papel
chave durante o periodo de desenvolvimento. Os neurdnios serotoninérgicos estdo entre
0s que nascem mais precocemente no sistema nervoso central e a 5S-HT parece atuar
como um fator troéfico ao crescimento e desenvolvimento tanto do proprio sistema
serotoninérgico, como de outros sistemas neurotransmissores cerebrais (Lauder et al.,
1981; Azmitia ¢ Whitaker-Azmitia, 1995).

Associagdes entre nutricao e sistema serotoninérgico tém sido demonstradas por
meio de varias evidéncias. Por exemplo, a serotonina do cérebro s6 podera ser
sintetizada a partir do aminoacido essencial | -triptofano. Devido a sua essencialidade, o
L-triptofano tem de ser fornecido ao organismo, o que comumente ocorre através da
dieta pela ingestao de alimentos, principalmente de origem animal (Fernstrom, 1983).

Além disso, outras evidéncias 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 ¢ Shor-Posner, 1986; Simansky,
1996; Orosco e Gerozissis, 2001). Com relagdo a esse aspecto, tem sido relatado que
alguns tipos de obesidade parecem estar relacionados a disfungdes do sistema
serotoninérgico (Wurtman e Wurtman, 1995); e que desordens psiquiatricas
relacionadas a disturbios alimentares, tais como a anorexia nervosa € a bulimia também

podem ser influenciadas por alteracdes desse sistema (Monteleone ef al., 2000).



Como mencionado anteriormente, o sistema serotoninérgico, da mesma forma
que afeta o estado nutricional, pode ser por ele modificado. Ha relatos na literatura de
um provavel aumento da atividade desse sistema resultante de episodios de desnutricao
durante o periodo critico de desenvolvimento do cérebro (Manjarrez et al., 1998; Kehoe
et al., 2001). Adicionalmente, tem sido observado aumento na concentracdo de
triptofano cerebral durante a inani¢do aguda (Huether et al., 1998). Todavia, quanto ao
seu aspecto funcional, ha evidéncias de que a resposta comportamental do sistema
serotoninérgico subseqiiente a sua estimulacdo farmacolégica pode se tornar reduzida
em decorréncia da desnutrigdo precoce, se comparada com aquela de animais
nutricionalmente normais (Barreto-Medeiros et al. 2002). Em relagdo a esse aspecto,
contudo, outro estudo eletrofisioldgico ndo encontrou diferencas significativas entre
animais nutridos e desnutridos quando de suas respostas ao tratamento farmacologico
com citalopram, uma substancia capaz de aumentar a disponibilidade sinaptica de 5-HT
(Guedes et al., 2002).

Existem inimeras maneiras de se estudar um determinado sistema
neurotransmissor. Nesse trabalho foi estudada a ativagdo do sistema serotoninérgico,
utilizando-se um instrumento farmacolégico, a fluoxetina. Esse farmaco pertence a uma
classe de medicamentos conhecida como inibidores seletivos da recaptagdo de S-HT
(ISRS), cujo mecanismo de agdo principal é o aumento da disponibilidade daquela
amina na fenda sindptica, o que pode acentuar seu papel fisioldégico em receptores
serotoninérgicos (Hiemke e Hartter, 2000). Essas drogas inibem a captagdo seletiva de
serotonina e possuem pouca ou nenhuma afinidade por receptores muscarinicos,
adrenérgicos, dopaminérgicos, histaminicos ou serotoninérgicos (Ross, 1982; Graeff,

1998; Hiemke e Hartter, 2000).



A fluoxetina ¢ um ISRS largamente utilizado na clinica médica para o
tratamento de transtornos neuropsiquidtricos (Wong et al., 2005). Esta droga foi o
primeiro ISRS disponivel para uso clinico na maioria dos paises, inclusive na América
e, dentre os demais farmacos dessa classe, ¢ considerado como um dos que possui maior
tempo de meia-vida em humanos, cerca de um a quatro dias (Hiemke e Hartter, 2000).

A acdo antidepressiva da fluoxetina ¢ bastante conhecida em todo mundo.
Todavia, um nimero consideravel de pacientes que sofrem de depressdo € resistente ao
tratamento com antidepressivos, inclusive com a fluoxetina (Nelson, 2003). Assim, ha
um corpo crescente de investigagdes associando a utilizagdo dessa classe de
medicamentos, os ISRS, com fiarmacos que agem em outros sistemas de
neurotransmissores a fim de se obter resposta terapéutica mais eficaz (Harkin et al.,
2004). O sistema nitrérgico ¢ um dos que tem sido manipulado para amplificar o papel

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

3. SISTEMA NITRERGICO

O neurotransmissor do sistema nitrérgico ¢ o 6xido nitrico (NO). O NO ¢é um
gas difusivel, implicado com a plasticidade sindptica 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 ¢ sintetizado através de uma reacgdo, catalizada pela enzima
sintase do Oxido nitrico (NOS), entre o oxigénio molecular (O;) e a L-arginina

(Knowles et al., 1989).



Interessantemente, além de seu papel no desenvolvimento do sistema nervoso,
diversos estudos tém mostrado que o NO pode interferir com as agdes da 5-HT no
controle de fungdes como o sono (Léger et al., 1998) e a nocicepcao (Wang e Nakai,
1995). Adicionalmente, foi demonstrado que o NO aumenta a liberagdao de 5-HT
(Lorrain e Hull, 1993) e inibe sua recaptagao (Pogiin e Kuhar, 1994). Também tem sido
mostrado que entre os corpos celulares serotoninérgicos do nucleo da rafe dorsal, uma
grande proporc¢ao produz NO (Wotherspoon et al., 1994; Léger et al., 1998; Tagliaferro
et al., 2001). Ainda mais recentemente, o papel desse sistema no tratamento da
depressdo também tem sido documentado. Dados da literatura relatam que o uso de
inibidores da NOS, a enzima chave para a sintese do NO, pode acentuar o efeito
antidepressivo da fluoxetina, bem como o da imipramina, um antidepressivo triciclico
(Harkin et al., 2004).

Assim como ocorre com o sistema serotoninérgico, ¢ provavel que o estado
nutricional também possa modificar o funcionamento do sistema nitrérgico no cortex
cerebral. Estudos pioneiros desenvolvidos no Laboratorio de Fisiologia da Nutri¢do
Naide Teododsio (LAFINNT), tém mostrado que isso ¢ verdadeiro pelo menos em
termos da morfologia daquele sistema (Picango-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
histoquimica para a marcacdo de neurdénios que contém a enzima nicotinamida adenina
dinucleotideo fosfato-diaforase (NADPH-d). Dados da literatura tém descrito que
neurdnios produtores de NO possuem concomitantemente, em suas estruturas, a enzima
NADPH-d (Garthwaite, 1988; Snyder, 1992). Nesses trabalhos, a utilizacao de técnicas
bioquimicas, histoquimicas e imunocitoquimicas mostraram que a enzima NADPH-d

correspondia a enzima NOS (Hope et al., 1991; Matsumoto et al., 1993) em varias



regidoes cerebrais. Assim sendo, a marcacdo histoquimica de neurdnios NADPH-d
positivos ¢ uma técnica que tem sido amplamente aceita para os estudos que se propdoem
a analisar o sistema nitrérgico.

Adicionalmente, a marcagdo de neuronios NADPH-d positivos talvez possa
fornecer subsidios para a compreensao dos correlatos histoquimicos de um interessante
fendmeno eletrofisiologico ja bem estabelecido no LAFINNT, conhecido como o

fenomeno da depressao alastrante cortical (DA).

4. A DEPRESSAO ALASTRANTE CORTICAL

O fenomeno eletrofisiologico da DA pode ser expresso literalmente como uma
diminui¢dao (“depressdo”) da atividade elétrica do tecido cerebral, que se propaga
(“alastrante”) de forma concéntrica (com velocidade da ordem de 2 a 5 mm/min), do
ponto onde se iniciou, para todo o restante da populagdo neural. Esse fenomeno foi
descrito por Aristides Ledo (Ledo, 1944) e se caracteriza como sendo uma reagdo
reversivel, neuro-humoral, que pode ser provocada por estimulos elétricos, mecanicos,
quimicos, resfriamento brusco, e até mesmo, em condi¢des especiais, pela aplicacdo de
estimulos sensoriais. A DA tem sido registrada na superficie dos hemisférios cerebrais
de intimeras espécies de vertebrados — anfibios, aves e mamiferos (Bures et al., 1974;
Guedes et al., 2005), inclusive no homem (Mayevsky et al., 1996), podendo ocorrer no
cortex, mas também, em varias outras estruturas extra e subcorticais (Ledo, 1972; Bures
et al., 1974; Do Carmo e Martins-Ferreira, 1984; Streit et al., 1995; Guedes et al.,

2005).



Desde as primeiras descricoes da DA muitas tentativas t€m sido feitas para
esclarecer os mecanismos responsaveis pelo fenomeno. Acredita-se que os mesmos
possam estar relacionados a patologias de interesse clinico, tais como a epilepsia (Leao,
1944; Guedes e Cavalheiro, 1997) e a enxaqueca com aura (Lehmenkiihler ez al., 1993).
Ambas essas patologias parecem ter relacdo com o sistema serotoninérgico (Salgado-
Commissariat ¢ Alkadhi, 1997; Gold et al., 1998; Lu e Gean, 1998) e este, por sua vez,
parece participar dos mecanismos da DA. Por exemplo, Vercosa (1997) demonstrou que
0 uso de uma dieta pobre em triptofano pode aumentar a susceptibilidade do cortex
cerebral a DA. Contrariamente, o uso de farmacos que ativam o sistema serotoninérgico
parece exercer um papel antagdnico sobre o fenomeno (Gorelova et al., 1987; Cabral-
Filho et al., 1995; Aratjo, 1997; Guedes et al., 2002), reposta essa que pode ou nao ser
modificada pela desnutri¢do precoce (Araujo, 1997; Guedes et al., 2002). Assim, uma
melhor compreensao dessa relagdo DA versus sistema serotoninérgico, sobretudo
associada ao estado nutricional ainda se faz necessaria.

Além da DA, o sistema serotoninérgico parece influenciar outros fendmenos no
sistema nervoso central, dentre eles a plasticidade e a formagdo de novos neurdnios
(neurogénese), tanto precocemente (o que ja foi discutido em tdpico anterior), como na

idade adulta.

5. SISTEMA SEROTONINERGICO E NEUROGENESE

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 ndo mais gerar novos neuronios.



Contudo, recentemente, pesquisadores descobriram que pelo menos no giro
dentado do hipocampo, no bulbo olfatério e em algumas areas do cortex cerebral ¢
possivel haver producao de novos neurdnios (Altman e Das, 1965; Cameron ¢ Mckay,
2001); isto €, naquelas areas cerebrais ocorreria neurogénese durante toda a vida,
mesmo quando os individuos atingem a idade adulta. A partir de entdo, diversos estudos
tém sido realizados, tornando claro que a neurogénese ocorre no cérebro de varias
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 areas
restritas do cérebro, ainda continua sendo uma incognita e objeto de crescente
investigagao.

Através desses estudos tem sido documentado que varios fatores podem
interferir com a neurogénese. Um desses fatores parece ser os sistemas de
neurotransmissores, como € o caso do sistema serotoninérgico. Por exemplo, tem sido
demonstrado que a estimulagdo do sistema serotoninérgico em ratos adultos, inclusive
com fluoxetina, parece aumentar a formacdo 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 agdo daquela droga no combate a depressdo (Jacobs et al., 2000;
Jacobs, 2002).

Além dos sistemas de neurotransmissores, fatores ambientais também podem
influenciar esse fenomeno. Dentre eles, o estresse, que € considerado um dos principais
fatores causais da depressdo, parece ser um fator ambiental de destaque relacionado a
reducdo da neurogénese (Gould et al., 1998; Tanapat et al., 1998).

Diante de todo o exposto, torna-se notéria a complexidade, mas também a
relevancia do sistema serotoninérgico para o bom funcionamento do sistema nervoso

central. Ele estd associado ao desenvolvimento do sistema nervoso, a neurogénese, bem



como a outros sistemas de neurotransmissores desempenhando uma diversidade de
acoes (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 varias doengas, tais como a epilepsia, a enxaqueca com aura, a
depressdo e muitas outras, até mesmo pelas caracteristicas 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,
ha muito ainda que ser esclarecido no que se refere as fungdes da serotonina. Dessa
forma, esse trabalho se propds a estudar animais (ratos) que sofreram ativacdo do
sistema serotoninérgico nas fases inicias da vida, bem como na idade adulta, e analisar
quais seriam as repercussdes advindas dessa estimulagdo tanto para o funcionamento,
como para a morfologia e/ou morfogénese do sistema nervoso, € no quanto a variavel

nutricional poderia influenciar esses efeitos.
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HIPOTESES

O tratamento com o inibidor seletivo de recaptacdo da serotonina, fluoxetina,
durante o periodo de lactacdo do rato reduzira a susceptibilidade cortical ao
fendmeno da depressdo alastrante (DA), bem como o numero e a atividade
enzimatica de neurdnios nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato-diaforase
positivos. Esse mesmo tratamento também estimulard a proliferagdo de novas
células no hipocampo.

A administracdo subcutanea de fluoxetina durante o periodo critico de
desenvolvimento do sistema nervoso reduzira de forma duradoura a excitabilidade
cerebral quanto a DA. Adicionalmente, ocasionard estimulagdo persistente da
proliferacdo celular no hipocampo, reduzindo o impacto negativo, imposto pelo
estresse, a formacao dessas novas células.

A vigéncia de desnutricdo no periodo de crescimento rapido do encéfalo modificara

o0 mecanismo de acao da fluoxetina.
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OBJETIVOS

1. GERAL

Avaliar, em ratos nutridos e desnutridos, os possiveis efeitos do tratamento
com o inibidor seletivo da recaptacio de serotonina, fluoxetina, sobre as
caracteristicas eletrofisiologicas da depressdo alastrante (DA) e também, sobre a
morfometria de neurénios que contém a enzima nicotinamida adenina dinucleotideo
fosfato-diaforase (NADPH-d positivos) e sobre a neurogénese (formagdo de novos

neurdnios) no hipocampo.

2. ESPECIFICOS

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

desnutridos, os efeitos do tratamento com fluoxetina, durante o periodo de lactagao

sobre:

e a evolugdo de peso corporal, bem como sobre os pesos encefalicos (estes
ultimos, obtidos apenas ao final do registro da DA);

e aincidéncia e a propagagdo da DA, registrada eletrofisiologicamente no cortex
cerebral;

e as caracteristicas morfométricas e o nimero de neurénios NADPH-d positivos.
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Avaliar, em ratos adultos jovens (60-70 dias), nutridos e desnutridos durante o
aleitamento, um possivel efeito duradouro do tratamento com fluoxetina durante o
periodo de aleitamento sobre o fendmeno da DA.

Analisar, em ratos adultos (90-150 dias), a influéncia do tratamento tdpico, no
cortex cerebral, com fluoxetina sobre as caracteristicas eletrofisiologicas da DA, em
animais nutridos e submetidos precocemente a desnutrigao.

Determinar se o tratamento precoce com fluoxetina afeta a neurogénese hipocampal
em ratos jovens e quando eles alcangam a idade adulta. Adicionalmente, verificar se
esse tratamento protegeria os animais contra a reducgdo, induzida pelo estresse, da

formagdo de novos neurdnios no hipocampo.
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MATERIAIS E METODOS

1. ANIMAIS

Foram utilizados ratos albinos, da linhagem Wistar, provenientes da colonia do
Departamento de Nutrigdo da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE). Esses
animais foram mantidos sob condi¢des padrdo do biotério, em sala a temperatura de 24
+ 1° C, submetidos a um ciclo artificial claro-escuro de 12/12 horas (o escuro iniciando-
se as dezenove horas), com livre acesso a agua e comida.

Para as determinagdes experimentais, os ratos foram distribuidos aleatoriamente,
vinte e quatro horas ap6s o parto (primeiro dia de vida, considerando-se o dia de
nascimento como dia zero), em ninhadas de seis filhotes por mae. Em seguida, os

animais foram agrupados de acordo com a descri¢dao abaixo.

2. GRUPOS EXPERIMENTAIS

2.1. Manipulacio Nutricional

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

divididos, em dois grupos: nutrido e desnutrido.
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e Grupo Nutrido (N) — Constituido de filhotes amamentados por nutrizes que
recebiam a dieta comercial “Labina” (Agribrands Purina do Brasil, LTDA)
usada na manutencdo do biotério; essa dieta contém 23% de proteina, sendo
considerada normoprotéica. Apods o desmame (vigésimo quinto dia de vida), os

filhotes permaneceram recebendo a Labina até o dia do experimento.

e Grupo Desnutrido (D) — Constituido de filhotes cujas maes receberam
imediatamente apos o parto uma dieta hipoprotéica, contendo 8% de proteina, a
Dieta Basica Regional (DBR, segundo Teododsio et al., 1990). Esse tipo de
procedimento tem sido utilizado como um meio reconhecidamente eficaz em
provocar desnutricdo 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 Nutricdo Humana do Departamento de Nutri¢do da UFPE, realizados em
populagdes de baixa renda da Zona da Mata de Pernambuco. A DBR ¢ composta pelos
mesmos alimentos (feijdo mulatinho, farinha de mandioca, batata doce e carne de
charque), ¢ na mesma propor¢do, daqueles identificados nos inquéritos e que
constituiam a base da alimentagdo diaria das populacdes em estudo (Coutinho, 1976;
Teodosio et al., 1990). A analise quimica, verificou-se ser a DBR multideficitaria, isto
¢, pobre em lipidios, vitaminas, minerais e, principalmente, em proteinas

(aproximadamente 8%). Esta é predominantemente de origem vegetal. O uso didrio da
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DBR produz quadro de desnutri¢ao protéico-caldrica grave, parecendo mimetizar, em

ratos, a desnutri¢ao infantil (Teoddsio et al., 1990).

2.2. Tratamento Farmacologico

Para manipulagdao do sistema serotoninérgico foi utilizada a fluoxetina (F;
cloridrato de fluoxetina - Novartis). Essa substancia era dissolvida em solugdo isotdnica
de sais, denominada Ringer Simplificado (a qual sera referida durante todo este trabalho
como soluc¢do salina; ver composi¢ao no anexo A), nas concentragdes de 0,25, 0,5, 1 ou
2 mg/ml para o tratamento sistémico e, nas concentragcdes de 5 ou 10 mg/ml para o
topico.

Filhotes machos dos grupos nutrido ou desnutrido foram subdivididos em
dezesseis outros grupos, de acordo com o tipo ¢ a intensidade do tratamento a que foram

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

2.2.1. Tratamento sistémico

e Grupos Tratados com Fluoxetina — A fim de se obter uma curva dose-resposta da
acdo da fluoxetina, principalmente sobre a velocidade de propagacdo da depressao
alastrante (DA), 4 grupos de animais nutridos foram injetados, por via subcutanea,
duas vezes ao dia (as 7 h e as 17 h), com fluoxetina nas doses diarias 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 injecdes didrias). Os grupos foram denominados respectivamente como: 25-

NFS; 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 diaria total de 10 mg/kg/dia, grupo 25-DF-10. 10 mg/kg/dia,
representou a dose minima eficaz em provocar alteracdes sobre a DA nos animais
nutridos. Imediatamente apos o desmame (25-30 dias), esses animais foram
submetidos ao registro eletrofisiolégico da DA. Para se verificar a possibilidade de
alteracdes permanentes resultantes do tratamento farmacologico imposto nas fases
iniciais da vida, ratos de ambas as condi¢bes 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 Solu¢io Salina — Para cada condi¢@o nutricional e idade de
realizagdo de experimentos, um grupo de animais foi administrado com volume
equivalente de solugdo 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 injecdo dos animais tratados com a droga.

Grupos sem Tratamento (“Ingénuos”) — Grupos de animais jovens (25-30 dias)
ndo injetados, de ambas as condigdes nutricionais (25-NI e 25-DI), foram usados
para comparagao com os grupos tratados sistemicamente com solugdo salina. Estes
grupos, chamados de “ingénuos” tiveram por finalidade se estudar o possivel efeito

do estresse, decorrente da aplicacao de injecoes.
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TABELA 1 - Distribui¢ao dos grupos experimentais de acordo com o estado nutricional a
que as nutrizes foram submetidas durante o periodo de aleitamento (nutridos e
desnutridos) e com o tratamento farmacologico (fluoxetina [F] ou salina [S], s.c.; ¢ F
topica a 5 ¢ 10 mg/ml [TS e T10]). I (“ingénuos™) sdo animais que ndo receberam
qualquer injegao.

GRUPOS TRATAMENTO DIA DO REGISTRO DA

FARMACOLOGICO DEPRESSAO ALASTRANTE

Grupos Nutridos (N; 23 % de proteina)

25-NI (n = 16) Nenhum (ingénuos) 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
NTS5 (n=12) F, topica, 5 mg/ml 90-150
NTI10 (n=14) F, topica, 10 mg/ml 90-150

Grupos Desnutridos (D; 8 % de proteina)

25-DI (n=13) Nenhum (ingénuos) 25-30
25-DS (n=15) S 25-30
25-DF10 (n=11) F 10 mg/kg 25-30
60-DS (n=15) S 60-70
60-DF10 (n = 6) F 10 mg/kg 60-70
DTI10 (n=38) F, topica, 10 mg/ml 90-150
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2.2.2. Tratamento topico

Dois grupos de animais nutridos, com idades entre 90-150 dias, foram tratados
durante o registro da DA com aplicagoes topicas (T), no cortex cerebral, de fluoxetina
(nas concentragdes de 5 ou 10 mg/ml; grupos N-FT5, N-FT10, respectivamente). A
aplicacao de fluoxetina foi realizada ap6s, no minimo, uma hora de registro basal da
DA, o qual era utilizado como controle. Sendo 10 mg/ml a concentragao mais eficaz em
alterar as caracteristicas da DA (ver resultados), um grupo de animais desnutridos foi

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

3. DETERMINACOES PONDERAIS

3.1. Pesos Corporais

Os animais tratados de forma sistémica foram pesados diariamente (balanca
Marte — modelo 1001, com sensibilidade até 0,01 g ou Filizola — modelo MF-3/1, com
sensibilidade até 0,1) do 1° ao 25° dias de vida. Todos os ratos foram pesados no dia de

experimento.

3.2. Pesos Encefalicos

Ao final dos registros eletrofisioldgicos (item 5), os ratos que ndo seriam

submetidos as analises morfométricas (item 6) foram sacrificados, ainda sob anestesia,
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mediante lesdo na regido bulbar, introduzindo-se um estilete ao nivel da cisterna magna,
0 que provocava parada respiratdria. Apds o sacrificio, seus encéfalos foram retirados.
Para isso, o neuro-eixo foi seccionado transversalmente em dois niveis: caudalmente,
tangenciando-se a borda inferior do cerebelo, incluindo-o; rostralmente, no limite entre
os hemisférios cerebrais e os bulbos olfatorios, excluindo-se esses ultimos.
Imediatamente apds a remocdo, os encéfalos foram pesados em balanga analitica
(modelo Bosh, S-2000, com sensibilidade até 0,1 mg), obtendo-se o chamado peso do
encéfalo imido. Em seguida foram colocados em uma estufa (FANEM) a 100°C e
pesados a cada 1 ou 2 dias na mesma balanga acima citada, até atingirem peso
constante, considerado o peso do encéfalo seco.

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

peso (g) desse 6rgdo umido e o peso corporal (g), multiplicado por 100.

4. PROCEDIMENTO CIRURGICO

Para a realizacdo dos registros eletrofisiologicos, cada animal foi anestesiado
com uma solucao contendo mistura de uretana a 10% + cloralose a 0,4%, a dose de
1000 mg/kg de uretana + 40 mg/kg de cloralose, via intraperitoneal. Foi procedida uma
traqueostomia para introducdo de uma canula de polietileno. O animal foi colocado em
decubito ventral sobre um aquecedor elétrico de temperatura reguldvel; este aparelho
permitiu a manuten¢do da temperatura retal do animal em torno de 37 + 1 °C. Em
seguida, a cabeca do animal foi fixada em aparelho estereotdxico (da marca “David —

Kopf”, USA, modelo 900, ou da marca Insight Equipamentos), de modo a permitir a
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incisdo e remog¢do da pele e do peridsteo para exposicdo do cranio. Por meio de
trepanacao, foram feitos 3 orificios (anterior, médio e posterior, de cerca de 2 a 4 mm de
diametro cada), alinhados paralelamente a linha média, ao nivel do hemisfério cerebral

direito.

5. ESTIMULACAO CORTICAL E REGISTRO ELETROFISIOLOGICO

A DA foi provocada aplicando-se o estimulo (solugdo de KCl a 2%), a um ponto
da superficie cortical frontal, durante um minuto, através do orificio anterior. Os
registros eletrofisiologicos foram feitos utilizando-se eletrodos impolarizaveis (tipo
“Ag-AgCl”) confeccionados no proprio laboratorio (ver Guedes et al., 1992),
conectados a um poligrafo (modelo 7D — Grass Medical Instruments ou Sensor Medics
— Dynograph® Recorder R611). Em dois pontos corticais parietais (um em cada orificio)
foram registradas, simultaneamente, a atividade elétrica cortical (eletrocorticograma) e a
variagdo lenta de voltagem que acompanha a DA. As variagdes corticais de voltagem
foram registradas contra um eletrodo de referéncia comum, colocado sobre os 0ssos
nasais, nos quais o potencial ¢ invariavel. O registro foi feito por um periodo de 4 horas.
A velocidade de propagacao da DA foi calculada com base na distancia entre os dois

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

5.1. APLICACAO TOPICA DE FLUOXETINA
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Como mencionado anteriormente, os animais dos grupos N-FT5, N-FT10 ¢ D-
FT10 foram submetidos a aplicacao topica de fluoxetina. Previamente a esta aplicacao,
foi realizado, por um periodo de, no minimo, uma hora, registro eletrofisiologico da DA
(registro “basal”), conforme descrito acima. Durante esse periodo, a velocidade da DA
foi medida a cada 20 minutos. Cerca de 10 minutos apos a ultima medida do registro
basal, estando a dura-mater intacta, a fluoxetina (a 5 ou 10 mg/ml) era aplicada, com
auxilio de uma seringa, sobre a superficie de um dos orificios parietais (ou até mesmo
dos dois orificios), usados para o registro eletrofisiologico. A fluoxetina permanecia em
contato com a superficie cortical por aproximadamente 10 minutos. O cortex era, entdo,
enxugado com um pequeno pedago de algoddao. Feito isto, procedia-se a nova
estimulacdo com KCIl, a fim de se obter outra medida de velocidade de propagagdo da
DA. Aplicacdes subseqiientes de fluoxetina foram realizadas da mesma maneira. Para
efeito de comparacdo, muitas vezes, o tratamento topico com fluoxetina era precedido
por uma aplicagdo semelhante de solugdo salina. As velocidades de propagacdao do
fenomeno obtidas apds o tratamento farmacoldgico topico, foram comparadas com
aquelas do periodo pré-droga, no mesmo animal. Antes de se encerrarem as sessdes de
registro, lavava-se, com solucgdo salina, o tecido cortical onde haviam sido feitas as
aplicacdes de fluoxetina, na tentativa de remover qualquer resquicio, que porventura

restasse, e possibilitar a recuperagao das caracteristicas da DA.

6. ESTUDO MORFOLOGICO

Animais jovens (25-30 dias), de ambas as condi¢des nutricionais, tratados

sistemicamente com fluoxetina (10 mg/kg) ou solucdo salina, foram submetidos, ap6s o
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registro eletrofisioldgico, a técnica histoquimica para marcacdo de neuronios
nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato-diaforase positivos (NADPH-d), conforme
a descrigdo a seguir.

Estando os animais profundamente anestesiados, foi realizada perfusao
transcardiaca, utilizando as seguintes solugdes: 1) tampao fosfato de sdédio em solucao
salina 0,1M (pH 7,2-7,4), para remocgao do sangue; 2) formaldeido 10%, para fixagdo do
tecido cerebral. As solugdes foram injetadas sob pressdo positiva fornecida por um
compressor e regulada para se manter entre 80 e 100 mm/Hg.

Ao final da perfusdo, o cranio foi aberto e o encéfalo retirado e pesado. Em
seguida, foi realizada a microtomia. Os encéfalos foram cortados em vibratomo
(Sectioning System Series 1000), em fatias coronais com espessura de 150 pm.

A reacdo histoquimica dos cortes neuronais foi realizada de acordo com o
método indireto da enzima malica (Scherer-Singler ef al., 1983), até visualizacdo dos
dendritos tercidrios e de ordens superiores na maioria das células marcadas. Para
acompanhar a evolugdo da reagdo foi utilizado microscopio Optico, modelo Standard 25
(Zeiss). Apds a interrupcdo da reagdo, os cortes foram montados em laminas

histologicas e foram procedidas as analises morfométricas.

6.1. Analises Morfométricas

Nos animais dos grupos 25-NF10 (n = 7), 25-NS (n = 7), 25-DF10 (n = 6) e 25-
DS (n = 8) foram efetuadas andlises microscoOpicas na area 17 (4rea visual primdaria) dos
seguintes pardmetros: 1) nimero de neurdnios NADPH-d positivos; 2) area do corpo

celular daqueles mesmos neurdnios. Os limites do cortex visual primario foram
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identificados através de um microscopio Optico (Zeiss), com auxilio de um atlas de
coordenadas estereotaxicas do cérebro do rato (Paxinos ¢ Watson, 1998) e dos critérios
de laminagdo das camadas, revelada pela histoquimica da NADPH-d na neuropila (de
acordo com Borba et al., 2000). E digno de nota que as laminas foram codificadas, de
forma que o observador desconhecia, no momento das analises, a qual dos grupos
pertencia cada preparagao histoldgica.

Para a contagem do numero de neuronios NADPH-d positivos foram
selecionados aleatoriamente (entre o Bregma -5,80 e -7,30) 5 cortes histologicos de cada
animal. Foram analisados os dois hemisférios cerebrais a fim de se detectar eventuais
alteragdes decorrentes do fenomeno da DA. Foi utilizada uma camara clara (ganho 1,1x)
acoplada ao microscopio em pequeno aumento (ocular 8x e objetiva 4x). Os contornos
da area 17 foram desenhados em papel milimetrado e as posigdes das células foram
marcadas no desenho, para serem contadas posteriormente. Foram contadas todas as
células visualizadas na substancia cinzenta, bem como aquelas que se localizavam na
substancia branca dentro de uma faixa de at¢ 5 mm imediatamente adjacente a
substancia cinzenta.

As medidas da area do corpo celular foram obtidas a partir de neurdnios
NADPH-d positivos localizados no cortex visual primario (entre o Bregma -5,80 e -
7,30) de uma preparagao histologica. Em cada corte histologico foram medidos os perfis
celulares de 20 neurdnios da substancia cinzenta cortical (10 de cada hemisfério
cerebral) escolhidos aleatoriamente (objetiva 40x). Depois de digitalizada a imagem da
célula, a area do soma (em pmz) era obtida automaticamente, através do sistema de
analise de imagem (Optimas macros®, 1996, Optimas Corporation, Washington, USA).

As médias das areas foram tomadas para efeito comparativo.
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7. NEUROGENESE HIPOCAMPAL

Os estudos concernentes a esse item foram desenvolvidos no Departamento de
Psicologia da Princeton University (Princeton, NJ, EUA), na vigéncia de “bolsa de
Doutorado Sanduiche”, sob a orientacdo do prof. Barry Jacobs. Foram investigados os
efeitos da fluoxetina, administrada durante o aleitamento, sobre a neurogénese
(formacdo de novos neuronios) hipocampal tanto em animais recém-desmamados (25
dias), como adultos (60 dias de vida). Associada a acdo da fluoxetina, foi
adicionalmente investigado o efeito de dois tipos diferentes de estresse (estresse por
contensdo e administragdo de lipopolissacarideo) sobre a formacdo de novas células
neuronais no hipocampo de ratos adultos.

Ratos machos Sprague-Dawley (n = 17), nutricionalmente normais, foram
tratados com uma injecdo didria de fluoxetina (cloridrato de fluoxetina - Eli Lilly and
Company) a dose de 10 mg/kg/dia, de forma subcutanea, do 2° ao 25° dia apds o
nascimento. Ou seja, esses animais foram manipulados da mesma maneira que aqueles
do grupo NF10, a exce¢do de que receberam a dose de fluoxetina em apenas uma
injecdo didria. Para efeito comparativo, foram obtidos ratos que receberam volume
equivalente de solucdo salina (cloreto de sodio 0,9%, 10 ml/kg/ dia, s.c.; n = 16).

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

7.1. Neurogénese 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 inje¢do intraperitoneal de
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bromodeoxiuridina (BrdU) na dose de 200 mg/kg. BrdU ¢ um analogo da timidina que
¢ incorporado ao DNA durante a fase de sintese (fase-S) do ciclo celular e € usado para
marcar cé€lulas em proliferacao. Decorridas 2 horas, os animais foram anestesiados com
uma overdose de pentobarbital (cerca de 300 mg/kg) e a seguir perfundidos
transcardiacamente, com auxilio de uma bomba de infusdo (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 solucao salina (20 ml, a qual continha 10.000 U/ml de heparina,
para prevenir a coagulacao do sangue) e depois com paraformaldeido a 4% (pH 7.4; 120
ml). Os encéfalos foram removidos e entdo mantidos em paraformaldeido 4%, em
geladeira, durante 24 horas, para pdés-fixagao. Em seguida, eles foram transferidos para
uma solugdo crioprotetora de sacarose a 30% em tampao 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 um 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 as séries 6 e 7 foram

submetidas a reacdo imunohistoquimica de BrdU (descrita no item 7.3).

7.2. Neurogénese 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. Neurogénese

Para determinar se o tratamento precoce com fluoxetina afeta a neurogénese na
idade adulta, alguns animais tratados com fluoxetina (grupo F-60; n = 4) e com solu¢ao
salina (grupo S-60; n = 2) receberam uma inje¢ao de BrdU (200 mg/kg, i.p.) de maneira
similar aqueles aos 25 dias. A seguir os mesmos procedimentos supra descritos foram

realizados.

O estresse estd comumente associado com uma variedade de desordens
psiquiatricas como, por exemplo, a depressdo, ¢ ¢ freqlientemente o fator causal de tais
desordens. Dessa forma, foram analisados os efeitos de dois agentes estressores sobre a
neurogénese hipocampal: 1) o lipopolissacarideo, que desafia o sistema imune; 2) o

estresse por contensao.

7.2.2. Estresse pelo Lipopolissacarideo

O lipopolissacarideo (L) ¢ um componente estrutural da membrana de bactérias
gram negativas ¢ um potente indutor de citocinas que produzem uma reagdo
inflamatoria. Ele tem sido considerado um agente estressor do tipo metabolico (Connor
et al., 1999). Animais tratados precocemente com fluoxetina e com solucdo salina
(grupos F-LL — n = 3 ¢ S-LL — n = 3, respectivamente) receberam 2 injegdes de
lipopolissacarideo (1 mg/kg, 1i.p.), separadas por um intervalo de 5 horas.

Adicionalmente, tanto animais fluoxetina, como tratados precocemente com salina
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foram administrados com solugdo salina (5 ml/kg, i.p.), para efeito de comparacao com
a inje¢do de lipopolissacarideo (respectivamente, grupos F-S —n =2 e S-S — n = 2).
Trés horas apds a Gltima injecao (seja de lipopolissacarideo ou de solugao salina), todos
os animais receberam BrdU (200 mg/kg, i.p.), sendo entdo perfundidos apos mais 2
horas, a fim de que fossem efetuadas as reagdes imunohistoquimicas para marcagao das

células que incorporaram o BrdU.

7.2.3. Estresse por Contensdo

E bastante conhecido que a contensdo (C) é capaz de induzir estresse do tipo
neurogénico em animais experimentais (Connor et al., 1999), razao pela qual este tipo
de manipulacdo foi utilizada neste trabalho. Animais tratados no inicio da vida tanto
com fluoxetina (F-C; n = 2), como com salina (S-C; n = 4) foram totalmente contidos
entre duas camadas de tela metalica (malha de 1mm?) 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. Reagdo Imunohistoquimica para BrdU

As fatias cerebrais que haviam sido obtidas pela microtomia foram montadas em
laminas (Superfrost Plus Gold) e deixadas em estufa a 37° C até o dia seguinte. A fim de
possibilitar a exposi¢ao do antigeno, as laminas foram mergulhadas em acido citrico em

ebulicdo (0,01 M, pH 6,0) por 6 minutos, e depois incubadas por 8 %2 minutos em
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solugdo de tripsina (0,1% em tampao Tris 0,1M, pH 7,5; contendo 0,1% CaCl,) e por 10
minutos em HCl (2N em PBS), ambas a temperatura ambiente. A seguir, foram
submetidas ao procedimento imunohistoquimico. As ldminas foram mantidas a 4° 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 1gG
(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 2 minutos com solucdo de
diaminobenzidina (DAB) e hidroperéxido 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 laminulas foram montadas, apds procedimento histologico para reacdo 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 microscépio optico (Olympus) com objetiva de 40x.

8. ANALISE ESTATISTICA

A andlise de variancia (ANOVA) foi empregada para analisar os dados de pesos
corporais e encefalicos, bem como a velocidade de propagacdo da DA e as observagdes
histoquimicas e imunohistoquimicas. Nas comparagdes em que ANOVA apontou
diferengas significantes foi aplicado o teste para comparacdo multipla de Tukey-
Krammer. O teste ¢ pareado foi utilizado para comparar velocidades de propagagdo da
DA antes e apds o tratamento farmacologico topico. Em todos os casos, foi considerado

como nivel de significancia para rejei¢ao da hipotese nula, um valor de P < 0,05.
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TABELA 2 - distribuicio dos grupos experimentais de acordo com o tratamento
subcutaneo a que os ratos foram submetidos durante o periodo de aleitamento, com o
agente estressor (lipopolissacarideo [L], solu¢do salina [S] ou contensdo [C]) imposto
na idade adulta, bem como, com a idade experimental em que receberam
bromodeoxiudina (BrdU).

TRATAMENTO PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

DURANTE A GRUPO

3 25 DIAS 60 DIAS
LACTACAO
F-25(n=6) BrdU
Fluoxetina F-60 (n=4) BrdU
(F; 10 mg/kg) F-L (n=3) Lipopolissacarideo (2 x 1 mg/kg, i.p.) + BrdU
F-S(n=2) Solugdo salina (2 x 5 ml/kg, i.p.) + BrdU
F-C(n=2) Contensao (2 h) + BrdU

S-25(=5) BrdU

S-60 (n=2) BrdU
Solucio Salina
S-L (n=3) Lipopolissacarideo (2 x 1 mg/kg, 1.p.) + BrdU
(S; 10 ml/kg)
S-S(n=2) Solugdo salina (2 x 5 ml/kg, i.p.) + BrdU
S-C(n=4) Contensao (2 h) + BrdU
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RESULTADOS

1. PESO CORPORAL

1.1.  Efeito do Tratamento Farmacologico

Os animais nutridos tratados com fluoxetina apresentaram pesos corporais
médios significativamente menores que aqueles tratados com solucdo salina, desde o 5°
dia de vida até o dia do experimento para os grupos NF20 e NF40; e, a partir do 11° dia
até o 25° dia de vida ou até o dia do registro eletrofisioldgico para os animais dos
grupos NF5 e NF10, respectivamente. Vale ressaltar que em alguns grupos (NFS5,
NF10, NF40), o peso corporal ao inicio 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 10° dia de vida até o dia do experimento; os animais daquele
grupo (DF10) também apresentavam peso corpodreo inicial superior aos do grupo salina

(Tabela 3 e Figura 1).

1.2.  Efeito do Estresse das Injecoes

Os grupos ingénuos (NI e DI) constituem grupos de animais ndo injetados,
utilizados com a finalidade de se investigar a influéncia do estresse, pela aplicagdo das

solugdes, sobre alguns pardmetros analisados nesse estudo, tais como peso corporal,
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velocidade da DA. No que se refere ao peso corporal, ndo houve qualquer diferenga
entre os animais pertencentes a esses grupos € seus respectivos controles tratados com

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

1.3. Efeito do Tratamento Nutricional

Ap6s alguns dias (3, 4 e 5 para os grupos DF10, DS e DI, respectivamente) de
ingestdo materna de DBR, os pesos corporais dos animais desnutridos tornaram-se
significativamente menores que os dos animais nutridos. Essa diferenga persistiu até o

dia do experimento em todas as comparagdes. Esses resultados estdo na Tabela 3.

2. PESO ENCEFALICO

Ao serem comparados os animais nutridos tratados com fluoxetina (F) nas
diferentes doses com os animais injetados com solug¢do salina (S) quanto aos pesos
encefalicos absolutos (imidos e secos) e relativos, os valores médios encontrados foram
semelhantes. Quando as mesmas comparacdes foram realizadas em animais desnutridos
(D), o grupo DF10 apresentou pesos encefalicos absolutos significativamente menores
em relagdo ao grupo DS; porém, pesos encefalicos relativos, maiores (Tabela 4 e
Figuras 2 e 3).

Avaliando-se conjuntamente os animais tratados com solu¢do salina com os

animais ndo injetados, ingénuos (NS versus NI; DS versus DI), os valores médios de
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pesos encefalicos absolutos (imidos e secos) e relativos foram equivalentes dentro da
mesma condi¢do 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 encefalicos absolutos
significativamente menores que aqueles dos grupos nutridos correspondentes; contudo,

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

3. VELOCIDADE DE PROPAGACAO DA DA

3.1. Efeito do Tratamento Farmacologico Sistémico

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 solucdo salina. Nos animais jovens (25-30 dias) nutridos essas
diferencas foram estatisticamente significantes em todas as horas de registro para os
grupos NF20 e NF40; no grupo NF10 foi significante nas 1* e 2% horas de registro; e, no
grupo NF5, apesar de ndo haver diferenca estatistica, os valores médios foram mais
baixos em todas as horas. Além disso, foi também observado que esse efeito sobre a
velocidade de propagacdo da DA era dependente da dose, isto ¢, quanto maior a dose,
maior a redu¢do nos valores médios da velocidade da DA, nas varia¢des desde 5 mg/kg
a 20 mg/kg. Todavia, a partir de 20 mg/kg, essa caracteristica dose-dependente deixou
de existir, ndo 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 propagacdo da DA, em comparagcdo ao grupo tratado com
solucdo salina. Esses resultados estdo na Tabela 5. A reducdo da velocidade de
propagacdo 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 diferencas significantes nas quatro horas de registro para os desnutridos (60-DF10) e,
nas 1* e 3* horas, para os nutridos (60-NF10), quando comparados com o0s respectivos
controles (Tabela 6). Registros ilustrativos da propagagdo da DA nos diferentes grupos

estdo mostrados nas Figuras 4, 5 ¢ 6.

3.2. Efeito do Estresse da Injecao

As comparagdes entre os grupos ingénuos e seus respectivos controles
(tratados com solugdo salina), resultaram em velocidades de propagacdo da DA

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

3.3. Efeito do Tratamento Nutricional

Os animais desnutridos ing€nuos (jovens) ou injetados com solugdo salina
(jovens e adultos) apresentaram valores médios da velocidade de propagacdo 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 ¢ 60-DF10 versus 60-NF10), seus valores médios de velocidade da DA foram

equivalentes nas quatro horas de registro (Tabelas 5 ¢ 6).
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TABELA 3 - Evolugdo ponderal de ratos nutridos (N) e desnutridos (D) no inicio da
vida, e submetidos, durante o aleitamento, a uma das seguintes condi¢gdes: 1) tratamento
com fluoxetina (F; nas doses de 5, 10, 20 e 40 mg/kg, s.c.); 2) aplicagao de volume
equivalente de solucdo salina (S; grupos controles); 3) ndo injetados com qualquer
solugdo (grupos “ingénuos’; I). Os valores representam a média + desvio-padrdo, com o
nimero de animais indicado entre parénteses. As letras mintsculas indicam valores
diferentes (P < 0,05) dos respectivos valores dos grupos marcados com a mesma letra,
na coluna da esquerda. A andlise estatistica utilizada foi ANOVA, seguida do teste de

Tukey.
PESO CORPORAL (g)
GRUPO
1° DIA 7° DIA 14° DIA 21° DIA (25°-30° DIAS)
NI 6,53+0,82  16,2342,09  34,16+4,68  52,12+8.43 82,2+7.2
(a) (12) (18) (18) (18) (16)
NS 6,86+0,63  16,57+1,66  33,16+2,95  53,24+4.23 86,9+10,5
(b) (23) (27) (27) (27) (18)
NF5 7,3340,75"  16,46+2,07 30,4843,63"  48,68+5,18" 80,3+15,6
(c) (20) (20) (20) (20) (15)
NF10 7,56+£0,92"  16,97+1,40 28,46+2,61"  43,07+4,61" 68,2+11,1°
(d) (25) (24) (24) (24) (15)
NF20 7,08+0,78  14,11+1,86" 22.48+328"  34,72+4,61" 64,5+12,3"
(e) (17) (24) (24) (24) (16)
NF40 7,1940,52"  13,75+1,74"  21,0943,09"  26,74+531" 49,0+7,9"
® (24) (23) (20) (16) (11)
DI 6,60+0,67 11,99+1,70* 15,54+1,74*  19,2542,74" 29,.2+5.8"
(2) (19) (19) (19) (19) (13)
DS 6,59+0,76  12,11+1,29" 16,09+1,33"  19,17+2,02" 28,946,5"
(h) (23) (23) (23) (23) (16)
DF10 7,3540,78"  12,00+1,74% 14,46+1,57*" 15,96+2,45"" 23 5+83%"
()] (28) (28) (27) (26) (12)
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PESO CORPORAL
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NI NF5 NF10 NF20 NF40 DI DF10

Grupos

FIGURA 1 - Variacao dos pesos corporais entre o inicio (1° 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 (médiate.p.m.) sdo expressos como percentual dos valores dos grupos controles
injetados com solu¢do salina (S). N e D indicam, respectivamente, grupos nutridos e
desnutridos. I representa grupos “ingénuos”, que nao sofreram qualquer injecao (grupos
ndo injetados). A fluoxetina era administrada diariamente, por via subcutinea. *P <
0,05 em relacao 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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TABELA 4 - Pesos encefalicos de ratos jovens (25-30 dias) nutridos (N) e desnutridos
(D) no inicio da vida, e submetidos, durante o aleitamento, a uma das seguintes
condigdes: 1) tratamento com fluoxetina (F; nas doses de 5, 10, 20 e 40 mg/kg, s.c.); 2)
aplicacdo de volume equivalente de solugdo salina (S; grupos controles); 3) ndo
injetados com qualquer solugdo (grupos “ingénuos’; I). Os valores representam a média
+ desvio-padrdo, com o numero de animais indicado entre parénteses. As letras
minusculas indicam valores diferentes (P < 0,05) dos respectivos valores dos grupos
marcados com a mesma letra, na coluna da esquerda. A andlise estatistica utilizada foi
ANOVA, seguida do teste de Tukey.

GRUPO i PESO ENCEFALICO (g)
UMIDO SECO
NI 1,4548+0,0696 0,283240,0128
(a) (6) (6)
NS 1,413440,0906 0,2695+0,0206
(b) (6) (6)
NF5 1,4025+0,0794 0,2654+0,0238
(c) (7) (7
NF10 1,4364+0,0326 0,2410+0,0037
(d) (6) (6)
NF20 1,3952+0,0688 0,2638+0,0192
(e) (6) (6)
NF40 1,2858+0,1260 0,238140,0199
(H (2) 2
DI 1,137340,0797* 0,2188+0,0153"
(2) (8) )]
DS 1,1832+0,1055" 0,2257+0,0168"
(h) (8) )]
DF10 1,0333+0,1005™¢ 0,1888+0,0242"¢
)] (13) (13)
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FIGURA 2 - Pesos encefalicos imidos 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 situagdes: 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 solugdo
salina (S; grupo controle para os animais injetados com fluoxetina); 3) ndo injetados
com qualquer solucdo (“ingénuos”, grupo I). Os dados estdo expressos em
médiate.p.m. Nao houve diferengas 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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FIGURA 3 - Pesos encefalicos imidos relativos aos pesos corporais, obtidos no dia do
experimento, de animais jovens (25-30 dias) nutridos (N) e desnutridos (D) no inicio da
vida, e submetidos durante o aleitamento a uma das seguintes situagdes: 1) injetados
com fluoxetina (F; 10 mg/kg, s.c.); 2) tratados com volume equivalente de solugdo
salina (S; grupos controles); 3) ndo injetados com qualquer solugdo (“ingénuos”, grupos
I). Os dados estdao expressos em médiate.p.m. *P < 0,05 em relagdo ao controle DS. P
< 0,05 em relacao 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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TABELA 5 - Velocidades de propagagao da DA em ratos jovens (25-30 dias) nutridos
(N) e desnutridos (D) no inicio da vida, e submetidos, durante o aleitamento, a uma das
seguintes condigdes: 1) tratamento com fluoxetina (F; nas doses de 5, 10, 20 ¢ 40
mg/kg, s.c.); 2) aplicagdo de volume equivalente de solucdo salina (S; grupos controles);
3) ndo injetados com qualquer solugdo (grupos “ingénuos’; I). Os valores representam a
média + desvio-padrdo em cada hora de registro, com o niimero de animais indicado
entre parénteses. As letras minusculas indicam valores diferentes (P < 0,05) dos
respectivos valores dos grupos marcados com a mesma letra, na coluna da esquerda. A
analise estatistica utilizada foi ANOVA, seguida do teste de Tukey.

GRUPOS VELOCIDADE DA DA (mm/min)
(25-30d) 1*h 2°h 3h 4*h
NI 3,7540,12 3,8140,13 3,87+0,15 3,92+0,20
(a) (15) (15) (15) (15)
NS 3,71+0,21 3,7740,18 3,80+0,17 3,89+0,19
(b) (18) (18) (18) (18)
NF5 3,50+0,19 3,6340,33 3,67+0,41 3,7340,37
(c) (15) (15) (15) (15)
NF10 3,47+0,19" 3,51+0,22° 3,62+0,20 3,6340,20
(d) (15) (15) (15) (15)
NF20 3,04+0,27" 3,16+0,33" 3,23+0,36" 3,28+0,33"
(e) (16) (16) (16) (15)
NF40 2,93+0,23" 3,22+40,30" 3,33+0,28" 3,39+0,22"
() (11) (11) (11) (10)
DI 4,1140,35" 4,49+0,29" 4,59+0,33" 4,7240,27"
(2) (13) (13) (13) (13)
DS 4.25+0,29" 4,57+0,42" 4.,74+0,42" 4,90+0,49"
(h) (15) (15) (15) (15)
DF10 3,55+0,24" 3,80+0,28" 3,75+0,57" 3,92+0,33"
()] (12) (12) (12) (11)
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TABELA 6 - Velocidades de propagacdo da DA em ratos adultos (60-70 dias) nutridos
(N) e desnutridos (D) no inicio da vida, e submetidos, durante o aleitamento, ao
tratamento subcutdneo com fluoxetina (F; 10 mg/kg) ou com volume equivalente de
solugdo salina (S; grupos controles). Os valores representam a média + desvio-padrio
em cada hora de registro, com o nimero de animais indicado entre parénteses. As letras
minusculas indicam valores diferentes (P < 0,05) dos respectivos valores dos grupos
marcados com a mesma letra, na coluna da esquerda. A andlise estatistica utilizada foi

ANOVA, seguida do teste de Tukey.

GRUPOS VELOCIDADE DA DA (mm/min)

(60-70d) 1*h 2°h 3*h 4*h
NS 3.362+0.09 3.26%0.11 3.324+0.09 3.33+0.14
(a) (6) &) (6) (6)

NF10 2.98+0.18* 2.85+0.28 2.84+0.30" 2.89+0.29
(b) (7) (7) (7N (7
DS 3.98+0.39" 3.97+0.37° 4.054+0.50" 4.06+0.52"
(c) (5) (5) ®) 4)
DF10 3.19+0.25°¢ 3.09+0.30°¢ 3.06+0.35°¢ 3.15+0.19°¢
(d) (6) (6) (6) (6)
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FIGURA 4 - Registros cletrofisiologicos da depressio alastrante (DA,
eletrocorticograma — ECoG, 0,5 mV; e, varia¢do lenta de voltagem que acompanha a
DA - VLV, 10 mV) no cértex parietal de ratos jovens (25-30 dias) nutridos (N),
submetidos durante o aleitamento a uma das seguintes situagdes: 1) injetados
subcutaneamente com fluoxetina (F; nas doses de 5, 10, 20 e 40 mg/kg); 2) tratados
com solu¢do salina (S; grupo controle); 3) ndo injetados com qualquer solugdo
(“ingénuos”; I). A barra horizontal, no tragado, indica o periodo de estimulagdo com
KCI a 2% (1 minuto) necessario para deflagrar a DA na regido frontal do mesmo
hemisfério. Os niimeros 1 e 2, no esquema (a direita), indicam os pontos de registro,
marcados com os mesmos numeros a esquerda do tracado. O esquema mostra também o
local de aplicagdo do estimulo (KCI) e o eletrodo de referéncia (R), sobre os ossos
nasais.
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RATOS JOVENS (25-30 DIAS)
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FIGURA 5§ - Registros -ecletrofisiologicos da depressio alastrante (DA,

eletrocorticograma — ECoG, 0,5 mV; e, varia¢do lenta de voltagem que acompanha a
DA — VLV, 10 mV) no cortex 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 solugdo salina (S); ou, ndo injetados com qualquer solugdo (“ingénuos”,
I). A barra horizontal, no tracado, indica o periodo de estimulacdo com KCl a 2% (1
minuto) necessario para deflagrar a DA na regido frontal do mesmo hemisfério. Os
nimeros 1 e 2, no esquema (a direita), indicam os pontos de registro, marcados com os
mesmos numeros a esquerda do tragado. O esquema mostra também o local de
aplicacdo do estimulo (KCI) e o eletrodo de referéncia (R), sobre os 0ssos nasais.
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FIGURA 6 - Registros eletrofisiologicos da depressdo alastrante (DA;
eletrocorticograma — ECoG, 0,5 mV; e, varia¢do lenta de voltagem que acompanha a
DA — VLV, 10 mV) no coértex 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 solucdo salina (S). A barra horizontal, no
tracado, indica o periodo de estimulacdo com KCl a 2% (1 minuto) necessario para
deflagrar a DA na regido frontal do mesmo hemisfério. Os nimeros 1 e 2, no esquema
(a direita), indicam os pontos de registro, marcados com os mesmos niimeros a esquerda
do tracado. O esquema mostra também o local de aplicagdo do estimulo (KCI) ¢ o
eletrodo de referéncia (R), sobre os 0ssos nasais.
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3.4. Efeito do Tratamento Farmacoldgico Topico

A aplicagao topica (T) de fluoxetina nas concentragdes de 5 ou 10 mg/ml
(grupos TS5 e T10), no cortex parietal, reduziu significativamente, de forma “dose-
dependente”, a velocidade de propagacao da DA, nos animais nutricionalmente normais
quando comparada aos seus valores basais (antes da aplicagdo da droga). Redugdo
significativa decorrente do tratamento topico com fluoxetina a concentracdo de 10
mg/ml também foi observada nos ratos desnutridos. Apds lavagem da regido tratada
com solu¢do salina, os valores de velocidade de propagacdo da DA passaram a ser
semelhantes aqueles obtidos antes da aplicagdo da droga. A redugdo maxima da
velocidade de propagacdo da DA, apds o tratamento farmacoldgico topico cortical
atingiu os seguinte valores, respectivamente, para os grupos NT5, NT10 ¢ 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 as vezes ndo pdde ser avaliada em 4 dos 14 ratos (28,6%), pois nesses
casos sua propagacao foi interrompida no ponto cortical tratado com fluoxetina. Antes
da aplicacdo topica de fluoxetina, as DAs sempre se propagaram normalmente para os
dois pontos de registro, em 100% dos casos. Nos desnutridos, tal bloqueio ndo foi
observado. Registros ilustrativos dos efeitos do tratamento topico cortical com

fluoxetina estdo mostrados na Figura 8.
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FIGURA 7 - Redu¢do da velocidade da depressdo alastrante (DA) em ratos adultos
nutridos (N) e desnutridos (D) apds aplicagdao tépica (T) de fluoxetina. TS e T10
indicam, respectivamente, grupos tratados com fluoxetina nas concentragoes de 5 e 10
mg/ml. A solugdo foi aplicada topicamente durante 10 min imediatamente antes da
deflagracdo da DA com KCI em uma area circular (3-4 mm de didmetro) na superficie
do cortex parietal (locais de registro), sobre a dura-mater intacta. Os dados
(médiate.p.m.) sdo expressos como percentuais dos valores controles (antes da
aplicacao de fluoxetina). Max. Red., redu¢do maxima da velocidade da DA (atingida
cerca de 10-110 min apos a primeira aplicacao de fluoxetina). Recup., recuperagao dos
efeitos da fluoxetina (obtido ap6s 20-80 min da redugdo maxima). *indica que todos os
valores “Max. Red.” sdo diferentes dos correspondentes valores controles (P < 0,05;
teste ¢ pareado). NT5,n=12; NT10, n = 14; DT10, n = 8.
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FIGURA 8 - Eletrocorticograma (ECoG) e variagdo lenta de voltagem (VLV) em ratos
nutridos (N) e desnutridos (D), mostrando os efeitos das aplicagdes topicas (T) de
fluoxetina (5 ou 10 mg/ml; respectivamente, T5 ou T10) sobre a depressao alastrante
(DA). A barra horizontal, no tracado, indica o periodo de estimula¢do com KCl a 2% (1
minuto) necessario para deflagrar a DA na regido frontal do mesmo hemisfério. Os
numeros 1 e 2, no esquema (a direita), indicam os pontos de registro, marcados com os
mesmos numeros a esquerda do tragado. O esquema mostra também o local de
aplicacdo do estimulo (KCl) e o eletrodo de referéncia (Ref.), sobre os 0ssos nasais. Em
cada animal, A mostra um registro controle (antes da fluoxetina). A aplicacdo de Ringer
(R), diferentemente da de fluoxetina (F), ndo modificou significativamente as
amplitudes da DA (comparar A e B). Redugdes nas amplitudes da VLV, apo6s aplicagdo
de fluoxetina, estdo mostradas em C em todos os animais (nos pontos de registro 1 e 2
para os ratos NTS e NT10, e no ponto 2, para o rato MT10; pode-se observar neste
ultimo animal que a amplitude da VLV se alterou somente na regido 2, que havia sido
tratada com fluoxetina). No rato NT10 (D), ¢ possivel notar o bloqueio da DA nos dois
pontos de registro, apos aquelas regides terem sido tratadas com fluoxetina. A
recuperacao dos efeitos da aplicacdo topica de fluoxetina pode ser visto em D (nos ratos
NT5 e DT10) e em E (nos NT10), ap6s lavagem da regido tratada com Ringer. O tempo
em minutos se refere ao tempo decorrido apds os registros controles.
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4. ANALISES MORFOMETRICAS

Foram analisados os numeros totais, bem como as areas do corpo celular de
neurénios NADPH-d positivos, na area visual primaria (drea 17) de cada um dos
hemisférios cerebrais. Isto, com o objetivo de se identificar, além das possiveis
diferencas decorrentes dos tratamentos farmacoldgicos e nutricionais, aquelas que

pudessem ser devidas a deflagracao e/ou propagacdo da DA cortical.

4.1. Numero de Neuronios NADPH-d Positivos

Nas comparagdes intragrupos ndo se verificou diferengas entre o hemisfério da
DA (hemisfério direito) e o hemisfério contralateral (esquerdo) em qualquer dos grupos
estudados (Figura 9).

Nas observagdes intergrupos, os numeros de neurénios dos hemisférios
esquerdos correspondentes foram semelhantes entre si independentemente dos
tratamentos, se farmacologicos ou nutricionais. Ao se realizar as mesmas comparagdes,
porém no hemisfério direito, o numero de neurénios NADPH-d positivos do grupo
fluoxetina desnutrido (DF10) foi significativamente inferior ao do grupo controle (DS),
nas demais aferigdes nenhuma diferenca 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. Area do Corpo Celular de Neurénios NADPH-d Positivos

Quanto a este parametro, observou-se que o valor médio da area do corpo celular
do hemisfério direito (lado da DA) do grupo fluoxetina-nutrido (NF10) era
significativamente maior que o do hemisfério esquerdo. Nas demais comparacdes
intragrupos, os valores médios inter-hemisférios sdo semelhantes (Figura 11).

Nas comparagdes intergrupos, quando se analisam isoladamente os hemisférios
cerebrais, os valores médios da area do soma sdo equivalentes independentemente do
tipo de tratamento ou do estado nutricional. No entanto, quando se estudam os dois
hemisférios conjuntamente, a area do soma do grupo fluoxetina nutrido (NF10) é maior
que a do grupo controle (NS). Tal efeito ndo foi encontrado nos correspondentes grupos
desnutridos, nem houve diferengas quando se analisou o aspecto nutricional (Figuras 11,

12 ¢ 13).
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FIGURA 9 - Nimero de neurénios NADPH-d positivos em cada um dos hemisférios
cerebrais (direito e esquerdo) da area visual primaria (area 17) de animais jovens (25-30
dias) nutridos (N) e desnutridos (D) no inicio da vida, e submetidos durante o
aleitamento a inje¢do diaria de fluoxetina (F; 10 mg/kg, s.c.) ou de volume equivalente
de solugdo salina (S; grupos controles). Foram analisados 5 cortes de 150 pm de
espessura por animal. Os dados representam a médiate.p.m. *P < 0,05 em comparagao
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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FIGURA 10 - Numero de neuronios NADPH-d positivos totais (ambos os hemisférios)
da area visual priméria (drea 17) de animais jovens (25-30 dias) nutridos (N) e
desnutridos (D) no inicio da vida, e submetidos durante o aleitamento a inje¢do diaria de
fluoxetina (F; 10 mg/kg, s.c.) ou de volume equivalente de solugdo salina (S; grupos
controles). Foram analisados 5 cortes de 150 um de espessura por animal. Os dados
representam a médiate.p.m. Nao foram encontradas diferengas estatisticas entre os
grupos (ANOVA, seguida do teste do Tukey). NS, n = 7; NF10, n = 7; DS, n = §;
DF10,n=6.
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FIGURA 11 - Area do corpo celular (soma) de neuronios NADPH-d positivos em cada
um dos hemisférios cerebrais (direito e esquerdo) da area visual primdria (area 17) de
animais jovens (25-30 dias) nutridos (N) e desnutridos (D) no inicio da vida, e
submetidos durante o aleitamento a injecdo diaria de fluoxetina (F; 10 mg/kg, s.c.) ou
de volume equivalente de solugdo salina (S; grupos controles). Foram analisadas 20
células por animal. Os dados representam a médiate.p.m. *P < 0,05 em comparagao 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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FIGURA 12 - Area do corpo celular (soma) de neurdnios NADPH-d positivos totais
(ambos os hemisférios) da area visual primaria (area 17) de animais jovens (25-30 dias)
nutridos (IN) e desnutridos (D) no inicio da vida, e submetidos durante o aleitamento a
injecdo diaria de fluoxetina (F; 10 mg/kg, s.c.) ou de volume equivalente de solugdo
salina (S; grupos controles). Foram analisadas 20 células por animal. Os dados
representam a médiate.p.m. *P < 0,05 em comparagdo 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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FIGURA 13 - Fotomicrografias de células NADPH-d positivas da area visual primaria
(area 17) de animais jovens (25-30 dias) nutridos (N) e desnutridos (D) no inicio da
vida, e submetidos durante o aleitamento a inje¢ao diaria de fluoxetina (10 mg/kg, s.c.)
ou de volume equivalente de solugdo salina (S; grupos controles). Escala da barra: 20
pm.
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5. NEUROGENESE

Como mencionado em “Métodos”, esta parte do presente trabalho foi realizada
no Departamento de Psicologia da Universidade de Princeton (EUA), sob a supervisdo
do prof. Barry Jacobs, na vigéncia de “bolsa de Doutorado Sanduiche” concedida pelo
CNPq.

O numero de células neuronais da regido 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 solugdo salina. Essa auséncia de efeito foi
demonstrada tanto aos 25, como aos 60 dias de vida. Todavia, o nimero de células
marcadas pelo BrdU foi muito mais elevado no inicio da vida, do que na idade adulta;

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

5.1. Relacio entre Neurogénese e Estresse

O estresse induzido de forma aguda aos 60 dias de vida, tanto através da
aplicacdo de lipopolissacarideo (L), como por meio da contensdo (C), ndo exerceu
qualquer efeito sobre o numero de células hipocampais (camadas granulares,
subgranulares e hilo) positivas ao BrdU. Da mesma maneira, o tratamento precoce com
fluoxetina ndo influenciou a resposta do hipocampo do animal adulto a qualquer dos

dois tipos de agentes estressores (Tabela 8).
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TABELA 7 - Numero de neuronios hipocampais positivos ao 5-bromo-2-deoxiuridina
de ratos submetidos durante o aleitamento a uma Unica aplicacdo diaria de fluoxetina
(F; 10 mg/kg, s.c.) ou de volume equivalente de solugdo salina (S; grupos controles). O
efeito do tratamento precoce foi investigado aos 25 e 60 dias de idade. As letras
minusculas indicam valores diferentes (P < 0,05) dos respectivos valores dos grupos
marcados com a mesma letra, na coluna do meio. A analise estatistica utilizada foi
ANOVA, seguida do teste de Tukey.

IDADE EXPERIMENTAL GRUPO MEDIA +E.P.M
§-25 (n=3) 858.0 + 23.,6¢
(a)
25 dias
F-25 (n=6)
(b) 848.5 + 35,6"
§-60 (n=2) 313,0 £ 11,0
(c)
60 dias
F-60 (n=4)
(d) 289,0 + 19,9
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FIGURA 14 - 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 periodo de lactagdo com fluoxetina (F; 10 mg/kg/dia, s.c.) ou
com volume equivalente de solucdo salina (S; grupos controles). As células ou grupos
celulares positivos a bromodeoxiuridina (pontos marrons) estdo identificados pelas
setas. Escala da barra: 20 um.
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TABELA 8 - Numero de neuronios hipocampais positivos ao 5-bromo-2-deoxiuridina
de ratos tratados durante o aleitamento com uma tnica aplica¢ao diéria de fluoxetina (F;
10 mg/kg, s.c.) ou de volume equivalente de solucao salina (S; grupos controles) e,
submetidos aos 60 dias de vida a uma das seguintes condi¢des: 1) duas injecdes de
lipopolissacarideo (L; 1 mg/kg, i.p.; grupos F-L e S-L) ou de soluc¢do salina (5 ml/kg;

grupos F-S e S-S); 2) contensdo (C) durante duas horas (grupos F-C e S-C; que foram

comparados, respectivamente, aos grupos F-60 ¢ S-60 do estudo anterior). Nao foram
encontradas diferengas estatisticas entre os grupos (ANOVA, seguida do teste de

Tukey).
AGENTES ESTRESSORES GRUPO MEDIA £ E.P.M
S-S (n=2) 288,0 £ 10,0
S-L (n=3) 282,0 +31,7
Lipopolissacarideo
(L) F-S (n=2) 265,0 + 4,0
F-L (n=3) 228,0 £ 25,9
$-60 (n=2) 313,0+ 11,0
Contensao S-C (n=4) 288,8 10,5
©
F-60 (n=4) 289,0 £ 19,9
F-C (n=2) 2250 + 5,0

58



DISCUSSAO

Os dados apresentados demonstram que o tratamento farmacolégico com
fluoxetina no inicio da vida, associado ou ndo a desnutricdo precoce, foi eficaz em
reduzir de forma dose-dependente a velocidade de propagacdo do fendmeno da
depressdo alastrante (DA), o qual tem sido relacionado a excitabilidade cerebral.
Adicionalmente, ele também influenciou alguns dos parametros ponderais investigados,
mantendo inalterados alguns aspectos da imunohistoquimica cerebral. Esses resultados
serdo discutidos a luz da literatura, apresentando-se quando pertinente, 0s mecanismos

possiveis para explicar os efeitos observados.

A administracdo de fluoxetina no periodo de rdpido crescimento do encéfalo
(aleitamento) provocou diminui¢do do peso corporal desde as fases iniciais do
tratamento. Esse efeito ocorreu de forma dependente da dose, sendo diretamente
proporcional a mesma. E interessante notar que a desnutri¢do ndo modificou o efeito da
droga sobre o ganho reduzido de peso corporal, observado nos animais nutridos. Essas
alteragdes ponderais podem estar relacionadas ao aumento na disponibilidade sindptica
de serotonina (5-HT) decorrente do tratamento com fluoxetina (Fuller ef al., 1991). De
fato, a associagdo entre atividade serotoninérgica e controle da ingestdo 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 redugdo do peso corporal.
Adicionalmente, outros trabalhos de nosso laboratdrio utilizando drogas que estimulam

o0 sistema serotoninérgico e até mesmo a fluoxetina, também tém encontrado resultados
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similares (Amancio-dos-Santos, 2001; Manhaes-de-Castro et al., 2001; Barreto-
Medeiros et al., 2004).

No que se refere a fluoxetina, esse farmaco tem sido utilizado como um
supressor de apetite em tratamentos que tém como objetivo a reducao de peso corporal,
sobretudo em situacdes nas quais a obesidade ¢ decorrente de alteragdes psiquicas
relacionadas a ansiedade ou depressdo, isto ¢, a alteragdes nos niveis de
neurotransmissores cerebrais, especialmente, a 5-HT (Salvador et al., 2002). Ha de se
admitir, contudo, que tal efeito, se desejavel em individuos adultos, pode ndo ser
apropriado quando se trata de sujeitos recém-nascidos, como ocorrido nesse trabalho.
Os inibidores seletivos da recaptagdao de serotonina (ISRS) t€m sido prescritos para o
tratamento de depressdo pds-parto, por apresentarem menos efeito colateral que drogas
similares (Fuller ef al., 1991), mais especificamente a fluoxetina tem sido utilizada com
essa finalidade (Heikkinen et al., 2003). Diante da possibilidade de que esses farmacos
possam chegar as criangas através do leite materno (Heikkinen ef al., 2003), este
trabalho refor¢a um alerta a essas situacoes.

Todavia, vale ressaltar que o principal objetivo deste trabalho tem sido
simplesmente estimular um sistema neurotransmissor, no inicio da vida (como
instrumento para tal foi usada a fluoxetina) e investigar como o cérebro responderia a tal
estimulo. Adicionalmente, buscar alguma resposta que possa esclarecer como essa
ativacdo do sistema serotoninérgico poderia influenciar o fenomeno da DA, cujos
mecanismos subjacentes ainda ndo estdo totalmente elucidados. E digno de nota
também que, apesar de o ganho de peso corporal estar reduzido em decorréncia do
tratamento farmacologico, ndo foram detectadas redug¢des de peso encefalico, nem
alteracdes significativas nas analises imunohistoquimicas cerebrais, pelo menos nos

animais nutricionalmente normais. Desta feita, embora a varidvel peso corporal deva ser
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sempre considerada, até mesmo por ser uma medida de fécil aquisi¢do, ¢ possivel que
ela ndo seja a tnica, ou mesmo a melhor indicadora de eficacia terapéutica.

O impacto negativo da desnutri¢ao sobre o peso corporal ¢ tema extensivamente
relatado e conhecido (Almeida et al., 2002). O fato de se submeter animais a
desnutricdo neste trabalho teve por finalidade investigar como seria o efeito da
fluoxetina em animais desnutridos, se este seria potencializado ou suprimido. Mais uma
vez pdde ser confirmado que a desnutri¢do, imposta pela administragdo da dieta basica
regional (DBR) as nutrizes no periodo do aleitamento, provocou redugdo significante do
peso corporal dos filhotes, provavelmente devido a alteragdes tanto na quantidade,
como na qualidade do leite materno (Crnic e Chase, 1978; Wanderley, 2001; Teoddsio
et al., 1990).

Dependendo de sua intensidade, a desnutricdo precoce, além de afetar o peso
corporal, pode também reduzir o peso encefalico total. Essa redugdo resulta
provavelmente do menor nimero e¢/ou menor tamanho dos elementos celulares, bem
como de alteracdes nos processos de maturagdo neuronal, levando a diminui¢do do
desenvolvimento da arborizagdo dendritica, sinaptica e da mielinizagdo (Morgane et al.,
1993; Picango-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 (imido e seco) menores ao serem comparados aos de animais
nutridos, confirmando dados anteriores (Teodosio ef al., 1990; Santos-Monteiro et al.,
2000).

Por outro lado, a relagdo entre o peso do encéfalo e o peso corporal foi maior
para os animais desnutridos. Isto pode indicar despropor¢do entre o conjunto do
organismo e a cabega, freqiientemente uma conseqiiéncia da desnutri¢do. E bastante

conhecido na literatura que o crescimento do encéfalo nao ¢ tao afetado pela agressao
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nutricional quanto o de outros 6rgaos (Resnick e Morgane, 1984; Teodosio ef al., 1990).
Assim, esse peso encefalico relativo mais alto dos animais desnutridos ocorreu as custas
do maior impacto da desnutricdo sobre o peso corporal, € ndo por aumento do peso
cerebral; uma vez que os pesos absolutos (imido 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 ndo exerceu influéncia sobre os pesos encefilicos, a despeito do reduzido
ganho de peso corporal que sugeria certo grau de desnutrigao, sofrida por esses animais.
Esses dados parecem evidenciar a existéncia de mecanismos de protecdo para o sistema
nervoso, de modo a poupa-lo, em relagdo aos outros sistemas, mediante agressdes
exdgenas em sua fase mais critica 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 prote¢do, uma vez que a 5-HT parece atuar como um
fator trofico sinalizando ou regulando o desenvolvimento, inclusive estimulando as
células gliais a produzir outros fatores tréficos de crescimento (Whitaker-Azmitia et al.,
1996; Rubenstein, 1998). Resultados similares foram encontrados por Amancio-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
encefalicos absolutos significativamente menores e pesos relativos maiores que aqueles
de seu controle (grupo DS). Ou seja, embora a administracao isolada de fluoxetina nao
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 desnutricdo precoce. Assim, €

possivel que a somacao de dois fatores que sabidamente acarretam alteragdes ponderais
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(Picanco-Diniz et al., 1998; Borba et al., 2000; Rocha-de-Melo ef al., 2004; Amancio-
dos-Santos, 2001; Manhaes-de-Castro et al., 2001; Barreto-Medeiros et al., 2004),
comprometam aquele efeito tréfico que a maior disponibilidade de S-HT pudesse
exercer sobre o cérebro (Whitaker-Azmitia et al., 1996; Rubenstein, 1998). Tem sido
bastante documentado que desnutri¢ao no inicio da vida acarreta inimeras seqiielas ao
arcabouco estrutural do sistema nervoso (Picango-Diniz et al., 1998; Borba et al., 2000;
Rocha-de-Melo et al., 2004), dessa forma, ¢ coerente supor que ela possa ter
representado, neste caso, um obstaculo a atuacdo da 5-HT como um regulador do
crescimento e do desenvolvimento.

A DBR imposta aos animais no periodo de aleitamento, produziu um efeito
facilitador sobre a DA cortical, a julgar pelas maiores velocidades de propagagdo nos
grupos desnutridos controles (tratados com solugdo salina ou ndo injetados) em
comparagdo com 0s respectivos grupos nutridos. Essa maior susceptibilidade a 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 cortex cerebral a deficiéncia nutricional, sobretudo
durante o aleitamento.

A presente investigacdo foi dirigida especialmente a avaliacdo das alteragdes
eletrofisiologicas corticais ap6s tratamento com fluoxetina em um periodo de extrema
importancia para o desenvolvimento do sistema nervoso, que ¢ o periodo de aleitamento
em ratos. Os resultados apresentados mostram que, em ambas as situagdes nutricionais,
os animais tratados com fluoxetina apresentaram velocidades de propagacdo da DA
menores que as dos animais controles (injetados com solu¢do salina), sendo esse efeito

dependente da dose.
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Adicionalmente, o tratamento precoce com fluoxetina parece influenciar de
forma duradoura o fenomeno da DA, haja vista o fato de que os mesmos efeitos
observados imediatamente apds o desmame ainda permaneciam na idade adulta (60-70
dias). O que sugere, como um possivel mecanismo subjacente, a ocorréncia de
modificagdes estruturais nos dois grupos estudados. Interessantemente, alteragdes
persistentes no sistema transportador da 5-HT t€m sido recentemente descritas em ratos
adultos tratados precocemente com aquele mesmo farmaco (Bock et al., 2005).

Um papel freqlientemente inibitério 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 inibitdrios na enxaqueca cldssica
(Gold et al., 1998) e na epilepsia (Salgado-Comissariat ¢ Alkadhi, 1997; Lu e Gean,
1998), processos patologicos que tém sido associados a DA. Em relagdo a propria DA,
outras drogas que agem no sistema serotoninérgico, acentuando suas acdes, também
atuam no sentido de reduzir sua velocidade de propagacao (Barkley et al., 1992; Cabral-

Filho et al., 1995; Araujo, 1997; Kriiger et al., 1999; Guedes et al., 2002).

Os efeitos antagonicos do tratamento com fluoxetina sobre a DA t€m sido
atribuidos ao aumento da atividade serotoninérgica no sistema nervoso central (Barkley
et al., 1992; Cabral-Filho et al., 1995; Kriiger et al., 1999; Guedes et al., 2002). Como
anteriormente mencionado, a fluoxetina inibe seletivamente a recaptagdo sinaptica de 5-
HT (Fuller et al., 1991; Hiemke e Harter, 2000). Essa inibi¢do provoca um aumento
imediato da concentragdo sinaptica da referida amina, o que pode amplificar suas agdes
em seus multiplos receptores nas varias regides cerebrais, inclusive no neocortex,
estrutura onde a DA foi registrada (Bloom e Morales, 1998).

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

fenomeno da DA, hé evidéncias que os relacionam a adaptagdes ao nivel dos receptores
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serotoninérgicos, especialmente do receptor S-HT4 (Kriiger et al., 1999). Este receptor
somatodendritico age como um auto-receptor inibitorio, porque sua estimulacao resulta
em diminuicdo da liberacdo neuronal de S5-HT (Graeff, 1998). Entretanto, estudos
eletrofisiologicos mostraram que a administracdo cronica de agonistas 5-HT;4 ou de
ISRSs dessensibiliza os auto-receptores, resultando em aumento da neurotransmissao
serotoninérgica (Graeff, 1998; Hervas et al., 2001), sem afetar a responsividade dos
receptores 5-HTj;a pos-sinapticos (Graeff, 1998). Isso ¢ importante, porque ¢
amplamente difundido na literatura que a ativagdo de receptores 5-HT4 conduz a uma
hiperpolarizacdo da membrana e inibicdo do disparo neuronal, através de um aumento
da entrada de K" na célula (Borsini ez al., 1995; Graeff, 1998; Lu e Gean, 1998; Kriiger
et al., 1999). Essa hiperpolarizagdo da membrana poderia também, inclusive, aumentar

o limiar para a deflagracdo da DA (Kriiger et al., 1999).

Outras evidéncias apontam para um papel de natureza antioxidante, em que a
serotonina inibiria a produ¢do de radicais livres (Read e Parsons, 2000). Por sua vez,
relatos da literatura sugerem que substancias antioxidantes parecem reduzir a velocidade
de propagacao da DA (Souza-Bezerra et al., 2005), ao passo que a presenga de radicais
livres exerce um efeito facilitador sobre a mesma (Netto e Martins-Ferreira, 1989; El-

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

Interagdes com outros sistemas neurotransmissores também poderiam estar
envolvidas no efeito antagonico da 5-HT sobre a DA. Dados demonstram que a
administracdo cronica de drogas serotoninérgicas, como os antidepressivos citalopram e
imipramina, parecem reduzir os niveis de subunidades de RNAm do receptor N-metil-
D-aspartato (NMDA; Boyer et al., 1998), possivelmente alterando sua agao fisiologica.
Por outro lado, tem sido mostrado que antagonistas NMDA dificultam o fendmeno da

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

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

Um outro elemento indiscutivelmente importante na eficiéncia de um farmaco ¢
a dose utilizada. Guedes et al. (2002) encontraram um efeito antagdnico, dependente da
dose sobre a DA ao tratar animais de forma topica, na regido de registro, com
citalopram (1 e 5 mg/ml). Tal efeito foi atribuido a disponibilidade crescente de 5-HT
na fenda sinaptica a medida que aumentava a concentracao cortical daquele farmaco.
Este trabalho confirma e refor¢ca os achados anteriores; pois, tanto o tratamento
sistémico precoce, como o topico, com fluoxetina exerceram um efeito inversamente
proporcional sobre a velocidade da DA. Isto ¢é, sistemicamente, a dose minima de 5
mg/kg ndo influenciou significativamente os valores, mas com a dose de 10 mg/kg
passaram a ser detectadas reducdes significativas. Reducdo maxima da velocidade da
DA foi encontrada com a dose de 20 mg/kg, na qual foi atingido um plato, pois a dose
de 40 mg/kg ndo incrementou aquele efeito. Semelhantemente, os animais tratados de
forma topica, durante o registro da DA, nas concentra¢des de 5 mg/ml e 10 mg/ml, mais

uma vez comprovam esse efeito dose-dependente.

Ainda concernente a dosagem da droga ¢ interessante mencionar que houve
diferengas quanto ao estado nutricional. Por exemplo, nos animais nutridos a dose
minima realmente eficaz foi a de 20 mg/kg; enquanto que, os desnutridos responderam
com maxima intensidade a dose de 10 mg/kg. O potente efeito antagonico da fluoxetina
sobre o fendomeno da DA nos animais desnutridos se tornou evidente pelo fato de os
valores médios da velocidade de propagagdo 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 desnutricdo nao prejudicou o efeito

da fluoxetina quanto a DA, antes parece até intensifica-lo. Relatos da literatura tém
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evidenciado um provavel aumento da atividade serotoninérgica decorrente de episddios
de desnutri¢do durante o periodo critico de desenvolvimento do cérebro (Manjarrez et
al., 1998; Kehoe et al., 2001). Também tem sido observado aumento na concentragdo de
triptofano cerebral durante a inanicao aguda (Huether et al., 1998). Assim, ¢ possivel
que a “superestimulacdo” do sistema serotoninérgico ocasionada pela associagcdo entre
fluoxetina e desnutricdo seja a responsavel por essa maior sensibilidade sobre o
fenomeno da DA. Por outro lado, esse efeito parece sofrer também a influéncia da via
de administracdo, uma vez que os animais desnutridos, tratados de forma tdpica
apresentaram reducdes maximas de velocidade da DA inferiores a dos nutridos tratados
com a mesma dose e nao foi observado bloqueio, na regido tratada, quanto a propagagao

do fenomeno.

Com relagdo a esse aspecto, desnutricdo versus funcionamento do sistema
serotoninérgico, dados comportamentais ¢ eletrofisioldgicos obtidos no Laboratério de
Fisiologia da Nutrigdo Naide Teoddsio (LAFINNT) tém se mostrado por vezes
divergentes. Barreto-Medeiros et al. (2004) tratando ratos adultos normais e
precocemente desnutridos com citalopram observaram reducdo da resposta agressiva
nos ratos nutricionalmente normais, mas nao nos desnutridos. Semelhantemente, Aradjo
(1997) encontrou que a administragdo de sumatriptam durante o aleitamento, a ratos
desnutridos teve pouco efeito em alterar a propagacao da depressdo alastrante quando os
animais se tornaram adultos. Os autores atribuiram esses resultados a uma
hiporresponsividade cerebral ao tratamento farmacoldégico em decorréncia da
desnutricao. Por outro lado, em um outro estudo, a resposta elétrica cerebral de ratos
previamente desnutridos, tratados com citalopram na vida adulta, ndo diferiu da dos
animais nutridos com relagdo ao fendmeno da DA cortical (Amancio-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 antagonico (Cabral-Filho et al., 1995; Amancio-dos-Santos, 2001;
Guedes et al., 2002), as provaveis alteragdes quanto a responsividade do sistema
serotoninérgico devidas a desnutri¢do ainda nao estdo totalmente esclarecidas e parecem

ser dependentes do farmaco ou da metodologia utilizada.

Dada a influéncia do estresse sobre a fisiologia do sistema nervoso central, foi
incluido neste trabalho, um grupo controle adicional, o grupo ingénuo. Este grupo nao
recebia qualquer tratamento e foi utilizado com o objetivo de se analisar um possivel
efeito do estresse, principalmente sobre a eletrofisiologia cerebral. Em todas as
variaveis analisadas, ndo houve diferencas significativas entre os animais ingénuos e
aqueles injetados com solu¢do salina. Resultados semelhantes foram obtidos por Guedes
et al. (2002) em animais nutricionalmente normais e demonstram que as injegdes
subcutaneas durante as fases iniciais da vida ndo representam um estresse relevante para
os animais, independentemente do estado nutricional, pelo menos nos modelos

experimentais utilizados na presente investigacao.

Associagdo entre os sistemas serotoninérgico € nitrérgico tem sido um tema de
crescente interesse na literatura. A partir desses dados, ha evidéncias de que a inibi¢ao
da atividade nitrérgica parece potencializar a serotoninérgica e que isso teria
repercussoes inclusive amplificando o papel antidepressivo da 5-HT (Luo e Tan, 2001;
Harkin ef al., 2004). Uma das formas de se analisar a atividade do sistema nitrérgico ¢
através da enzima nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato-diaforase (NADPH-d), a
qual tem sido documentado estar presente na estrutura de neurdnios produtores de 6xido
nitrico (NO), concomitantemente com a enzima sintase do 6xido nitrico (NOS) (Hope
et al., 1991; Matsumoto et al., 1993). Em nosso estudo, tinhamos como objetivo
investigar se a estimulacdo precoce do sistema serotoninérgico modificaria a

morfometria de neurénios NADPH-d positivos do cortex visual primario (area 17).
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Adicionalmente, analisar alguma possivel relagdo entre esses sistemas
neurotransmissores € a DA.

Neste trabalho ndo se verificou qualquer diferenca significativa quanto ao
numero de neurdnios NADPH-d positivos do cortex visual entre o hemisfério da DA
(direito) e o hemisfério contralateral em quaisquer dos grupos estudados. Caggiano e
Kraig (1998) encontraram que o numero de células neuronais imunopositivas para NOS
no neocortex estava significativamente aumentado 6 horas e 3 dias apds a DA, sendo
que nesse ultimo caso, a marcagdo era ainda mais intensa. Esses resultados
aparentemente conflitantes talvez possam ser explicados pelos diferentes métodos
empregados. Neste estudo foi realizada a técnica histoquimica para a NADPH-d e ndo a
imunohistoquimica para a NOS. Além disso, nds analisamos uma area cortical restrita, a
area 17 do cortex visual, enquanto que aqueles autores referem a analise do neocortex
como um todo. Eles também destacam que essas diferencas foram encontradas nas
regides neocorticais mais superficiais, ndo havendo diferencas significativas quando se
analisava o neocdrtex em camadas mais profundas. Uma outra divergéncia também
pode estar relacionada com o intervalo pés DA em que os animais foram sacrificados.
Neste estudo os animais foram perfundidos imediatamente apds o experimento
eletrofisiologico, enquanto que aqueles pesquisadores esperaram 6 horas a 3 dias para
perfundir os animais, encontrando uma intensificacdo do efeito nesse ultimo caso.
Novas investigagdes considerando essas varidveis e com analises adicionais, poderdao
esclarecer com maior propriedade a relagdo entre neuronios NADPH-d positivos e DA.

Quanto a influéncia da estimulagdo serotoninérgica foi observado que os animais
desnutridos tratados com fluoxetina apresentaram numero reduzido de neurdnios
NADPH-d positivos no hemisfério direito. Véarios achados da literatura que

correlacionam os sistemas serotoninérgico e nitrérgico expressam um efeito
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inversamente proporcional, isto ¢, a estimulacdo serotoninérgica atua de forma
antagdnica 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 influéncia do
tratamento, os resultados estdo de acordo com os dados da literatura, pelo menos no que
se refere ao numero de neurdnios. Ha evidéncias de que os antidepressivos produzem
um efeito inibitdrio secundario sobre a enzima NOS, o que resultaria em uma menor
atividade enzimatica, reduzindo conseqiientemente um possivel efeito neurotdéxico do
NO (Luo e Tan, 2001; Wegener et al., 2003). Quanto a area do soma, os resultados
obtidos foram um tanto divergentes do que tem sido discutido até o presente, pois foi
verificado um aumento na area do soma no grupo de animais nutridos tratados com
fluoxetina. Todavia, aumentos na area do soma podem ndo estar necessariamente
associados a atividade aumentada da NOS. O hemisfério direito é o que foi utilizado
para deflagracdo da DA. Uma das caracteristicas da DA ¢ um aumento do espago
intracelular (Somjen, 2001); assim, ndo seria de todo incoerente supor que esse aumento
na area do soma pudesse ser decorrente da deflagragdo da DA. Contudo, somente
estudos futuros poderao esclarecer apropriadamente essa possibilidade.

Na analise conjunta dos dois hemisférios cerebrais, o efeito da fluoxetina em
reduzir o numero de neur6nios NADPH-d positivos que antes tinha sido encontrado no
hemisfério direito dos animais desnutridos, deixou de existir. Tagliaferro et al. (2001,
2003) tém documentado que a deple¢do de 5-HT, tanto no periodo pds-natal, como na
idade adulta, aumenta a atividade do sistema nitrérgico. Outrossim, Wegener et al.
(2003) encontraram que, enquanto a estimula¢do local com farmacos que ativam o
sistema serotoninérgico (inclusive alguns ISRS, como o citalopram) reduz a atividade
de NOS hipocampal, a administracdo sistémica tanto aguda, como cronica com essas

drogas, ¢ ineficaz em afetar a atividade daquela enzima. Assim, ao que tudo indica,
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parece que ha ainda muito que ser esclarecido quanto as interagdes entre esses dois
sistemas neurotransmissores, o que torna esse tema de grande interesse para
investigacoes futuras.

Concernente ao efeito do estado nutricional, tem sido demonstrado que a
desnutri¢ao pode acarretar varias alteragdes em neurénios NADPH-d positivos tanto na
area 17 do cortex visual, como no hipocampo. Aumentos na densidade, bem como na
atividade histoquimica da neuropila da camada molecular do giro denteado, sdo alguns
de seus efeitos (Borba et al., 2000; Picango-Diniz et al., 1998; Rocha-de-Melo et al.,
2004). Todavia, no que se refere a area do soma, os dados tém-se mostrado
inconstantes. Picango-Diniz et al. (1998) encontraram que a desnutri¢do precoce
acarreta redugdo da area do soma de neurénios NADPH-d positivos situados na
substancia branca do cortex visual. Borba et al. (2000) mostraram que valores reduzidos
na area do soma representam um efeito transitorio da desnutricdo. Rocha-de-Melo et al.
(2004) demonstraram que seus animais desnutridos no inicio da vida apresentavam uma
tendéncia a valores reduzidos da area do soma daqueles neurdnios, mas tal efeito ndo se
traduzia em diferenga significativa. Maia et al. (2006) também nao encontraram
diferengas entre animais nutridos e desnutridos quanto a esse parametro, bem como
quanto ao numero de neurdnios, como o que tem sido documentado neste trabalho.
Assim, ¢ possivel que neurdnios NADPH-d positivos sejam relativamente resistentes a
injuria ocasionada pela desnutri¢do no periodo critico do desenvolvimento cerebral.

Além de seu envolvimento com outros sistemas neurotransmissores, ha
evidéncias da participagdo da 5S-HT em uma variedade de fungdes e processos cerebrais.
Por exemplo, essa amina tem sido reconhecida como um fator tréfico de crescimento
neuronal durante o periodo critico 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 fendmeno de grande relevancia, a neurogénese que se manifesta durante
toda a vida e que tem sido relacionada com a patofisiologia da depressdo (Jacobs e
Fornal, 1999; Malberg et al., 2000; Jacobs, 2002).

Os estudos que se propdem a investigar neurogénese tém correntemente
empregado a técnica de marcagdo imunohistoquimica com bromodeoxiuridina (BrdU),
substancia capaz de identificar células em fase de proliferacdao. Neste trabalho, o BrdU
foi utilizado para visualizagdo de novas células neuronais produzidas na regido
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
farmacoldgico ndo tenha influenciado a neurogénese em qualquer das idades analisadas,
esse fenomeno ocorreu de forma muito mais intensa nas fases iniciais da vida, em
comparagdo com a idade adulta. Isto fortalece o conhecimento praticamente indubitavel
de que o cérebro possui um periodo no qual o crescimento e desenvolvimento ocorre
com grande intensidade, o periodo de crescimento rapido 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 episodios de depressao clinica a alteragdes
hipocampais. Tem sido mostrado que individuos deprimidos apresentam um volume de
hipocampo reduzido em comparacdo 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 neurotransmissao serotoninérgica,
dentre eles a fluoxetina, produzem um aumento da neurogénese hipocampal em ratos
adultos, e que este efeito representaria, talvez, uma das alteragdes adaptativas

responsaveis pelo retardo na eficécia terapéutica desses medicamentos, em torno de 3
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semanas apoOs o inicio do tratamento (Jacobs e Fornal, 1999; Malberg et al., 2000;
Jacobs, 2002).

Neste trabalho, a administragdo cronica de fluoxetina no periodo de aleitamento
foi ineficaz em alterar a neurogénese hipocampal, diferentemente do que tem sido
relatado na literatura, quando o mesmo tipo de tratamento, por igual periodo ¢ realizado
em animais adultos (Jacobs e Fornal, 1999). Uma suposi¢ao plausivel para tal resposta,
pode residir no fato de que a neurogénese que ocorre durante o periodo de crescimento
rapido do cérebro, é por si sO tdo intensa, que mesmo a estimulagdo adicional do sistema
serotoninérgico poderia ndo ser capaz de modifica-la. Ou seja, a neurogénese fisiologica
precoce ocorreria no limite maximo de operacdo do sistema. Uma outra hipotese
poderia estar relacionada a dose utilizada. No que se refere a DA, tem sido
anteriormente argumentado, que a dose realmente eficaz para reduzir a velocidade
daquele fendomeno em animais nutricionalmente normais foi a de 20 mg/kg. No estudo
da neurogénese, foi utilizada a dose unica de 10 mg/kg, por ser considerada uma dose
satisfatoria em paradigmas experimentais de depressao (Mendes-da-Silva, et al. 2002;
Malberg e Duman, 2003).

Ha poucas duvidas de que o estresse seja um dos fatores ambientais mais
relevantes na etiologia da depressdao (Kendler ef al., 1999), bem como um dos agentes
fundamentais na supressdo da neurogénese hipocampal (Malberg ¢ 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 lipopolissacarideo ¢ a contensdo (Connor ef al.,
1999). Isto, com a finalidade de verificar se a administra¢ao precoce de fluoxetina seria
capaz de prevenir uma possivel reducdo, imposta pelo estresse, da neurogénese no

hipocampo. Os resultados indicaram que nenhum dos dois agentes estressores alterou
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significativamente a proliferacdo celular naquela regido do cérebro, nem suas acdes
sofreram qualquer influéncia do tratamento prévio com a fluoxetina. A despeito disso,
quando comparados aos respectivos controles, os animais submetidos a qualquer um
daqueles agentes apresentaram sinais clinicos (ndo mensurados) de estresse, tais como,
aumento da diurese e do numero de bolos fecais, apatia, cromodacriorréia (manchas
vermelhas ao redor dos olhos). E possivel que nimero de animais utilizado no presente
estudo tenha influenciado os resultados observados.

Em suma, pode-se concluir que a estimulacdo do sistema serotoninérgico,
através da fluoxetina parece ter sido eficaz em modificar a eletrofisiologia cerebral em
relacio a DA, sem alterar de forma significativa alguns de seus parametros
morfométricos. A 5-HT ¢é um neurotransmissor distribuido por todas as regides
cerebrais, desempenhando uma ampla gama de fungdes. Por isso, a transmissdo
serotoninérgica ¢ considerada complexa; a 5-HT pode, inclusive, afetar outros sistemas
neurotransmissores. Assim, investigagdes adicionais sdo necessarias na tentativa de
explicar as acdes, por vezes contraditorias, daquela amina no sistema nervoso central. O
presente estudo representa parte dos esforcos que contribuem para esclarecer o papel
fisiolégico do sistema serotoninérgico, levando-se em conta que mecanisSmos
subjacentes a diversas patologias de interesse clinico parecem estar a ele associados. Do
que ja se conhece, pode-se inferir que a S5S-HT dificilmente seria o unico
neurotransmissor envolvido nos processos ora analisados, tais como o fendmeno
eletrofisiologico da DA, a neurogénese, mas sem duvida, ela participa de maneira
fundamental, tanto em animais bem nutridos como naqueles submetidos a desnutri¢ao

precoce.
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CONCLUSAO

Com base nos dados apresentados, pode-se concluir que:

O tratamento com fluoxetina durante o aleitamento reduziu, de forma proporcional
as doses empregadas, o peso corporal e a velocidade de propagagdo da depressao
alastrante (DA) em ratos nutridos e desnutridos.

Quando associada a desnutri¢do, a fluoxetina reduziu o peso do encéfalo.

A semelhanga do tratamento sistémico precoce, a aplicacdo cortical topica de
fluoxetina, durante o registro da DA, exerceu um efeito antagénico, dose-
dependente, sobre a sua velocidade de propagacao.

O efeito antagdnico da fluoxetina sobre a DA pode ser considerado duradouro, uma
vez que, nos animais tratados sistemicamente no inicio da vida, as velocidades de
propagacao da DA se mantiveram reduzidas até¢ a idade adulta (60-70 dias de idade).
As células nicotinamida dinucleotideo fosfato-diaforase positivas pareceram ser
resistentes a aplicagdo subcutanea precoce de fluoxetina, na dose de 10 mg/kg, a
julgar pelas pequenas alteragdes no nimero e na area do soma das mesmas. A
incidéncia e a propagacao da DA, bem como o estado nutricional, também nao
influenciaram significativamente aqueles parametros morfométricos.

A administragdo pés-natal de fluoxetina ndo afetou a neurogénese no hipocampo,
nem influenciou a resposta de proliferacdo celular hipocampal frente ao estresse nos

animais analisados.
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PERSPECTIVAS

Os dados obtidos no presente trabalho, em conjunto com resultados anteriormente
obtidos em nosso laboratério, demonstram inequivocamente a influéncia do sistema
serotoninérgico sobre o fendmeno da depressdo alastrante cortical (DA). Todavia, as
complexas interagcdes da serotonina no sistema nervoso central continuam a estimular o
prosseguimento das investigacdes, sobretudo no que se refere as suas relagdes com
outros sistemas neurotransmissores ¢ a suas acoes troficas sobre o tecido neural. Assim,
sugerimos como perspectivas para estudos futuros, utilizando animais em diferentes

estados nutricionais:

e Avaliar a influéncia do tempo decorrido entre a presenca da DA no tecido cortical
¢ a sua analise histoquimica para a determinacao das caracteristicas morfométricas
de neuronios nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato-diaforase (NADPH-d)
positivos.

e Analisar o impacto da atividade serotoninérgica sobre a morfometria de neurénios
NADPH-d positivos, utilizando doses de fluoxetina maiores e menores que a
usada presentemente (“curva dose-resposta”).

e Avaliar, com agonistas e¢ antagonistas especificos, a interagdo entre o sistema
serotoninérgico € outros sistemas neurotransmissores, como o de aminoacidos
excitatorios, sobre a velocidade da DA.

e Investigar os efeitos de uma curva dose-resposta de fluoxetina e/ou de outros
farmacos que atuem sobre o sistema serotoninérgico quanto a neurogénese

hipocampal, em situagdes de estresse agudo ou cronico.
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ANEXOS



ANEXO A — COMPOSICAO DA SOLUCAO ISOTONICA DE SAIS

— RINGER SIMPLIFICADO —
Substancia mEq/L g/L de agua destilada
Cloreto de Sodio (NaCl) 130 7,6050
Cloreto de Potéssio (KCI) 5 0,3730
Cloreto de Calcio (CaCl,) 1 0,0555

TOTAL 8,0335
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