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RESUMO

Os inibidores seletivos da recaptacdo da serotonina atuam aumentando a
disponibilidade deste neurotransmissor na fenda sinaptica. Estudos recentes
demonstraram a presenca de receptores da serotonina em células Osseas,
sugerindo a participacdo desta substancia no metabolismo 6sseo. O objetivo deste
estudo foi verificar os efeitos da fluoxetina, um potente inibidor da recaptacdo
seletiva da serotonina, sobre o crescimento de ratos neonatos e avaliar as possiveis
alteragcbes morfologicas e morfométricas no disco epifisario do fémur desses
animais. Foram utilizados 9 ratos albinos machos da linhagem Wistar com 1 dia de
idade, divididos em 2 grupos: controle (n=3) e experimental (n=6). O grupo
experimental recebeu diariamente injecdo subcutanea com fluoxetina (10mg/Kg em
10 pl/g) e o grupo controle solucéo salina a 0,9% de NaCl, no volume delO pl/g. A
massa corpérea dos animais foi verificada diariamente. No 22° dia os animais foram
sacrificados, os fémures direitos coletados, pesados, processados histologicamente
pela técnica histoldégica convencional e analisados pela microscopia otica. Foi
realizada analise morfométrica do disco epifisario distal para avaliagdo da &rea por
seccdo, espessura total, espessuras das camadas de repouso, seriada, e
hipertréfica; e verificagdo da morfologia do tecido 6sseo. Os resultados
demonstraram que o grupo experimental apresentou crescimento ponderal, peso
corporal e femoral inferior ao grupo controle (p<0,05), bem como na é&rea por
seccdo. Nao houve diferenca significante na espessura total, nem nas camadas de
repouso, seriada e hipertrofica. Com base nesses resultados, conclui-se que 0 uso
de fluoxetina em ratos em desenvolvimento provoca diminuicdo do peso corporal e
femoral, diminuicdo do crescimento ponderal e diminuicdo na area por sec¢do do
disco epifisario. Os aspectos morfoldgicos sugerem que a serotonina provoca uma
interferéncia no metabolismo dos condrécitos, com consequentes repercussdes no
processo de ossificacao.

Palavras-chaves: serotonina, fluoxetina, crescimento, disco epifisario.



ABSTRACT

The selective inhibitors of the re-uptake of the serotonin acts increasing the
availability of this neurotransmitter in the synaptic cleft. Recent studies demonstrated
the presence of receptors of serotonin in bone cells, suggesting the participation of
this substance in the bone metabolism. The aim of this study is to verify the effects of
the use of fluoxetine, a potent inhibitor of the selective re-uptake of the serotonin, on
the growth of neonate mice and evaluate the possible morphologic and morphometric
alterations on epiphyseal disc of the femur of these animals. 9 male albino mice
Wistar aged 1 day were divided into two groups: control (n=3) and treated (n=6). The
treated group received, daily, a subcutaneous injection with flouxetine (10mg/Kg
em10ul/g) and the control group received saline solution 0,9 % of NaCl in the volume
of 10ul/g. The body mass of the animals was verified daily. In the twenty-second day
the animals were sacrified, the right femurs were collected, weighed, processed by
the conventional histologic technique and analysed by light microscopy. The
morphometric analysis of epiphyseal disc was realized to evaluate its section area,
total thickness, thickness of rest zones, serial and hypertrophic and verification of the
morphology of bone tissue. The results demonstrated that the treated group showed
ponderous growth, body and femural weight inferior than the control group (p<0,05),
as in the section area, There was no difference significant in the total thickness, and
in the rest zones, serial and hypertrophic. Based on these results, the study
concluded that the use of fluoxetine in growing mice provokes decrease of body and
femural weight, decrease of ponderous growth and decrease of the section area of
epiphyseal disc. The morphologic alterations suggest that fluoxetine play a role in the
chondrocytes metabolism and bone formation.

Key Words: serotonin, fluoxetine, growth, epiphyseal disc.



INTRODUGAD

O tecido 6sseo é um tipo especializado de tecido conjuntivo formado por
células e material intercelular denominado matriz 6ssea (JUNQUEIRA e CARNEIRO,
2004).

Os principais tipos de células presentes no tecido 0sseo sdo as células
osteoprogenitoras, 0s osteoblastos, 0os ostedcitos e 0s osteoclastos. Juntas estas
células produzem, mantém, adaptam ou reparam, se necessario, a matriz 0ssea
mineralizada (WESTBROEK et al., 2001).

As células osteoprogenitoras sao ceélulas fusiformes, derivadas do
mesénquima embrionario e possuem a potencialidade de se diferenciar em
osteoblastos (GARTNER e HIATT, 2001).

Os osteoblastos, derivados de células osteoprogenitoras, estdo localizados na
superficie do osso, num arranjo semelhante a uma membrana de células, de forma
cubica a cilindrica. Sao responsaveis pela sintese dos componentes organicos da
matriz 6ssea, produzindo osso novo (BURGER e KLEIN-NULEND, 1999; GARTNER
e HIATT, 2001). Os osteoblastos estendem seus processos que entram em contato
com os osteoblastos vizinhos, formando juncdes comunicantes (SCHIRRMACHER e
BINGMANN, 1998; GARTNER e HIATT, 2001).

Os ostedcitos diferenciam-se a partir de osteoblastos. Ficam situados em
lacunas no interior da matriz éssea calcificada. Sao as células mais abundantes do
tecido Osseo, aproximadamente 95% no esqueleto adulto (BURGER e KLEIN-
NULEND, 1999). Partindo das lacunas e se irradiando em todas as dire¢des, existem
os canaliculos, onde se situam prolongamentos citoplasmaticos do ostedcito, que
por sua vez entram em contato com prolongamentos semelhantes dos ostedcitos

vizinhos, formando jun¢des comunicantes (BURGER e KLEIN-NULEND, 1999;



GARTNER e HIATT, 2001; PARFITT, 2002). Os ostedcitos sdo capazes de manter a
matriz 6ssea e por causa de sua localizacdo dentro da mesma, acredita-se que
atuem como células sensoras que traduzem os estimulos mecanicos resultantes da
forca gravitacional e muscular, no esqueleto, em sinais bioquimicos. Estes sinais, por
sua vez, ativam os efetores da transformacédo 6ssea, osteoblastos e osteoclastos,
fundamentais para adaptacdo da massa e estrutura do osso (PARFITT, 2002;
BURGER; KLEIN-NULEND; SMIT, 2003;).

Estudos recentes sugerem que a rede de ostedcitos juntamente com a
porosidade lacuno-canalicular € o local de mecano-sensibilidade no tecido ésseo e
gue a mecanotransduc¢do inclui a traducéo, pelos ostedcitos, do fluxo canalicular em
sinais celulares (KLEIN-NULEND et al., 1995; AJUBI et al., 1996; WESTBROEK et
al., 2000). You et al. (2001) ressaltam que durante o estimulo mecanico, 0 0sso &
deformado. Essa deformacdo causa fluxo do fluido intersticial para o espaco
pericelular do sistema lacuno-canalicular e puxa as fibras da matriz, além de induzir
um estresse de escoamento nos processos da membrana celular. Esses estudos
demonstram que ostedcitos produzem altos niveis de oxido nitrico (NO) e
prostaglandina em resposta ao fluxo do fluido canalicular. A Producéo de NO resulta
da atividade de ecNOS (6xido nitrico sintetase endotelial), uma enzima da
membrana plasmatica que acreditava-se ser especifica do endotélio, mas que
depois foi demonstrada em ostedcitos e osteoblastos (KLEIN-NULEND et al.,,1998).
Interessante € que ecNOS produz NO especificamente na resposta celular ao
estresse de escoamento de fluido, sugerindo que pode haver fungdes comuns para
ecNOS no endotélio e nos ostedcitos (BURGER; KLEIN-NULEND; SMIT, 2003).
Regulac&o génica osteocitica por estresse mecanico foi verificada e inclui expressao

de IGF( fator de crescimento insulina) e osteopontina (OPN) (MIKUNI-TAKAGAKI et



al., 1996; MILES et al., 1998 ). Assim, a carga mecanica ativa diversos processos
celulares nos ostedcitos, incluindo energia metabdlica, ativacdo génica, producéo de
fator de crescimento, e sintese da matriz (BURGER e KLEIN-NULEND, 1999).

Os osteoclastos sao células multinucleadas, derivadas de células precursoras
da linhagem mondcito-macréfago e sdo altamente diferenciados para reabsorcao
O0ssea, por subseqgiente desmineralizacdo e degradacdo colagena (BURGER e
KLEIN-NULEND, 1999; TANAKA et al., 2003). Os osteoclastos ocupam depressdes
rasas, chamadas lacunas de Howship, e quando ativos, eles podem ser subdivididos
em quatro regides morfologicamente identificadas: zona basal, borda pregueada,
zona clara e zona vesicular (GARTNER e HIATT , 2001). Similar aos macrofagos, os
osteoclastos séo atraidos por células em apoptose, e, as células que os atraem sdo
0s ostedcitos e os condrécitos hipertréficos do disco epifisario (BRONCKERS et al.,
2000).

A matriz 6ssea consiste de dois componentes fundamentalmente diferentes:
um organico e outro inorganico, tornando-se um material composto resistente com
colageno e fosfato de calcio mineral como elementos estruturais (HAM, 1983;
BURGER e KLEIN-NULEND,1999). O componente inorganico, com cerca de 65% do
peso seco do 0sso, é constituido, principalmente, de calcio e fésforo, basicamente
na forma de cristais de hidroxiapatita. Apresenta ainda outros componentes,
incluindo bicarbonato, citrato, magnésio, sodio e potassio. O componente organico
constitui aproximadamente 35% do peso seco do o0sso, inclui fibras que sao
exclusivamente de colageno tipo 1 (90%) e glicosaminoglicanas e glicoproteinas
(GARTNER e HIATT, 2001).

Embora seja um dos mais resistentes e rigidos tecidos do corpo humano, o

tecido 0sseo € muito plastico, sendo capaz de remodelar sua estrutura interna em



resposta a modificacbes nas forcas a que estd submetido normalmente. E o
constituinte principal do esqueleto, serve de suporte para as partes moles e protege
orgaos vitais. Aloja e protege a medula 0ssea, formadora das células do sangue.
Proporciona apoio aos musculos esqueléticos, transformando suas contracfes em
movimentos Uteis e constitui um sistema de alavancas que amplia as forcas geradas
na contracdo muscular. Além disso, funciona como depoésito de célcio, fosfato e
outros ions, armazenado-os de maneira controlada, para manter constante a
concentracdo desses importantes ions nos liquidos corporais (JUNQUEIRA e
CARNEIRO, 2004).

O Desenvolvimento do tecido 0sseo, no embrido, ocorre de duas maneiras:
ossificacdo intramembranosa, que ocorre nos 0ssos chatos da abobada craniana e
na clavicula, e ossificacdo endocondral, que origina o restante do esqueleto (SNELL,
1985). Portanto, a maioria dos 0ssos longos e curtos do corpo se desenvolve por
ossificacdo endocondral. Esse tipo de ossificacdo ocorre em duas etapas: (1) Forma-
se um pequeno molde de cartilagem hialina; (2) O molde da cartilagem continua a
crescer e serve como base para o desenvolvimento do 0sso, depois € reabsorvido e
substituido por osso (GARTNER e HIATT, 2001; STREET et al., 2002).

O centro de ossificacdo que surge na porcdo mediana de um modelo
cartilaginoso é chamado de centro primario (ou diafisario) de ossificacdo. Entretanto,
durante o desenvolvimento dos 0ssos longos, surgem posteriormente centros de
ossificagcdo nas extremidades cartilaginosas dos modelos, que sdo o0s centros
secundarios (ou epifisarios) de ossificacdo (HAM, 1983). A medida que o
crescimento e o desenvolvimento do osso progridem em direcdo as epifises de
crescimento, a cartilagem vai sendo substituida por tecido 6sseo, com excecao da

superficie articular e do disco epifisario (GARTNER e HIATT, 2001). O disco



epifisario € o responsavel pelo crescimento longitudinal do 0sso e persiste até que o
crescimento 0sseo, na vida pés-natal, esteja terminado. SO entdo é substituido por
osso (HAM, 1983).

Anatomicamente, o disco epifisario se parece com um disco quase plano
interposto entre a epifise e a metafise dos ossos longos (HUNZIKER; SCHENK;
CRUZ-ORIVELM, 1987).

Histologicamente, o disco epifisario € organizado em colunas de condrdcitos e
pode-se distinguir varias camadas ou zonas em toda sua altura, convencionalmente
referidas como: zona de repouso da cartilagem, zona seriada ou de proliferacao,
zona de maturacdo e hipertrofia, zona de erosdo ou calcificacdo, zona de
osteogénese ou ossificacdo (HUNZIKER et al., 1987; GARTNER e HIATT, 2001).
Condrécitos do disco epifisario passam por proliferacdo, maturacao, hipertrofia,
biogénese da matriz e morte celular programada (apoptose) (GARIMELLA et al.,
2004). Durante o crescimento 6sseo, ha intensa atividade celular nessas zonas, e
qualquer interferéncia, como deficiéncias dietéticas ou desequilibrios hormonais,
com alguns desses processos diferentes, se refletira de imediato por uma alteracao
no quadro histolégico da area (HAM, 1983).

No crescimento e desenvolvimento do tecido 0sseo, a reabsorcdo 6ssea,
realizada pelos osteoclastos, é tdo importante quanto a deposicdo 6ssea, realizada
pelos osteoblastos. Desta forma, 0 0sso esta sendo constantemente remodelado, de
forma a acompanhar as modificacbes necessarias que nele ocorrem (GARTNER e
HIATT, 2001; BURGER; KLEIN-NULEND; SMIT, 2003). Reabsorcdo e formacao
O0ssea sdo comumente descritas como processos independentes, mas na realidade

estdo intimamente ligadas dentro de discretas estruturas anatdbmicas temporarias



chamadas “unidades multicelulares basicas” usualmente abreviadas como BMU
(PARFITT, 2002).

Uma BMU completamente desenvolvida consiste em um grupo de
osteocastos na frente cavando um tanel através do osso compacto ou uma vala ao
longo da superficie do osso trabecular, um grupo de osteoblastos atras preenchendo
o tunel ou vala, uma forma de suprimento sanguineo, e tecidos conectivos
associados (PARFITT, 2002; BURGER; KLEIN-NULEND; SMIT, 2003). O
reconhecimento de um 0sso necessitando ser substituido, e o controle direcional da
BMU provavelmente envolvem a rede onipresente de ostedcitos (PARFITT, 2002).

As atividades dos osteoclastos, osteoblastos, e osteécitos, bem como sua
proliferacéo e diferenciacdo a partir de células precursoras, sao reguladas por varios
fatores. Alguns desses fatores séo de origem humoral (horménios), enquanto outros
sdo produzidos localmente (fatores de crescimento e citocinas), geralmente em
resposta a ativacdo hormonal ou mecéanica. Salvo a clara ligacdo do osso com 0s
horménios classicos (GH, hormdnio paratireoideano, 1,25-dihidroxivitamina D3,
estrogeno, calcitonina) e bem estabelecidos ou recentemente descobertos fatores
locais (fatores de crescimento insulina (IGFs), fatores de crescimento e
transformacao (TGFs) , prostaglandinas (PGES), fator de diferenciacéo osteoclastica,
proteinas morfogenéticas 6sseas (BMPs) e outros) (WESTBROEK, 2001; IRIE et al.,
2003), um numero de neurotransmissores que parecia improvavel estar relacionado
ao metabolismo 0sseo, tem demonstrado exercer uma funcdo no 0sso
(KONTTINEN; IMAI; SUDA, 1996).

A participacdo de neurotransmissores na regulacdo do metabolismo 6sseo
tem sido tema de crescente interesse na investigacao cientifica. Estudos anatdémicos

e in vitro sugerem que o metabolismo 6sseo pode ser influenciado pelo sistema



nervoso (BLIZIOTES et al., 2001). Estudos pioneiros, usando microscopia oOtica,
demonstraram que 0 0sso era inervado. Contudo, a distribuicdo das fibras nervosas
no osso nao foi bem documentada e a discriminacdo de fibras representando o
sistema nervoso sensorial, simpatico e parassimpatico ndo foi possivel com a
técnica histolégica convencional (SERRE et al., 1999).

Duncan e Shim (1997) apud Serre et al. (1999) demonstraram depois a
presenca de fibras nervosas simpaticas no tecido 0sseo por visualizacdo de
noradrenalina.

Durante as Ultimas décadas, numerosos neuropeptideos tém sido
identificados no sistema nervoso de mamiferos pela imunohistoquimica. Contudo, a
metodologia ndo tinha sido bem aplicada ao tecido mineralizado até Hohmann
(1986) demonstrar polipeptideo intestinal vasoativo (VIP) em nervos (BJURHOLM et
al.,1987).

Estudos relataram a presenca de muitas fibras nervosas CGRP-Positivas e
substancia P (SP) ao longo das trabéculas epifisarias, em frente ao disco epifisario,
em contato com osteoclastos e vasos sanguineos, e no periésteo (BJURHOLM et
al., 1987; HARA-IRIE; AMIZUKA; OZAWA, 1996). Ha referéncias também ao
neuropeptideo Y (NPY) e a amilina (KUNDU ; KHARE ; SINGH, 1999).

Mais recentemente, fibras nervosas imunorreativas para neuropeptideos e
tirosina hidroxilase (TH) tem sido demonstradas no 0sso, indicando a presenca tanto
de fibras simpaticas quanto de fibras sensoriais (HARA-IRIE, AMIZUKA; OZAWA
1996; GOTO, 1998).

Estes estudos tém demonstrado um alto grau de inervagao peptidérgica no

tecido 6sseo em regides de alta atividade osteogénica.



Schirrmacher e Bingmann (1998), demonstraram os efeitos do
neurotransmissor peptideo intestinal vasoativo e do aminoacido excitatorio glutamato
(GLU) nas junc¢des comunicantes entre osteoblastos de ratos in vitro.

Serre et al. (1999) demonstraram a evidéncia de uma densa e intima rede de
processos nervosos no 0sso, caminhando profundamente com o0s sinusoides
medulares, na metafise e extremidade, em contato com células 0sseas e medulares
de ossos longos de ratos em crescimento, sugerindo inervacao glutamatérgica no
0SS0.

Fann e Patterson (1994), demonstraram que as proteinas morfogenéticas do
osso (BMP-2 e BMP-6) estimulam RNAmM para alguns neuropeptideos e
neurotransmissores, in vitro. Polipeptideo intestinal vasoativo (VIP) estimulou a
producdo de prostaglandina (PGE2) e AMP ciclico em células osteoblasticas
humanas (RAHMAN et al., 1992; SCHIRRMACHER e BINGMANN, 1998).

Nos osteoblastos e ostedcitos de ratos, a expressao e regulacdo de um
transportador excitatério aminoacido glutamato/aspartato (GLAST) por carga
mecanica também tem sido descrito (MASON et al.,1997).

Estudos explorando os efeitos da deplecdo do transportador de dopamina
(DAT) em ratos, demonstraram que DAT reduz a massa 0ssea esponjosa em
vértebras e tibia proximal, além de promover o menor comprimento do fémur,bem
como menor espessura cortical e area 0ssea na diafise femural (BLIZIOTES et al.,
2000). Demonstrando com isso que rupturas nos genes DAT resultam em deficiéncia
na estrutura e integridade do esqueleto.

DAT e 5-HTT sdo membros da principal familia de transportadores de
neurotransmissores por aminas bioativas, que promovem uma acumulacao

intracelular de neurotransmissores por recaptacado do fluido extracelular, através de



um processo de co-transporte sodio/cloreto dependente, finalizando a transmisséo
sinaptica (NELSON,1998).

O advento da imunohistoquimica com anticorpo para 5-HT fez possivel o
mapeamento detalhado do desenvolvimento do sistema 5-HT no embrido e fetos de
ratos (LAUDER,1990).

Estudos com fetos de galinhas e ratos adultos demonstraram a expressao de
receptores de serotonina (5-HT) em células 6sseas, sugerindo que a serotonina esta
envolvida no metabolismo 6sseo e sua mecano-regulacdo (WESTBROEK et al.,
2001). Nesse estudo, um aumento da resposta proliferativa de fibroblastos periosteal
mediada via receptor 5-HT2B foi observado, levantando a possibilidade de que um
dos papéis de 5-HT no osso seja a estimulacdo da proliferacdo de células
precursoras de osteoblastos no reparo de fraturas em conjuncdo com outros fatores
locais. Outro importante achado desse mesmo estudo foi que alpha-methyl 5-HT,
uma analoga a serotonina, provocou uma diminuicdo da liberacdo de NO em
osteoblastos de ratos submetidos a estimulo mecéanico.

Bliziotes et al. (2001) relataram a expressao de transportadores da serotonina
(5-HTT) e de multiplos receptores 5-HT em culturas de osteoblastos de ratos, como
também a regulacdo de 5-HTT em osteoblastos. Verificaram também que a 5-HT
potencializa o efeito do PTH, induzindo producédo de colagenase em osteoblastos,
sugerindo que 0s osteoblastos expressam tanto um mecanismo para responder,
quanto regular a captacdo de 5-HT e, portanto, representa um sistema funcional
serotoninérgico no 0Sso.

Estes estudos bioquimicos e imunohistoquimicos dos componentes do

sistema nervoso no osso podem refletir ndo somente funcéo regulatoria vascular e



sensorial pelos neurotransmissores, mas, possivelmente, também controle
neurohormonal da atividade das células 6sseas (BLIZIOTES et al., 2001).

Depois de sua descoberta, no inicio dos anos 30, foram realizadas extensivas
pesquisas para estabelecer a serotonina como um importante neurotransmissor,
relacionado a um grande numero de importantes funcdes fisioldgicas e psicoldgicas
(FELDMAN; MEYER; QUENZER,1997).

Recentemente, este neurotransmissor tem sido proposto como sendo uma
molécula regulatéria morfogenética em algumas espécies (LAUDER; TAMIR;
SADLER, 1988).

A idéia de que neurotransmissores classicos como a 5-HT, as catecolaminas
ou acetilcolina possam estar envolvidos no controle da morfogénese tem chegado
de diversas linhas de evidéncias, iniciando com o trabalho de Buznikov e co-autores
em 1960, que demonstraram a presenca dessas substancias no embrido de ouri¢co
do mar, durante a clivagem e gastrulacédo (LAUDER, TAMIR; SADLER, 1988).

Shuei, Sadler e Lauder (1992), em estudos com embrides de ratos expostos a
inibidores da captacdo seletiva de 5-HT (ISRS), tais como: sertralina, fluoxetina e
amitriptilina, relataram a presenca de mal-formacédo cranio-facial. Isso sugere que
esses defeitos resultaram do rompimento da regulacéo do crescimento, secundario a
alteracdo da funcdo serotoninérgica nas interacdes epitélio-mesenquimais,
fundamentais para o desenvolvimento normal da regido cranio-facial.

No sistema nervoso periférico, receptor da 5-HT foi observado em ganglio
sensorial de nervo cranial, neuroepitélio olfatério, no sistema simpatoadrenal e
sistema nervoso entérico durante os estagios iniciais de suas formacdes; fora do

sistema nervoso, notavel expresséao foi observada em associacéo a regides de ativa



condrogénese na coluna vertebral, membros, e regido cranio-facial (TECOTT,;
SHTROM; JULIUS, 1995).

Vignon et al. (1990) demonstraram a presenca de receptores da 5-HT na
cartilagem normal e osteoartritica. Conrozier,Vignon e Mathieu (1989) ressaltam que
a maioria das substancias mediadoras no processo inflamatoério da cartilagem atuam
ou inibindo a sintese, ou estimulando as enzimas envolvidas na degradacédo. Essas
substancias sao histamina, quinina, serotonina e radicais livres de oxigénio, entre
outros.

Westbroek et al. (2001) ressaltam que 3 importantes areas de atividade da
serotonina tém sido descritas. O aspecto mais investigado € seu papel como
neurotransmissor, que tem um grande numero de atividade no SNC. Um segundo
papel importante € sua funcéo na regulacdo do ténus vascular. A 5-HT pode causar
tanto vasoconstriccdo como vasodilatacdo. Vasoconstriccdo é causada pela ativacédo
de receptores 5-HT1D e 5-HT2A nas células da musculatura vascular, ao passo que
a vasodilatacdo tem sido atribuida a ativacdo de receptores 5-HT2B nas células
endoteliais, mediando a liberacdo de fatores relaxantes. A 32 é aquela da regulacao
da proliferacao de células de varias origens via receptor 5-HT2A e 5-HT2B.

Os ISRSs, citalopram, fluoxetina, fluvoxamina, paroxetina e sertralina inibem
de forma potente e seletiva a recaptacdo de serotonina, resultando em
potencializacdo da neurotransmissdo serotonérgica. Embora compartilhem o
principal mecanismo de acéo, os ISRSs séo estruturalmente distintos com marcadas
diferencas no perfil farmacodinamico e farmacocinético (MORENO; MORENO e
SOARES, 1999).

Todos os ISRSs apresentam alta ligacéo protéica. A fluoxetina é a Unica que

apresenta metabdlito com atividade clinica significativa (inibicdo da recaptacdo de



serotonina e inibicdo de isoenzimas do citocromo P450), a norfluoxetina. A
farmacocinética da fluoxetina ndo € linear, ou seja, aumentos na dosagem
administrada, levam a aumentos desproporcionais nos niveis plasmaticos, meias-
vidas e possivelmente efeitos colaterais (MORENO; MORENO e SOARES, 1999).

Os eventos do crescimento e desenvolvimento, sdo observados em todo
organismo e podem ser modificados por fatores exogenos, tais como: alteracdes
nutricionais e manipulagdes farmacolégicas dos sistemas de neurotransmissores.
Tanto estas, quanto outras agressfes durante o periodo rapido de crescimento,
podem acarretar deficiéncias permanentes no cérebro e em outros 06rgaos
(MORGANE et al., 1993).

Estudos realizados com ratos neonatos, tratados com ISRS, demonstraram
uma reducdo no tamanho e peso dos animais bem como de seus 0rgaos,
corroborando o importante papel tréfico da serotonina no desenvolvimento de
tecidos (DEIRO et al., 2002; MAGALHAES, 2000).

A histomorfometria se tornou um importante instrumento para documentacéo
dos efeitos biolégicos e possiveis efeitos colaterais de tratamentos envolvendo
novas drogas (HAUGE et al., 2001).

Embora os modelos animais espontaneos ou induzidos ndo possam ser
réplicas exatas do que ocorrem nos humanos, seu uso abriu novos horizontes para
pesquisa em diferentes areas e pode ser de grande valor no estudo das condicdes
fisioldgicas em situacdes normais e/ou patologicas (DI MASSO; CELORIA; FONT,
1998). A facilidade de criacdo, combinada com sua relativa fecundidade,
estabeleceu o rato como o melhor modelo animal para o estudo da fisiologia e

genética dos mamiferos (KLEIN et al., 1998).



OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

ESTUDAR OS ASPECTOS MORFOLOGICOS E MORFOMETRICOS DO

DISCO EPIFISARIO DISTAL DE FEMUR DE RATOS NEONATOS TRATADOS

COM FLUOXETINA, COM O INTUITO DE INVESTIGAR A POSSIBILIDADE DE

ENVOLVIMENTO DO SISTEMA SEROTONINERGICO NO DESENVOLVIMENTO

DO TECIDO OSSEO.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

AVALIAR MASSA CORPOREA DOS ANIMAIS DIARIAMENTE DURANTE O
EXPERIMENTO.

AFERIR A MASSA DO FEMUR DIREITO DOS ANIMAIS.

REALIZAR ANALISE HISTOLOGICA DO DISCO EPIFISARIO DISTAL
CORRESPONDENTE.

MEDIR A ALTURA TOTAL DO DISCO EPIFISARIO NA EXTREMIDADE
DISTAL DO FEMUR.

MENSURAR A ALTURA ESPECIFICA DAS ZONAS DE REPOUSO,
SERIADA, E HIPERTROFICA DO DISCO EPIFISARIO

CORRESPONDENTE.



MATERIAL E METODOS

Foram utilizados ratos neonatos, albinos, machos, da linhagem Wistar, com 1
dia de idade, pesando entre 5,7 a 9,2 g. Mantidos no biotério do Departamento de
Nuricdo - UFPE numa temperatura de 23 = 1°C e ciclo claro e escuro de 12:12 horas
(claro das 6 as 18 horas e escuro das 18 as 6 horas) com livre acesso a comida
(LABINA — Purina do Brasil S/A) e agua. Os animais foram divididos em dois grupos
(seis filhotes por ninhada) 24 horas ap0s o0 nascimento. Um grupo recebeu
fluoxetina, e outro grupo recebeu um volume equivalente de agua destilada. O
tratamento foi administrado via subcutanea (s.c.) todos os dias, do 1° ao 21° dia poés-
natal (periodo de amamentacéo). O peso corporal foi medido do 1° ao 22° dia (dia da
coleta do fémur).

GRUPOS DE ESTUDO

Os animais foram divididos aleatoriamente em dois grupos:

# Grupo Controle (GC): (n = 3).

# Grupo Experimental (GE): Tratados com Fluoxetina (n = 6).

TRATAMENTO DOS ANIMAIS

O grupo controle (GC) recebeu diariamente solucéo fisiologica a 0,9%, em
aplicacdes subcutaneas na dose de 10ul/g, em horéarios previamente estabelecidos
(entre 12h e 14h), do 1° ao 21° dia de vida.
O grupo experimental (GE) foi tratado com fluoxetina, na dose de 10mg/Kg num
volume delOul/g de peso corporal, injetados por via subcutdnea nos mesmos

horarios e periodo estabelecido para o GC.



OBTENCAO DA MASSA CORPOREA DOS ANIMAIS
A massa corporea foi verificada diariamente, utilizando-se balanca digital

(Marte, modelo S-000 capacidade para 4Kg) até o dia do sacrificio.

COLETA DO MATERIAL

No 22° dia, os animais foram sacrificados com éter sulfarico e posicionados
em decubito dorsal. No procedimento cirargico foi realizada uma incisdo na regiao
abdominal inferior direita até o joelho com bisturi (MED BLADE), rebateu-se o
peritdnio, 6rgdos e musculos desta regido, até ser atingida a articulacdo coxo-
femural. A seguir, foram desinseridos musculos e tenddes da regido anterior.
Posteriormente, com o0s animais em decubito lateral, foram removidos musculos e
tendbes posteriores, e o fémur direito foi desarticulado proximal e distalmente com

auxilio de uma tesoura cirargica.

VERIFICACAO DA MASSA FEMURAL
Apoés a retirada inicial do fémur, foi realizada uma maceracdo completa dos
mesmos para remocao de tecidos moles. Em seguida, foram pesados em balanca

digital (precisdo: 0,1mg, capacidade maxima 210g) (A&D Co., Japao).

PROCESSAMENTO HISTOLOGICO DAS AMOSTRAS OSSEAS

O material foi fixado em solucdo de Bouin, durante 48 horas a temperatura
ambiente. A seguir, foi descalcificado em torno de 15 dias em solucdo de EDTA
(acido etileno diamino tetracético) a 10%, neutralizado em solucéo de hidréxido de
sédio a 30% (pH 7,2 — 7,4). Ap6s a descalcificacdo, os espécimes foram

seccionados transversalmente na metade da diafise éssea. A seguir, processados



pela técnica histolégica convencional na seguinte sequéncia: desidratacdo em uma
série crescente de etanol (70% a 100%, por 40 minutos cada); diafanizacdo com xilol
(2 banhos de 40 minutos cada); embebidas em parafina (3 banhos de 40 minutos
cada) e incluidos no mesmo material.
Cortes histolégicos longitudinais (coronais) foram obtidos com aproximadamente
4um cada, através de um microtomo (LEICA RM 2125 RT), utilizando-se navalha
((LEICA 818). A seguir, os cortes foram estirados em banho-maria histolégico
(ANCAP), dispostos em laminas untadas com albumina de Mayer, colocados em
estufa (J PROLAB 102) por aproximadamente 30 minutos a 37°C para secagem do
material . Os espécimes foram corados pela hematoxilina e eosina (HE) e tricrdmico
de Gomori (BEHMER, 2003), montados em Entellan, observados em microscopia
Otica.
ANALISE HISTOLOGICA E MORFOMETRICA DO TECIDO OSSO

Foram confeccionadas 12 preparacdes de cada animal e selecionadas 3 para
analise. De cada preparacdo foram capturadas imagens de 3 campos do disco
epifisario. Para analise dos parametros morfométricos foi utilizado microscépio
(OLYMPUS BX50), acoplado uma microcamera (SAMSUNG COLOR DIGITAL SHC
410 NAD HL), conectado a um computador ( PENTIUM Il de 200Mhz) contendo uma
placa de captura de imagem (ATI) e o software para morfometria (IMAGE-LAB

2000).

ANALISE ESTATISTICA
Foram analisadas massa corporal, massa femoral, crescimento ponderal,
area por secc¢ao do disco epifisario, espessura total, espessuras das zonas de

repouso, zona seriada, e zona hipertréfica. Na anélise da espessura total foi



considerada a espessura da zona de repouso até a zona hipertréfica. Os dados
foram demonstrados através de técnicas descritivas, tais como: quadros e

figuras. Foi utilizado o teste ndo paramétrico de Mann-Whitney.



RESULTADOS
ASPECTOS MORFOLOGICOS

Neste estudo observamos que na ossificacdo endocondral da regido distal do
fémur de ratos tratados com fluoxetina, o disco epifisario apresentou algumas
alteracdes morfologicas quando comparado com o grupo controle. Nas imagens
do disco epifisario onde se pdde ver todas as zonas simultaneamente ou seja,
zona de repouso, zona de cartilagem seriada, zona de hipertrofia, zona de eroséo
e zona osteogénica, pudemos observar uma pequena diminuicdo da espessura
do disco composta pelas 3 primeiras zonas (Fig. 1 e 2). Na zona de cartilagem em
repouso notamos a presenca de condrdcitos arredondados com lacunas menores
que as do grupo controle (Fig. 3 e 4). Na zona seriada, 0s condrocitos se
apresentaram achatados e enfileirados de maneira a acompanhar o longo eixo do
0sso e separados por septos longitudinais e transversais de matriz cartilaginosa
entre eles (Fig.6). Nesta regido nédo foram observadas diferencas entre 0s grupos,
0 que pode ser notado nas figuras 5 e 6. Na zona de hipertrofia os condrdcitos
estavam mais aumentados em volume e separados entre si por finos septos de
matriz cartilaginosa. Entretanto pudemos observar que o0s condrocitos se
apresentaram um pouco menores e a matriz mais espessada quando comparado
com o grupo controle (Fig. 7 e 8). A zona de eroséo apresentou finos tabiques de
matriz cartilaginosa entremeados por condrocitos altamente hipertrofiados e que
logo a seguir entraram em processo de morte e deixaram lacunas que foram
imediatamente preenchidas por areas de invasao vascular. Nesta zona podde-se
verificar uma maior concentracdo de osteoclastos quando comparado ao grupo
controle (Fig. 9 e 10) . A zona osteogénica apresenta tabiques O6sseos que
acompanham o longo eixo do 0sso e sdo revestidos por osteoblastos (Ob),
apresentam osteocitos (O) no interior da matriz acidéfila e nulcleos de matriz
cartilaginosa calcificada (Mc) sdo bem evidentes. Osteoclastos (Oc) sdo bem
evidenciados principalmente nas proximidades trabeculares, formando lacunas de
Howship (Fig.11 e 12). Nesta regido ndo observamos diferencas entre 0s grupos.




Fig.1- Fotomicrografia da regido do disco epifisario distal de fémur de rato mostrando
as vérias regides: zona de repouso (R), zona de cartilagem seriada (S), zona de
hipertrofia (H), zona de erosdo (E), zona osteogénica (Og), trabéculas désseas

epifisarias (TE). Barra=100um. Colorag&o HE.

Fig. 2- Fotomicrografia de regido do disco epifisario distal de fémur de rato tratado
com fluoxetina. Observar uma pequena diminuicdo da espessura total do disco.
Zona de repouso (R), zona de cartilagem seriada (S), zona de hipertrofia (H), zona
de erosao (E), zona osteogénica (Og), trabéculas oOsseas epifisarias (TE).

Barra=100um. Coloracédo HE.



- o - P - g
o - L ’ * L] g
- ’ : & s W - £ - 3
e L o - o' . ’ . i
- S £ ’ . - > ~ .‘ ‘ “
- p s - M k
f . - -
s NGy Y & _ "; -
‘ - ”
." 2 S . d ¢ ot - g / J 5
. " . e i'l,” v
- F .
. " & . » 0 ’ J g ‘utu
- h y - ’ > (.’u“'
’ v . - - ¢
- » L] L] - A
' e AL
- . e & ¥ Jig .
- . R - 'S P
[ W/ i
. .a L // '
- -
[
% ,. ’ .' - * u', . | ‘\\
. R o - el ALl W
- o S I e o 5
. . . - . "’ P-4,
ar » L ¥y ) - o
s » " o sl‘!f ,
IS IO ;. § £V
- " ® wt T

Fig. 3- Fotomicrografia de regido do disco epifisario distal de fémur de rato
mostrando zona de cartilagem em repouso (R), cujas células arredondadas se
encontram ainda individualizadas. No canto superior esquerdo observamos porcao
inicial da zona seriada (S), no canto inferior direito por¢cao das trabéculas epifisarias
(TE). Barra= 50um Coloracédo HE.
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Fig. 4- Fotomicrografia de regido do disco epifisério distal de fémur de rato tratado
com fluoxetina. Observar regido de cartilagem em repouso (R) mostrando
condrdcitos individualizados, porém menores que os do grupo controle. Condrocitos
em repouso (C), matriz cartilaginosa (Mc), zona de cartilagem seriada (S), trabéculas

epifisarias (TE). Barra=50um. Coloracdo HE.



Fig.5- Fotomicrografia de regido do disco epifisario distal de fémur de ratos
mostrando zona de cartilagem seriada (S), parte da zona de repouso (R), e da

ossificacdo epifisaria (TE). Barra= 50um. Coloracao HE.

Fig. 6- Fotomicrografia de regido do disco epifisario distal de fémur de rato tratado
com fluoxetina. Observar a zona de cartilagem seriada com condrocitos enfileirados,
parte da zona de repouso (R), parte da zona hipertrofica (H). Barra= 50um.
Coloracéo HE.
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Fig. 7- Fotomicrografia de regido do disco epifisario distal de fémur de rato
mostrando a zona de hipertrofia (H). Observar condrocitos (C) aumentados com

finos septos de matriz (Mc) entre eles. Zona de erosédo (E). Barra= 50um. Col. HE.
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Fig. 8- Fotomicrografia de regido do disco epifisério distal de fémur de rato tratado
com fluoxetina mostrando a zona de hipertrofia (H). Observar condrécitos (C)
aumentados, porém menores que os do grupo controle. A matriz cartilaginosa (Mc)
fica intercalada entre as fileiras de condrdcitos e apresenta-se levemente mais
espessada em comparacdo com a dos animais do grupo controle. Barra= 50um. Col.
HE.
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Figura 9 - Fotomicrografia de regido do disco epifisario distal de fémur de rato
mostrando a zona de eroséo (E). Abaixo se vé a zona hipertrofica (H); Acima, a zona

Fig. 10- Fotomicrografia de regido do disco epifisario distal de fémur de rato tratado
com fluoxetina mostrando a zona de erosédo (E). Nota-se a presenca de varios
osteoclastos (Oc). Abaixo, a zona hipertréfica (H); Acima, a zona osteogénica (Og).
Barra= 50um . Coloracao HE.



Fig. 11- Fotomicrografia de espiculas 6sseas da zona osteogénica de fémur de rato
tratado com fluoxetina. Ob — osteoblastos; Mo — matriz 6ssea; Mc — matriz
cartilaginosa calcificada ; O — osteécitos; Oc — osteoclastos; LH — lacuna de

Howship; e Md — medula 6ssea. Barra= 10um. Coloragéo HE.

Fig. 12- Fotomicrografia da zona osteogénica da regido metafisaria distal de fémur
de rato do GC. Observar osteoclastos (Oc), matriz cartilaginosa calcificada (Mc),
ostedcitos (O). Barra= 10um. Coloracao Tricromico de Gomori destacando as fibras

colagenas e osteoclasto.



ASPECTOS MORFOMETRICOS
MASSA CORPORAL E MASSA FEMORAL

Nesse estudo foi observada uma maior massa corporal e femoral nos animais
do grupo controle (GC), quando comparados com o0s animais do grupo experimental

(GE). Observar a descricéo estatistica apresentada no quadro 1.

ESTATISTICA DESCRITIVA

GRUPO N  MEDIA DESVIO PADRAO

GC 3 60,67 11,55
M.CORPORAL

GE 6 43,50 7,15

GC 3 ,273000 6,85638E-02
M. FEMORAL

GE 6 | ,185500 2,45337E-02

Quadro 1-Valores em média e desvio padrao da massa corporal e da massa femoral
dos grupos GC e GE, em gramas.
MASSA CORPORAL

A massa corporal média apresentou diferenca estatisticamente significante
entre os grupos experimental e controle. O grupo controle obteve peso médio de

60,67g. O grupo experimental 43,509, conforme figura 13.

Massa Corporal ()
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60 1 T *

40 -
20
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Figura 13 — Massa corporal média dos grupos experimental (GE) e controle (GC).
MASSA FEMORAL



Foi observada uma maior massa femoral no grupo controle, havendo
diferenca estatisticamente significante entre os grupos. A massa femoral média do

grupo GC foi de 0,273g e a do grupo GE foi de 0,185g. (Figura 14).

Massa Femoral (g)
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0,3 1 T
0,25 - *
0,2
0,15
0,1
0,05 -

Controle Experimental

Figura 14 — Massa femoral média dos grupos experimental (GE) e controle (GC).

CRESCIMENTO PONDERAL

Verificou-se uma reducdo no crescimento ponderal dos animais do grupo
tratado com fluoxetina (GE) em relacdo ao grupo controle (GC). Observar a

diferenca a partir do sexto dia. (Figura 15).
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Figura 15 — Curva do crescimento ponderal dos grupos controle e experimental.



AREA POR SECCAO, ESPESSURA TOTAL E DAS ZONAS DE REPOUSO,
SERIADA E HIPERTROFICA DO DISCO EPIFISARIO DO GRUPO CONTROLE E
DO GRUPO EXPERIMENTAL.

Na morfometria da espessura total e das espessuras das zonas de repouso,
seriada, e hipertréfica, pudemos observar um pequeno aumento nas medidas dos
animais do grupo controle, em comparagao com o0 grupo experimental, muito embora
esse aumento nao tenha sido estatisticamente relevante, conforme se pode
comprovar no quadro 2 e 3. J4 em relacdo a area por secc¢do do disco epifisario, o
aumento observado na morfometria do grupo controle foi estatisticamente
significante.

GRUPO CONTROLE

N Média Desvio Padréo
Area por seccéo 3 70287,33 13995,91
Espessurarepouso 3 94,5852100 19,1306516
Espessura seriada 3 170,8089600 42,1226762
Espessura hipertréfica 3 1 207,5004167 46,3071764
Espessura total 31 472,8945833 61,5994295
N Valido 3

Quadro 2 - Média da area por seccao, das espessuras das zonas de repouso,
seriada, hipertrofica, espessura total e desvio padréo dos animais do grupo controle.
Expressos em micrometros.



GRUPO EXPERIMENTAL

N Média Desvio Padréo
Area por seccéo 6 49033,00 12224,86
Espessurarepouso 6 81,5804683 8,5789481
Espessura seriada 6 | 154,8871983 41,6605399
Espessura hipertrofica ' 6  145,3901183 42,9173224
Espessura total 6  381,8577833 74,2091147
N Valido 6

Quadro 3 - Média da éarea por seccdo, das espessuras das zonas de repouso,
seriada, hipertréfica, espessura total e desvio padrdo dos animais do grupo
experimental. Valores em micrémetros.

AREA POR SECCAO DO DISCO EPIFISARIO

Ao analisar a area por seccédo do disco epifisario do grupo controle, péde-
se verificar uma diferenca estatisticamente significante em relacdo ao grupo
experimental. A area média encontrada no grupo controle foi de 70.287 um e no

grupo experimental foi de 49.033 um. (Fig.16).

Area por Sec¢&o (um)
90000
80000 'T
70000 "
60000
50000
40000
30000
20000
10000 -
0
Controle Experimental

Figura 16 — Area por seccéo do disco epifisario.



ESPESSURA TOTAL DO DISCO EPIFISARIO
O grupo controle apresentou uma espessura total média de 472.89 um e o
grupo experimental de 381.85 um. Embora haja diferenca entre 0os grupos, essa

diferenca nao foi estatisticamente significante (Figura 17).
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Figura 17 — Espessura total do disco epifisario dos grupos controle e experimental.

ESPESSURA DA ZONA DE REPOUSO
O grupo controle apresentou espessura média de 94,58 um, e 0 grupo
experimental de 81.58 um. N&o havendo diferenca significante entre os grupos,

como se observa na Figura 18.
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Figura 18 — Espessura média da zona de repouso da cartilagem do disco epifisario
de ratos do grupo controle e do grupo experimental.



ESPESSURA DA ZONA SERIADA
N&o foi observada diferenca significante entre os grupos experimental e
controle nessa zona. O valor da espessura média do grupo controle foi de 170.80

um e o do grupo experimental 154.88 um (Figura 19).
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Figura 19 — Espessura média e desvio padrdo da zona seriada da cartilagem do
disco epifisario de ratos do grupo controle e do experimental.

ESPESSURA DA ZONA HIPERTROFICA

O grupo controle apresentou espessura meédia de 207.50 um e o
experimental 145.39 um, ndo havendo diferenca significante entre os grupos

estudados. (Figura 20).

Espessura da Zona Hipertréfica (um)
300

250 +

200 + T

150 -

100
50 1

Controle Experimental

Figura 20 — Espessura média da zona hipertrofica da cartilagem do disco epifisario
de fémur de ratos do grupo controle e do grupo experimental



DISCUSSAO:

A manipulacdo  farmacolégica dos  sistemas  especificos de
neurotransmissores pode favorecer o esclarecimento do papel dessas substancias
nos diversos sistemas organicos e suas repercussdes sobre o desenvolvimento dos
animais.

Os ISRS atuam de forma potente, inibindo a recaptacdo da 5-HT,
aumentando o periodo de disponibilidade dessa amina na fenda sinaptica e sua
consequente acao nos locais alvos (MORENO; MORENO; SOARES,1999).

No presente estudo, a utilizacdo de fluoxetina, um inibidor seletivo da
recaptacdo de serotonina, provocou uma diminuicdo do crescimento ponderal,
reducdo da massa corporal e da massa femoral em ratos neonatos.

Em termos gerais, foram avaliadas as repercussdes da manipulacdo do
sistema serotoninérgico durante o periodo critico de crescimento sobre parametros
histoldgicos.

Os achados deste estudo corroboram o0s encontrados no trabalho de
Magalh&es (2000), Silveira ( 2000 ) e Deir6 (2002) , que verificaram uma redugdo no
peso corporal e em outros 6rgdos de ratos em crescimento com o uso de ISRS.

Deiré et al. (2004) investigaram a maturacdo soméatica e ontogénese dos
reflexos de ratos neonatos tratados durante o periodo de aleitamento com diferentes
doses de fluoxetina, do 1° ao 21° dia de vida. Medidas indicadoras do crescimento
tais como peso corporal, eixo cranial, comprimento longitudinal do corpo e
comprimento caudal foram verificados diariamente nesse periodo. Reducdo no

ganho de peso, retardo na maturacdo das caracteristicas, bem como distor¢cao



anatdmica cranio-facial foram observados. Um retardo no desenvolvimento dos
reflexos também foi observado. Esses achados sugerem que o0 sistema
serotoninérgico tem um papel nos mecanismos do crescimento. Em um estudo
semelhante, Deir6 et al. (2003) utilizando outro ISRS, citalopram, encontraram
alteracOes semelhantes nas caracteristicas corporais e na ontogénese dos reflexos.

Alteracfes no comportamento alimentar também tém sido descritas com o uso
de fluoxetina, provocando reducdo na ingesta alimentar em humanos e produzindo
efeito hipofagico em ratos ( LIGHTOWLER et al., 1996; SILVA, 2003).

Esse efeito anoréxico causado pelo uso de ISRS poderia causar, em ratos na
fase de aleitamento, uma desnutricdo causada pela diminuicdo da ingesta de
nutrientes essenciais ao seu desenvolvimento, provocando repercussfes imediatas
e, ou, tardias nesses animais, justificando a reducéo no ganho de peso. Entretanto,
Silva et al. (2003) ressaltam que o efeito anoréxico da fluoxetina, descrito na
literatura, parece nao ser significativo em periodos precoces da lactacdo em ratos.
JaA no desmame, quando o comportamento alimentar do animal apresenta
caracteristicas daquele do adulto, observou-se reducdo da ingesta alimentar. No
presente estudo foram utilizados ratos neonatos em fase precoce de aleitamento.
Porém, ndo foram observados dados referentes ao comportamento alimentar dos
animais.

Bick e Vandyke (1977) apud Bliziotes et al. (2000) ja haviam descrito que o
aumento da disponibilidade da dopamina por bloqueio de seu transportador também
provoca modificacdo de habitos dietéticos.

Trabalhos ressaltam a importancia da 5-HT como molécula regulatoria
morfogenética em tecidos neurais € nao neurais, bem como seus efeitos na

regulacdo da proliferacdo, motilidade e forma das células do sistema nervoso e



sistema esquelético (SHUEI;, SADLER; LAUDER, 1992; MOISEIWITSCH e
LAUDER, 1996; AZMITIA et al., 1996). Assim sendo, possivelmente, estas mesmas
interferéncias poderiam influenciar o processo de osteogénese, mineralizacédo, e
crescimento do disco epifisario nos animais Observando por este aspecto, seria
interessante investigar em trabalhos futuros possiveis alteracdes no disco epifisario
de ratos, em um modelo animal de desnutricdo, e compara-las com os dados obtidos
neste estudo.

Recentemente, Westbroek et al. (2001) relataram a estimulacdo da
proliferacdo de fibroblasto periosteal de galinhas, causada por um agonista de 5-
HT2B (receptor da serotonina tipo 2B). 5-HT2B e 5HT2A (receptor da serotonina tipo
2A) sdo os receptores da 5-HT envolvidos com sua atividade regulatéria de
proliferacéo celular. Assim sendo, acreditam que associado a fatores locais, um dos
possiveis papéis da serotonina seria a estimulacdo de células precursoras de
osteoblastos no reparo das fraturas. Aléem disso, estes autores (WESTBROEK et al.,
2001) verificaram uma diminuicao da producdo de NO em osteoblastos, em resposta
ao estimulo mecéanico, sugerindo envolvimento da serotonina com a mecano-
regulacdo. Esse estudo e o de Bliziotes et al. (2001) foram os trabalhos pioneiros
que associaram o0 sistema serotoninérgico as células 6sseas, sugerindo um papel
regulatorio desse sistema no metabolismo 4sseo.

A diversidade de acdes da 5-HT é relatada pela existéncia de um grande
namero de subtipos de seus receptores encontrados no SNC e fora dele (BOESS e
MARTIM, 1994; WESTBROEK et al., 2001).

Esses trabalhos abrem um leque de possibilidades para a investigacao
cientifica sobre a atuacdo do sistema serotoninérgico nos diversos sistemas

organicos.



Repercussdes no tecido 6sseo da atividade de outros neurotransmissores ja
haviam sido descritas em ratos. Bliziotes et al. (2000) avaliaram o envolvimento da
dopamina com as propriedades biomecanicas e histolégicas do fémur, tibia e
vértebras dos animais com 3 a 5 meses de vida. Foi vista uma reducdo no
comprimento femoral dos ratos com deplecéo do transportador da dopamina (DAT).
Entretanto a maior diferenca observada entre os grupos foi em relacdo ao peso
corporal, que foi significantemente menor no grupo DAT do que no grupo controle.

Concordando com esses relatos, nosso estudo mostrou que apesar das
diferencas de peso corporal e de peso femoral apresentadas serem bastante
significantes, ndo foram observadas alteracdes morfométricas estatisticamente
significativas entre os grupos.

Diversos relatos ressaltam que outros fatores, além do peso corporal, sao
determinantes para as caracteristicas morfométricas do tecido 6sseo, tais como,
atividades fisicas, fatores genéticos, horménios esterbéides, outros hormdnios
calciotrépicos como vitamina D, calcitonina, e GH ( DI MASSO; CELORIA; FONT,
1998; WANG et al., 2001; IWAMOTO et al., 2004). Klein et al. (1998) ressaltam que
os fatores conhecidos por influenciar acumulacdo de massa Ossea durante o
crescimento incluem hereditariedade, género, componentes dietéticos (célcio e
proteinas), fatores endocrinos, forcas mecanicas, e que quantitativamente, o maior
determinante parece ser a herediteriedade.

Embora prevaleca a visdo de que o controle da remodelacdo seja um
fendmeno autdcrino/paracrino, a reabsorcéo 0ssea, que € um braco da remodelacéo
0ssea, esta sob firme controle enddcrino ( hormdnios sexuais, PTH ). Ao passo que
nenhum horménio demonstrou controlar a formacéao 6ssea (TAKEDA e KARSENTY,

2001). Esses autores ressaltam que a faléncia gonadal favorece a perda 0ssea,



enguanto que a obesidade protege dela, dando uma indicacdo de que massa 0ssea,
peso corporal, e reproducdo poderiam ser regulados pelo mesmo horménio. Nesse
mesmo estudo, os autores fizeram infusdo cerebral intra-ventricular, por um més em
ratos, de leptina, um hormdnio produzido por adipdcitos, que atua via ligacdo com
receptores especificos localizados em quatro nucleos no hipotalamo. Eles
observaram que, apesar desse periodo ser relativamente pequeno para se analisar
a remodelacdo 6ssea, a leptina causou osteopenia nesses animais por inibicdo de
osteoblastos através de controle central. Esse estudo vem reforcar a nogcdo que o
metabolismo 6sseo pode estar sob controle neuroenddcrino.

E importante referir a presenca de grupos de neurdnios serotoninérgicos no
hipotalamo (NISHIMURA et al., 1998) e que os neurbnios serotoninérgicos do tronco
cerebral parecem receber influéncias dos principais centros autonémicos deste
mesmo local e do hipotalamo (RISOLD; THOMPSON; SWANSON, 1997). Séo
também encontrados neurdnios aferentes para os nucleos da rafe contendo
peptideos ou horménios (YEW e CHAN,1999), e aferéncias provenientes do
prosencéfalo limbico que contém aminoacidos excitatérios como o glutamato
(KALEN et al., 1989). Essas aferéncias do sistema limbico mesenfalico colocam os
neurdnios serotoninérgicos em uma posicao ideal para receber informacgdes sobre as
atividades das areas motoras e limbicas (BRAAK et al., 1996).

Um outro estudo com leptina, mostrou que esse hormdonio esteve associado a
um aumento na espessura do disco epifisario da tibia, em ratos machos adultos
submetidos a administracdo sistémica dessa substancia (CORNISH et al., 2002).
Esses autores, entretanto, ndo encontraram mudancas estatisticamente
significativas na histomorfometria tibial. Nesse mesmo estudo, um aumento na

proliferacdo de condrdcitos isolados por leptina também foi observado e verificou-se



gue tanto os osteoblastos quanto os condrécitos isolados de ratos expressam a
forma sinalizadora de receptores de leptina.

A obesidade infantil freqlientemente esta associada a um aumento na
espessura, velocidade e aceleracdo da maturacéao do disco epifisario, a despeito de
baixos niveis séricos do horménio do crescimento (GH) (MAOR et al.,, 2002). De
forma analoga podemos raciocinar que 0 oposto, ou seja, baixo peso corporal,
poderia estar associado a uma diminuicdo na espessura, velocidade e aceleracédo da
maturacao do disco epifisario.

No presente estudo, embora tenha havido diminuicdo no ganho de massa
corporal em ratos neonatos tratados com fluoxetina, a diferenca encontrada entre as
espessuras do disco epifisario dos grupos GC e GE néo teve importancia estatistica.
Entretanto, as alteracbes morfoldégicas encontradas sugerem que poderia ter
ocorrido alguma perturbacdo no processo de maturacdo dos condrocitos. Foi
observado que os condrocitos hipertréficos eram comparativamente menores no GE
que no GC. Na zona de erosdo a presenca de osteoclastos foi mais expressiva no
GE do que no GC, o que poderia significar uma aceleracédo no processo de apoptose
daqueles condrécitos e, consequientemente, aceleracdo da calcificacao e ossificacao
do disco epifisario desses animais. Entretanto, futuros estudos seriam necessarios
onde fossem medidos a densidade das células por campo e seus perimetros, para
que o estudo fosse conclusivo sob esse aspecto.

O crescimento , manutencao e ossificacdo da cartilagem sdo fundamentais
para o desenvolvimento do esqueleto e sédo regulados ao longo da vida pelos
estimulos mecéanicos que sao impostos pelas atividades fisicas (CARTER e WONG,
2003). Estes autores observaram que a pressdo hidrostatica local intermitente

promove a preservacdo da cartilagem enquanto que estiramento promove o



crescimento da cartilagem e ossificacdo. Isso pode sugerir que 0s condrdcitos
possuem mecanismos semelhantes aos ostedcitos e osteoblastos de resposta aos
estimulos mecanicos. Talvez, sejam capazes de liberar NO e prostaglandina como
resposta sinalizadora, e que a 5-HT cause diminuicdo da producdo de NO com
consequente apoptose dos condrocitos. Isto explicaria a maior quantidade de
osteoclastos encontrada na zona de erosédo no GE, do presente estudo.

Condrécitos contidos no disco epifisario promovem rapido crescimento 0sseo
longitudinal (LEEM et al., 2003). Para conseguir realizar o crescimento, células
ativam o programa de maturacao que resulta num aumento do nimero e do volume
de condrocitos e elaboracdo da matriz mineralizada; subseqiientemente, a matriz €
reabsorvida e as células diferenciadas sao finalmente descartadas do o0sso por
apoptose (ADAMS e SHAPIRO, 2002).

Varios fatores de crescimento e hormoénios demonstraram estar implicados na
regulacdo da proliferacdo e diferenciacdo dos condrécitos durante o processo de
ossificacdo endocondral. Eles incluem fatores de crescimento do fibroblasto (FGFs),
proteina ligada ao horménio paratireoideano (PTHrP), TGFs (fatores de crescimento
e transformacao), fatores de crescimento do endotélio vascular (VEGFs), BMPs, e
peptideo natriurético tipo-C (CNP) (STREET et al., 2002; MIYAZAWA et al., 2002 ;
SHIMOAKA et al., 2002).

Um grande numero de fatores moleculares, celulares, e epidemioldgicos
estdo envolvidos na regulacdo do desenvolvimento 6sseo. O grande problema é
como integrar esses fatores dentro de um conceito que explique o desenvolvimento
0sseo como um todo. Frequentemente, eventos no nivel organico sdo simplesmente
apresentados como um efeito cumulativo de todos os fatores que individualmente

sao conhecidos por influenciar o desenvolvimento 0sseo. Nesse modelo cumulativo



deve-se supor que cada célula 6ssea carrega o plano de construcao da anatomia
esquelética completa em seus genes. Schoenau; Fricke; Rauch (2003) consideram
esse cenario implausivel, porque requeriria uma quantidade astronémica de
informacé&o posicional, e propéem um modelo funcional de desenvolvimento 0sseo
que é baseado na teoria mecanostatica de Frost. Nesse modelo, 0 genoma apenas
prové informacédo posicional para o contorno basico do esqueleto como um molde
cartilaginoso. Dai em diante, a acdo das células ésseas é coordenada pela
solicitacdo mecanica do 0sso.

Assim, a 5-HT poderia ser considerada um desses fatores, visto que estimula
a imediata e precoce resposta génica em varios tipos celulares e tecidos

(BLIZIOTES et al., 2001).



CONCLUSOES

Baseados em nossos resultados concluimos que:

O tratamento com fluoxetina durante o periodo neonatal reduz o crescimento
ponderal de ratos durante a fase de desenvolvimento com consequente
diminuicdo de massa corporal e massa femoral, bem como da éarea por
seccao do disco epifiario.

As alteragcbes morfoldgicas observadas no disco epifisario dos animais
tratados com fluoxetina sugerem que a serotonina provoca uma interferéncia
no metabolismo dos condrécitos, acelerando o processo de morte celular

dessas células.
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