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RESUMO

A depresséo é reconhecida como um transtorno de humor que pode ocorrer em
todas as faixas etarias, sendo sua caracteristica principal a perda de interesse pelas
atividades diarias. Farmacos da classe Inibidores Seletivos da Recaptacdo da Serotonina
(ISRSs) representam uma das principais opgOes terapéuticas para este transtorno, no
entanto, publicacfes recentes estdo associando o uso deste medicamento & reducdo
funcional e estrutural nos 6rgdos da reproducdo. Partindo do exposto, o objetivo do
presente estudo foi avaliar a variagdo ponderal, a ingestéo de ragéo e a regularidade do
ciclo estral de roedores submetidos ao uso diario do Cloridrato de Fluoxetina. Foram
selecionados 20 camundongos suicos, fémeas e adultas divididas em dois grupos: Grupo
Controle (GC, n=10) tratadas com agua e Grupo Fluoxetina (GF, n=10), tratadas como
solucdo aquosa de fluoxetina na dose diaria de 20 miligramas. Durante trés semanas de
tratamento foram realizados os testes de esfregago vaginal para identificagdo das fases
do ciclo estral. Os animais foram pesados semanalmente e a ingestdo de ragdo
consumida mensurada todos os dias. Os dados obtidos foram avaliados com auxilio do
Software Sigma Stat versdo 5 ®, pelo Teste T-Student (p<0,05). De acordo com os
resultados obtidos, quanto a variacdo ponderal, o grupo tratado com a Fluoxetina
apresentou aumento estatisticamente significativo (p=0,003) do peso durante as 3
semanas de tratamento. A mesma alteragdo ndo foi observada no grupo controle
(p=0,358). Em relagdo a ingestdo alimentar, ndo foram evidenciadas alteracbes na
comparagdo dos grupos. O grupo fluoxetina reduziu a ocorréncia da fase estro nos
animais tratados quando comparados ao grupo controle (p=0,030). A fluoxetina
utilizada por trés semanas promoveu aumento de peso e reduziu a ocorréncia da fase
estro, que representa o “cio” ou periodo de acasalamento de roedores, sugerindo
possivel interferéncia na fertilidade dos animais tratados. Novos estudos estdo sendo
realizados para avaliacdo histoldgica do Utero e ovérios dos animais aqui tratados.
Novas pesquisas devem ser realizadas quanto & dosagem hormonal dos estrégenos e da
progesterona, principalmente porque regulam o ciclo estral dos roedores.

Palavras-chave: Cloridrato de Fluoxetina. Ciclo estral. Ingestdo alimentar. Variacéo
ponderal. Histomorfometria.



ABSTRACT

Depression is recognized as a mood disorder that can occur in all age groups,
and its main characteristic is the loss of interest in daily activities. Selective inhibitors
class of drugs Serotonin Reuptake (SSRIs) represent one of the main treatment options
for this disorder, however, recent publications are associating the use of this medicine at
the functional and structural reduction in reproductive organs. Based on the above, the
aim of this study was to evaluate the changes in body weight, feed intake and regular
estrous cycle of rodents subjected to daily use of fluoxetine hydrochloride. We selected
20 Swiss mice, females and adults divided into two groups: control group (CG, n = 10)
treated with water and fluoxetine group (FG, n = 10), treated as an aqueous solution of
fluoxetine in the daily dose of 20 milligrams. For three weeks of treatment were
performed vaginal smear tests to identify the phases of the estrous cycle. The animals
were weighed weekly and feed intake measured daily consumed. The data were
evaluated with the aid of software Sigma Stat ® version 5, the T-Student test (p <0.05).
According to the results, as the changes in body weight, the group treated with
fluoxetine showed a statistically significant increase (p = 0.003) of weight during the
three weeks of treatment. The same change was observed in the control group (p =
0.358). In relation to food intake, no alteration was found when comparing the groups.
The group fluoxetine reduced the occurrence of estrus phase in treated animals
compared to the control group (p = 0.030). Fluoxetine used for three weeks promoted
increased weight and reduced the occurrence of the estrus stage, which is the "heat" or
mating period rodents, suggesting possible interference on the fertility of treated
animals. Further studies are being carried out for histological evaluation of the uterus
and ovaries of animals covered here. New research should be conducted on the
hormonal dosage of estrogen and progesterone, mainly because they regulate the estrous
cycle of rodents.

Keywords: Fluoxetine hydrochloride. Estrous cycle. Food intake. Changes in body
weight. Histomorphometry.
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1 INTRODUCAO

Segundo o Manual diagnostico e estatistico de transtornos mentais - DSM-IV
TR (2002), a depressdo tem sido reconhecida como um transtorno de humor que pode
ocorrer em todas as faixas etarias, sendo sua caracteristica principal a perda de interesse
pelas atividades diérias. Nos ultimos anos houve um crescente aumento de casos de
depressdo em todo o mundo, e é por esse motivo que vem sendo comparado com uma
epidemia (MATOS, MATOS, MATQS, 2006).

Embora haja grande dificuldade em diagnosticar a depressdo, segundo
Sonenreich (1991), séo diversas as causas de ocorréncia deste transtorno: causas
externas (morte, estresse, problemas profissionais ou privados, soliddo), hormonais
(gravidez, menopausa, problemas ligados a glandula tireoide), fisicas (apds um acidente
vascular, infeccdo, herpes zoster, entre outras.) ou ainda genéticas (hereditarias).

De acordo com a Pesquisa Nacional por Amostra de Domicilios divulgada pelo
Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica, a depressdo, identificada por profissional
de saude, atinge 7,8 milhGes de brasileiros, o que corresponde a 4,1% da populagéo
(INSTITUTO BRASILERIO DE GEOGRAFIA E ESTATISTICA, 2008).

A prevaléncia na populacdo geral para transtornos depressivos tem alcangado
nimeros entre 4% e 10%, sendo observada uma maior incidéncia em mulheres,
variando de 10% a 25%, enquanto nos homens a porcentagem é de 5% a 12 %
(ZAVASCHI, 2002). Outro dado importante é que uma a cada 20 pessoas é atingida por
um episodio depressivo durante o curso da vida, e em cada 50 casos diagnosticados com
a patologia, um necessita de internagdo, e 15% dos deprimidos graves cometem suicidio
(BOTEGA, et. al, 2006).

Em geral, estudos epidemiol6gicos mostram que o transtorno depressivo, seja
ele maior, distimico ou menor é cerca de duas vezes mais prevalente nas mulheres que
nos homens. A hipdtese de que as diferencas hormonais explicariam a maior
prevaléncia da depressao entre as mulheres é bastante forte. (HOLMES, 2001; NARDI,
2006; JUSTO e CALIL, 2006).

A palavra depressdo tem sido utilizada, nos dias atuais como um estado
melancélico normal (tristeza) quanto para designar um sintoma, uma sindrome e/ou
uma (ou vérias) doenca. Como sintoma a depressdo pode  aparecer,

concomitantemente, com 0s mais diversos quadros clinicos, tais como alcoolismo,



13

deméncia, esquizofrenia, doengas coronarianas e doengas renais, ou ainda como
resposta a eventos estressantes ou a circunstancias sociais e econdmicas adversas.
(PORTO, 1999; MORENO, DIAS e MORENO, 2007).

Como sindrome, 0s mesmos autores supracitados destacam que a depressdo
caracteriza-se ndo apenas pelas alteragBes tipicas do humor, tais como tristeza,
irritabilidade, anedonia, entre outras, mas também por alteracdes de natureza cognitiva,
psicomotora e vegetativa. Para o correto diagnéstico da depressdo, os médicos contam
atualmente com o auxilio de manuais especificos de Saide Mental, tais como os ja
citados “Manual de Diagndstico e Estatistica das Perturbaces Mentais — 42 edicdo
revisada” (DSM-1V-TR) e a “Classificagdo Internacional de Doengas” (CID-10). Esses
manuais sugerem diagnosticar o transtorno depressivo com base em uma escala de
sintomas, segundo critérios clinicos neles apontados (LEITE et al., 2006).

Quanto & causa que desencadeia 0 processo depressivo, a depressdo pode ser
classificada em enddgena e reativa. A depressdo enddgena é caracterizada por iniciar-se
sem um motivo aparente. Nesse caso, sintomas endogenos ao individuo, de natureza
mais neurobioldgica, parecem explicar melhor o aparecimento desse tipo de episodio
depressivo. Normalmente, os individuos com diagnostico de depressdo enddgena
sofrem com os sintomas fisicos costumeiramente ocasionados pela doenca, de forma
intensa, tais como a perda de apetite, peso e sono; despertar muito cedo pela manha;
diminuicdo da laténcia do sono (inverséo da arquitetura do sono); piora na disposicdo e
humor mais depressivo pela manhd, com melhora gradual ao longo do dia; perda
significativa do desejo sexual e sentimentos de culpa (VIEIRA, 2008).

O mesmo autor classifica a depressdo reativa como aquela na qual o episddio
depressivo inicia-se como uma reacdo a um evento estressante, normalmente de
natureza exdgena ao individuo. E caracterizada pelo sofrimento psiquico ou dor moral
desencadeada por uma situagdo ou acontecimento ndo desejado, que desencadeia uma
série de interferéncias negativas sobre o nivel de qualidade de vida e produtividade do
individuo.

As causas da depressdo séo, ainda neste inicio da segunda decada do século
XXI, desconhecidas, contudo as evidéncias apontam para uma etiologia multifatorial,
sendo praticamente impossivel atribuir a um Unico evento ou fendmeno, seja ele social,
ambiental, ou biolégico (NARDI, 2006).
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Segundo Holmes (2001), do ponto de vista fisioldgico, a depressdo pode se
dever a um baixo nivel de atividade neurolégica nas &reas do cérebro que sdo
responsaveis pelo prazer. Essa baixa atividade neuroldgica tem sua origem nas
quantidades insuficientes de neurotransmissores nas sinapses nervosas. Os sinais
elétricos passam de um neurdnio para o outro (ou outros) atraveés de um complexo
mecanismo neuroquimico que ocorre nas sinapses. Os neurotransmissores sdo 0S
compostos quimicos responsaveis por possibilitar essa comunica¢do. Neste inicio da
segunda década do século XXI a ciéncia conhece cerca de 30 neurotransmissores que,
normalmente, interagem entre si. Contudo, € a deficiéncia em trés deles, em especial,
que € comumente apontada como a causa da depressdo: a dopamina, a serotonina e a
noradrenalina, cujos mecanismos de acdo estdo intimamente ligados ao transtorno
depressivo (NARDI, 2006).

Para estabelecer os efeitos da escassez de neurotransmissores no cérebro varios
estudos clinicos foram conduzidos, como os de Bunney & Davis (1965), Schildkraut
(1965), Schildkraut & Kety (1967) e Maas (1975). Estes estudos mostraram que 0S
individuos com depressdo apresentavam baixos niveis de alguns metabdlitos,
especialmente o 3-Metoxi-4-hidroxifenilglicol (MHPG) que é um fragmento derivado
da noradrenalina e o &cido 5-hidroxi-indolacético (5- HIAA) que sdo metabdlitos da
serotonina. Este resultado levou a crenca de que isso se devia & baixa nos niveis de
concentragdo de neurotransmissores nas sinapses e no cérebro (HOLMES, 2001).

Embora vérias evidéncias clinicas corroborem o papel dos neurotransmissores
nos transtornos depressivos, ndo se sabe ainda o motivo pelo qual o nivel dessas
substancias se torna baixo no cérebro. Uma relacéo de causa e efeito ndo pdde ser ainda
estabelecida, isto é, ndo se sabe se sdo 0s baixos niveis dos neurotransmissores que
causam a depressdo ou se € a depressdo que leva aos baixos niveis daquelas substancias
no cérebro humano (MACKENZIE, 1999; HOLMES, 2001; NARDI, 2006).

Outro fator a ser considerado nessa teoria fisioldgica da depresséo é a influéncia
do estresse sobre os neurotransmissores. Pesquisas apresentam evidéncias de que o
estresse resulte em niveis mais baixos de neurotransmissores e que este efeito leva a
depressdo. O processo exato pelo qual o estresse diminui os niveis dos
neurotransmissores ainda ndo é conhecido, mas sugere-se que o efeito se deva a
atividade neuronal aumentada associada & intensa estimulacdo emocional que

acompanha o estresse, isto é, a elevada atividade neuroldgica associada ao estresse,
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consome, de algum modo, o neurotransmissor noradrenalina disponivel no cérebro,
resultando em depressdo (HOLMES, 2001).

Apesar de toda a complexidade da depresséo, da dificuldade de seu diagndstico e
das vérias diferenciagdes entre seus quadros clinicos, os transtornos depressivos sdo
passiveis de tratamento, com grande eficacia e seguranca. Existem duas vias bésicas
para o tratamento da depressdo: através de psicoterapia e/ou do uso de medicamentos
antidepressivos. O tratamento farmacoldgico da depressdo, por sua vez, visa
proporcionar, na maioria dos casos (especialmente nos leves a moderados), uma
recuperacdo inicial do individuo, de forma a permitir que ele perceba a necessidade de
permanecer em tratamento psiquiatrico/farmacoldgico e para a manutencdo do seu bem-
estar e/ou para prevenir recaidas (NARDI, 2006).

Desde 1950, consistente evidéncia tem sido obtida acerca da efetividade do
tratamento farmacoldgico nas depressdes. Os medicamentos antidepressivos tém
reduzido a morbidade e melhorado o desfecho clinico de milhares de casos de depresséo
em todo o mundo (DORIS et al., 1999).

Como a principal classe de antidepressivos utilizada atualmente € a dos
medicamentos inibidores seletivos de recaptacdo de serotonina - ISRS, os principais
marcadores bioldgicos estudados, até o presente, sdo componentes do sistema de
transmissdo serotoninérgico, incluindo-se enzimas de sintese, transportadores,
receptores e metabolizadores desse neurotransmissor (VEENSTRA-VANDER, 2000).

A evolugdo dos antidepressivos deu-se com a introdugdo dos inibidores da
recaptacdo de serotonina (ISRS), os quais se apresentaram tdo eficazes quanto 0s
antidepressivos triciclicos, mas com um perfil mais elevado de seguranca e de
tolerabilidade. Durante duas décadas de popularidade, os ISRS tornaram-se a medicago
mais extensamente prescrita na pratica psiquiatrica (PACHER; KECSKEMET], 2004).

Os ISRS constituem uma classe de farmacos com cinco membros, na qual
respondem pela maioria das prescricdes de antidepressivos. S&o eles: fluoxetina,
sertralina, paroxetina, fluvoxamina e citalopram (STAHL, 2002). Estes farmacos sdo
agentes de primeira linha para o tratamento da depressdo, e de varias outras condi¢des.
Séo denominados ISRS porque compartilham a propriedade farmacoldgica de inibir a
recaptacdo de serotonina pelos neur6nios pré-sindpticos, com pouco efeito sobre a
recaptacdo de noradrenalina e quase nenhum sobre a recaptacdo de dopamina
(KAPLAN; SADOCK; GREBB, 2007).
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Esta classe de antidepressivos possui a¢do seletiva que blogueia a recaptacdo de
serotonina nos receptores 5-HT-1, 5HT-2 e 5-HT-3, aumentando a concentracdo de
serotonina na fenda sinéptica (SILVA, 2002b).

A figura 1 apresenta os ISRS que estdo disponiveis no Brasil em diversas
apresentacoes:

Figura 1 - Apresentacdes disponiveis no Brasil e dose terapéutica usual dos ISRS

Dose
Nome genérico Referéncia Apresentacdes terapéutica
usual (mg/dia)

Citalopram Procimax® Comprimidos: 20 mg 20-60 mg
Daforin® Capsulas: 10, 20 mg 20-80 mg
Prozac Durapac® | Cépsulas: 90 mg (semanal)
Fluoxetina Prozac® Solugdo oral: 20 mg/5ml
Daforin® Solugéo oral: 20 mg/ml
Nortecm® Comprimidos: 10 e 20 mg
Fluvoxamina Luvox® Comprimidos: 100 mg 50-300 mg
Paroxetina Cebrilin® Comprimidos: 10 mg 20-60 mg
Pondera® Comprimidos: 20, 30 e 40
mg
Sertralina Zoloft® Comprimidos: 50 e 100 mg | 50mg-200mg
Tolrest® Comprimidos: 25, 50, 100
mg

Fonte: Korokolvas (2007); Caetano (2007).

Apesar da comprovada eficicia antidepressiva comum e das indicacbes
semelhantes, cada ISRS tem propriedades individuais, ndo s6 farmacodinamicas, mas
também farmacocinéticas, nas quais contribuem para um diferente perfil de indicagdes
clinicas, efeitos adversos e interagdes medicamentosas (TELLES et. al., 2007).

Em 1985, o primeiro ISRS, a fluoxetina foi lancada nos Estados Unidos da
América (EUA). Esta nova classe de antidepressivos causou uma revolucdo no
tratamento de casos de depressdo, por sua maior tolerabilidade em relagdo aos
antidepressivos triciclicos e inibidores da monoamino-oxidase (HORIMOTO;
AYACHE; SOUZA, 2005). Este farmaco é derivado da feniltrifluortoliloxipropilamina
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e usado na forma de cloridrato (KOROLKOVAS, 2006).

A fluoxetina € um inibidor seletivo da captacdo da serotonina no nivel do cortex
cerebral, neurbnios serotoninérgicos e das plaquetas. E indicada no tratamento da
depressdo maior, disturbio obsessivo- compulsivo, desordem pré-menstrual e bulimia
nervosa (MARTINDALE, 2002). E contraindicada na gravidez, lactagio e
hipersensibilidade a fluoxetina (KOROKOLVAS, 2006).

A disfuncdo sexual € um dos efeitos adversos promovidos por alguns
antidepressivos, dentre os quais se destaca os ISRS. Os quadros depressivos podem
promover disfungBes sexuais por si s6, contribuindo para isso dificuldades nas relacbes
interpessoais e sociais. Por seu turno, os farmacos antidepressivos usados nessas
circunstancias, embora resolutivos em grande parte desses quadros, igualmente séo
capazes de provocar disfungdes sexuais (CRESPO, 2012). Esses efeitos adversos sdo,
comumente, subestimados pelos clinicos, embora nos Gltimos anos maior atengdo venha
sendo dada a essa ocorréncia. A disfungdo sexual é o mais frequente efeito adverso de
determinadas drogas antidepressivas, tais como os inibidores seletivos de recaptura da
serotonina (ISRSs), venlafaxina e clomipramina. Esse problema, o qual tem alta
incidéncia, afeta a qualidade de vida do paciente e pode levar a ndo aderéncia em
tratamento de longo prazo, além de ter sido citado entre os mais comuns efeitos (50.8%)
para a desisténcia ou abandono do tratamento. (MONTEJO, 2004).

Virtualmente todos os antidepressivos podem provocar disfungbes sexuais,
enfatizando aqueles que atuam no sistema serotoninérgico, devido sua a¢do em nivel do
sistema nervoso central (SNC). Os antidepressivos de primeira geragdo sdo associados
com a ocorréncia de efeitos indesejaveis como sedacéo, ganho de peso, efeitos cardiacos
e anticolinérgicos. Todavia, os ISRS e ISRN sdo o0s que mais apresentam efeitos
adversos na esfera sexual. (CORONA et. al, 2009).

Segundo estudos, a incidéncia de disfungdes sexuais difere de acordo com o
antidepressivo empregado e intimamente relacionado aos diferentes mecanismos de
acdo dentro ou entre as classes, perfis diferentes dos pacientes, extensivos aos
polimorfismos genéticos e dimensdes de suas personalidades. Entretanto, mesmo que
utilizando metodologias diferentes, com pacientes depressivos e ansiosos,
preponderantemente tém apontado para o fato de que as drogas que apresentam
mecanismo de acdo serotoninérgica possuem maior potencial para gerar disfuncdes

sexuais e desisténcias no tratamento (FROST et. al, 2010).
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Entre os psicofarmacos, em funcdo de seu uso mais difundido, os
antidepressivos séo as drogas mais relacionadas com a disfun¢do sexual feminina. Os
antidepressivos tém sido reportados como causadores de disfungdo 70% das pacientes
(KENNEDY, 2009).

Segundo Zajecka e cols. (1997), um estudo estudo aberto com 42 pacientes
usando ISRS, encontraram disfungdo sexual em 60% dos homens e 57% das mulheres.
Montejo e cols. (2001), em estudo multicéntrico aberto com 1022 pacientes, com
diagndsticos de depressdo, distimia, transtorno obsessivo compulsivo (TOC), entre
outros, relataram a ocorréncia de disfuncao sexual ap6s utilizarem citalopram (72,7%),
paroxetina (70,7%) sertralina (62,9%), fluvoxamina (62,3%), venlafaxina (67,3%),
fluoxetina (57,7%), mirtazapina (24,4%), nefazodona (8%), amineptina (6,9%) e
moclobemida (3,9%).

Inimeras interferéncias pode afetar a integridade do sistema reprodutor
feminino. Fatores como idade, estacdo do ano e luminosidade podem provocar
variagBes no ciclo estral, levando a um ciclo irregular (SIMOES et al., 2001). Uma vez
que estrogenos derivados de plantas e de outras fontes tém, além de potencial
terapéutico especifico, potencial para alterar o ciclo estral, é importante a avaliagdo
desta atividade. (MARCONDES, BIANCHI e TANNO, 2001).

Os roedores sdo mamiferos que apresentam ciclo estral regular, caracterizado
por mudancas morfoldgicas nos ovarios, Utero e vagina, caracteristicas facilmente
observadas durante quatro a seis dias (SIMOES, 1984).

Segundo Aires (1999), nas ratas o ciclo hormonal dura de quatro a cinco dias e
tem quatro fases, denominadas de estro, metaestro, diestro e proestro (Figura 5).
Marcondes et al. (2002) afirma que as fases podem ser determinadas pelos tipos
celulares observados em esfregaco vaginal.

A figura 2 apresenta o esfregaco vaginal de roedores. A fase do proestro dura de
12 a 14 horas, ocorrendo a maturagdo de um ou mais foliculos, com a presenca de
células epiteliais grandes e nucleadas no esfregaco, sem leucdcitos, e corresponde ao
pico da agéo do estradiol, precedendo a fase de estro (25 a 27 horas), Unico periodo em
que a fémea é receptiva a0 macho e quando ocorre o coito, sendo identificada pela
presenca de células cornificadas no esfregaco, corresponde & ovulagdo e nesta fase a
progesterona encontra-se em seu nivel maximo. Se ndo h4 concepgdo, apds o estro ha

um periodo de recuperacdo denominado metaestro, cuja duracdo € de 24 a 48 horas,
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corresponde a fase entre os ciclos, na qual ndo hd acdo hormonal identificAvel e as
células vaginais se mostram diversificadas, seguido pelo diestro, que dura cerca de 24
horas, correlativo a agdo inicial do estradiol sobre o organismo, com niveis deste
correspondentes a metade da taxa maxima, sendo que as células da vagina ndo
apresentam descamacdo e ha grande nimero de leucocitos. Segue-se a esta fase um
novo proestro, quando reinicia a secre¢cdo de hormdnios ovarianos para o proximo ciclo.
(SCHWATZ, 1969; CARTER, 1993; KANDEL et al., 1995; AIRES, 1999).

Durante o ciclo estral, o Gtero das fémeas domésticas sofre um variado nimero
de transformacfes morfoldgicas sob a influéncia dos estrogenos e da progesterona. A
atividade ciclica feminina se manifesta macro e microscopicamente, assim como
mudancas comportamentais. Esses varios estdgios morfoldgicos, funcionais e

comportamentais estdo diretamente relacionados ao ciclo estral (BANKS, 1991).

Figura 2 — Esfregacgo vaginal de roedores
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2 JUSTIFICATIVA

Os farmacos inibidores seletivos da recaptacdo de serotonina (ISRSSs)
representam uma das mais importantes alternativas terapéuticas para depressdo, no
entanto, apesar de apresentar inimeras vantagens, estes f&rmacos ndo sdo isentos de
efeitos adversos. De acordo com a literatura consultada, disfungdes sexuais estdo sendo
correlacionadas ao uso destes farmacos. Desta maneira se torna importante o
desenvolvimento de pesquisas que busquem esclarecimentos quanto aos possiveis
efeitos secundérios ocasionados no sistema reprodutivo durante a administracdo dos

farmacos ISRSs.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVOS GERAIS

Avaliar a ocorréncia do ciclo estral em camundongos suicos submetidos ao

tratamento com farmaco inibidor seletivo da receptacéo de serotonina.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v Avaliar a variagdo ponderal dos grupos de animais durante o periodo de

tratamento;

v" Realizar a biometria dos cornos uterinos, do endométrio e do miométrio;

v Promover a analise histologica descritiva do Utero e ovarios ap6s o término do

tratamento;

v" Quantificar microscopicamente 0s corpos liteos para deducéo da fertilidade dos

animais em estudo.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 AMOSTRAGEM

A amostragem foi constituida de 20 camundongos da linhagem Swiss , fémeas e
com 60 dias de idade, provindas do Biotério da Universidade do Sagrado Coragao
(USC). Durante o periodo experimental, os animais permaneceram acondicionados em
gaiolas de polietileno, contendo cada uma 10 animais. A alimentagdo foi feita com
racdo comercial para roedores e o fornecimento de &gua ad libitum. O ambiente de
manutenc¢do serd mantido com ciclo claro-escuro de 12 horas, com temperatura entre 22
a 25°C, constantemente limpo e arejado. Durante todo o experimento, o controle, a
manutenc¢do e a observacdo dos animais serdo executadas no Biotério da Universidade
do Sagrado Coragéo — USC.

O projeto foi avaliado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais — CEUA da
Universidade Sagrado Coracéo — USC.

PROTOCOLO N° 07/14

4.2 DISTRIBUICAO DOS GRUPOS

Os animais foram distribuidos em dois grupos de experimento:

v Grupo Controle = durante o procedimento recebeu por gavagem 0,2 mL de
solucdo fisioldgica 0,9% ,durante 21 dias.

v" Grupo Fluoxetina = foi administrada 20 mg/dia de cloridrato de fluoxetina
(VEROTINA ® ) dissolvida em 0,2 mL de solucdo fisiologica 0,9%. Esta é a
dosagem inicial recomendada para o tratamento dos sintomas da depressdo de
acordo com a bula do referido fa&rmaco. A dosagem usualmente utilizada para
adultos seré convertida de acordo com a média de peso dos animais deste grupo

e a administrag&o foi feita por 21 dias.
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4.3 ESFREGACO VAGINAL
O esfregaco vaginal foi realizado segundo o fundamento proposto por
Marcondes et al. (2002) com micropipetas de capacidade para 100 microlitros (L) para

obtencg&o dos lavados vaginais (Figura 3).

Figura 3 — Coleta do lavado vaginal de roedores

Fonte: Arquivo Pessoal (2008)

Os camundongos foram contidos e a ponteira (capacidade para 100 pL) foi
cuidadosamente introduzida no canal vaginal. Cerca de 100 pL de solucéo de cloreto de
sodio 0,9% foi aplicado no canal vaginal e recolhido com a ponteira. O lavado foi
distendido em uma lamina para microscopia de luz e observado a fresco em aumento de
40X. Os lavados vaginais foram coletados diariamente, as 15 horas, durante os 21 dias
de tratamento, sendo observadas as fases Metaestro e Diestro, tidas como Fases
Leucocitéarias (FL), e Proestro e Estro, tidas como Fases sem Leucdcitos (FSL).

Os dados foram diariamente anotados em formularios para posterior analise
histoldgica.
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Figura 4 — Lavado de células

Fonte: Arquivo pessoal

Figura 5 — Lavado de células em objetiva de 40 X

Fonte: Arquivo pessoal

4.4 AVALIACAO DA VARIACAO PONDERAL

Uma vez por semana foi realizada a pesagem dos animais em balanca analitica
da marca Urano. Os valores obtidos foram anotados em prontuérios para posterior

analise estatistica.
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Figura 6 — Avaliacdo ponderal

Fonte: Arquivo pessoal

4.5 ANALISE HISTOLOGICA DESCRITIVA DOS OVARIOS E UTERO

Apos 21 dias de tratamento foi feita a eutanasia dos animais. As fémeas foram
submetidas a laparotomia com anestesia (dose letal) com Tiopental 150 mg/kg e
Lidocaina 10mg/mL, administrada pela via intramuscular. Em seguida, 0s cornos
uterinos e ovarios foram expostos e seccionados, sendo posteriormente embebidos em
solucdo fisiologica 0,9%. Os cornos uterinos foram submetidos a analise biométrica
com auxilio de paquimetro, sendo avaliados seu comprimento (cm) e largura (cm). Em
seguida foram individualmente pesados em balanca analitica da marca Urano.
Sequencialmente foram acondicionados, juntamente com 0s ovarios, em potes com
formol a 10% e encaminhados para o laboratdrio de Histologia da Universidade Sagrado
Coracdo- USC, para a confec¢do dos cortes histoldgicos e laminas, coradas com
Hematoxilina-Eosina —HE.
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Figura 7 - Exposigdo dos cornos uterinos e ovarios para sec¢ao

Fonte: Arquivo Pessoal (2010)

Os ovérios foram observados para contagem de corpos luteos (vestigio de
foliculos ovarianos que residem no ovario ap6s a ovulagdo), As laminas do Utero serdo

submetidas a analise histolégica descritiva quanto a integridade de sua mucosa.

4.6 ANALISE ESTATISTICA

A anélise estatistica foi feita com auxilio do software Sigma Stat 3.5 ® pelo

Teste T de Student, cujo p<0,05.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 AVALIACAO PONDERAL

A figura 8 apresenta a comparacao da média do peso inicial e final entre os grupos
de estudos, evidenciando que ambos ganharam peso. O grupo fluoxetina ganhou mais
peso do que o grupo controle, sendo este aumento estatisticamente significativo
(p=0,003). Quanto a comparacdo do peso final entre o grupo controle (GC) e grupo
Fluoxetina (GF) ndo ocorreu diferenca estatisticamente significativa entre a variacdo
ponderal (p=0,511).

Figura 8 - Comparagdo das médias obtidas do peso dos grupos de estudo. Peso inicial
Controle: ( p=0,358/ Desvio padréo: 2,04/3,17); Peso inicial Fluoxetina (p=0,003/
Desvio padrédo: 1,78/2,41); Comparagdo entre peso final Controle/Fluoxetina: (p=0,511/
Desvio padréo:3,17/2,41). Teste T-Student/ p=0,05.
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O efeito dos antidepressivos no estado nutricional tem sido relatado por varios
autores. De acordo com Marques et al, (1996) a serotonina (5HT) tem influéncia como
regulador do apetite e da escolha de macronutrientes (hidratos de carbono, gorduras,
proteinas), deste modo, altas concentra¢fes de 5SHT nos nicleos hipotaldmicos mediais

levam a reducdo do apetite e a preferéncia por alimentos proteicos, porém, segundo
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Carek et al., (1999) seu efeito na perda de peso a longo prazo ainda nédo foi
demonstrado.

Mudangas no peso, associadas & depressdo, sdo um fendbmeno complexo e
podem ser influenciadas por fatores especificos da doenga, como alteragdes no apetite,
na atividade fisica e por fatores especificos ligados as drogas antidepressivas
(MICHELSON et al., 1999).

Segunda a World Health Organization (2003) com o aumento da obesidade na
populacdo em geral, tratamentos farmacolégicos vém se tornando cada vez mais
comuns, entre eles, os inibidores do apetite, como a fluoxetina (antidepressivos
inibidores da recaptagcéo de serotonina - ISRS), sendo essa droga citada pelo Consenso
Latino Americano de Obesidade e pelo Consenso Brasileiro de Diabetes, na intervengéo
coadjuvante ao tratamento anti-obesidade. Porém, nos Estados Unidos, essas drogas
ainda ndo foram aprovadas pela Food and Drug Administration (FDA) para o uso na
perda de peso. (CAREK et al., 1999).

Michelson et al. (1999) sugere que a mudanga de peso parece ser 0 oposto a
longo prazo e nem sempre ha uma relacdo ao efeito colateral da droga, mas a
recuperacdo da depressdo. Diante desta situagdo encontra-se uma possivel justificativa
para o Grupo Fluoxetina (GF) tenha apresentado um maior aumento ponderal em

relagdo ao Grupo Controle (GC), sendo este resultado estatisticamente significativo.
5.2 CONSUMO DE RACAO

Quanto a média consumida de racdo durante 3 semanas de tratamento, ndo foram
evidenciadas na comparacdo dos grupos alteracOes estatisticamente significativa

(p=0,711). Os dados obtidos estéo expostos na figura 6.

Figura 9 - Comparagdo das médias de consumo de racdo dos Grupos Controle e
Fluoxetina (p=0,711). Teste T-Student (p<0,05).
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Estudos demonstram que o sistema de neurotransmissdo serotonérgica esta
intimamente ligado a regulacéo do comportamento alimentar e transtornos de ansiedade
em humanos e em modelos animais, sendo demonstrado na literatura que drogas
antidepressivas agem sobre a transmisséo serotonérgica (5-HT) podendo causar reducdo
da ingestdo de alimentos e diminui¢do do peso corpéreo. Segundo Appolinario et al,
(2007) a serotonina (5-HT) é um neurotransmissor com papel muito relevante no
controle da ingestdo alimentar, além de diversos comportamentos e emogdes como a
atividade motora e a ansiedade.

Em relagdo ao consumo de ragéo, ndo foram observadas diferencas significativas
entre o Grupo Controle (GC) e o Grupo Fluoxetina, o que sugere que a fluoxetina na
dose utilizada e tempo de administracdo (3 semanas) ndo causou efeito anorexigeno,

pois o consumo de ragdo de manteve estavel, ndo sendo estatisticamente significativo.

5.3 OCORRENCIA DAS FASES DO CICLO ESTRAL E BIOMETRIA DOS
CORNOS UTERINOS

A figura 10 apresenta a média de ocorréncia das fases do ciclo estral ocorridos
em 3 semanas. A comparagéo entre o grupo controle (GC) e o grupo fluoxetina (GF)

demonstra uma reducgéo estatisticamente significativa (p=0,030) da fase estro do grupo
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tratado com a Fluoxetina e comparado com o grupo controle. Quanto as fases metaestro
(p=0,368), diestro (p=0,530) e proestro (p=0,742), ndo foram evidenciadas altera¢cdes na

sua ocorréncia na comparagao dos grupos.

Figura 10 — Comparagéo da ocorréncia das fases do ciclo estral durante 3 semanas de
experimento. (Grupo Controle/Grupo Fluoxetina: Metaestro=p=0,368; Diestro=
p=0,530; Proestro= p=0,742 e Estro p=0,030). Teste T-Student (p<0,05).
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A figura 11 apresenta a média da biometria dos cornos uterinos (comprimento e
largura expressos em centimetros) dos grupos controle (GC) e fluoxetina (GF). Nota-se
reducdo estatisticamente significativa (comprimento: p<0,001; largura: p<0,001) dos

parametros mensurados no grupo fluoxetina (GF) em relagdo ao grupo controle (GC).
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Figura 11- Comparacdo das médias biométricas (comprimento e largura) mensurados
com auxilio de paquimetro dos cornos uterinos de ambos os grupos. Ocorreu redu¢do
estatisticamente significativa (comprimento: p<0,001; largura: p<0,001) dos parametros
mensurados no grupo fluoxetina (GF) em relagdo ao grupo controle (GC). Teste T-
Student: p<0,05.
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Segundo Guyton (2002) e Junqueira & Carneiro (2004), o ciclo menstrual tem
duracdo média de 28 dias, podendo variar de 20 a 45 dias sendo que a maior
variabilidade ocorre nos anos que seguem 0 inicio na menarca e aos que precedem a
menopausa. O funcionamento ovariano normal exige coordenagdo de atividade entre
alguns 6rgdos e hormdnios. O ciclo mensal feminino é regulado por trés tipos de
horménios: o hormonio de liberacdo das gonadotropinas (GnRH) de liberacdo
hipotaldmica; o hormdnio foliculo estimulante (FSH) e o horménio luteinizante (LH),
secretados ap6s o estimulo do GnRH pela hipéfise anterior; estrogénio e progesterona
(horménios ovarianos) secretados em resposta ao FSH e ao LH, salientando que esses
hormonios sdo secretados em quantidades drasticamente diferentes durante o ciclo
ovariano e em sua auséncia 0s ovarios permanecem inativos (JUNQUEIRA &
CARNEIRO, 2004).

Segundo Reiter et al., (1981) a glandula pineal possui papel especifico no
controle da atividade ciclica sexual em roedores, através da producdo de substancias

antigonadotréficas que estdo envolvidas na regulacdo de fungdes reprodutivas. Roedores
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sdo animais do tipo poliestro, ou seja, apresentam ciclos estrais regulares e sucessivos
caracterizado por mudangas morfoldgicas nos ovarios, Utero e vagina, que duram de
quatro a seis dias, estando na dependéncia dos hormonios sexuais (LONG et al., 1922).

Segundo Harkness et al., (1994) as fases do ciclo estral séo classificadas em
proestro, estro, metaestro e diestro e cada fase se caracteriza por alteracdes de células no
epitélio vaginal. A fase do proestro dura de 12 a 14 horas, ocorrendo a maturagdo de um
ou mais foliculos, com a presenca de células epiteliais grandes e nucleadas no
esfregaco, sem leucdcitos, e corresponde ao pico da agéo do estradiol, precedendo a fase
de estro (25 a 27 horas), Unico periodo em que a fémea é receptiva ao macho e quando
ocorre o coito, sendo identificada pela presenga de células cornificadas no esfregaco,
corresponde a ovulacdo e nesta fase a progesterona encontra-se em seu nivel maximo.
Se ndo had concepcdo, ap6s o estro hd um periodo de recuperacdo denominado
metaestro, cuja duracdo é de 24 a 48 horas, corresponde a fase entre os ciclos, na qual
ndo ha acdo hormonal identificavel e as células vaginais se mostram diversificadas,
seguido pelo diestro, que dura cerca de 24 horas, correlativo a agdo inicial do estradiol
sobre 0 organismo, com niveis deste correspondentes a metade da taxa maxima, sendo
que as células da vagina ndo apresentam descamacdo e ha grande numero de leucécitos.
Segue-se a esta fase um novo proestro, quando reinicia a secrecdo de hormdénios
ovarianos para o préximo ciclo. (SCHWATZ, 1969; CARTER, 1993; KANDEL et al.,
1995; AIRES, 1999).De acordo com os resultados apresentados no presente estudo, o
grupo submetido ao tratamento com fluoxetina apresentou reducéo na ocorréncia da
fase estro (p<0,03), sendo esta a Unica fase em que a fémea fica receptiva ao macho e
representa o auge na secre¢do do hormdnio progesterona.

Segundo Goldstein e Goodnick (1998), os farmacos da classe inibidores da
receptacéo de serotonina apresentam capacidade de gerar efeitos adversos no sistema
reprodutivo, como retardo ejaculatério em homens e anorgasmia em mulheres, sendo
que a ocorréncia destes efeitos estdo correlacionadas com seu mecanismo de acdo. Estes
farmacos, inclusive a fluoxetina, inibem da receptacdo do neurotransmissor serotonina e
apresentam minima interferéncia no sistema dopaminérgico.

A serotonina (5-HT) é um neurotransmissor que influi em quase todas as fungdes
cerebrais, visto que é capaz de inibir ou estimular a funcdo do neurotransmissor &cido
gama-aminobutirico (GABA) e desta forma é capaz de regular a atividade sexual

(ROSSI e TIRAPEGUI, 2004). Desta forma, supostamente fArmacos que aumentam a
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concentragdo deste neurotransmissor na fenda sindptica, como a fluoxetina, poderia
justificar a menor ocorréncia do “cio” nos animais tratados do presente estudo.

Para Corona et al.,( 2009), a dopamina € um neurotransmissor que melhora a
funcdo sexual, enquanto que a serotonina, inibe o desejo sexual, a ejaculagéo e o
orgasmo. Desta forma, farmacos inibidores da receptacdo da serotonina por aumentar a
concentracdo deste neurotransmissor podem ser causadores de importantes disfungbes
sexuais. Os mesmos autores ressaltam que por este efeito secundério, estes farmacos
estdo sendo utilizados no tratamento de pacientes com ejaculagéo precoce e excesso de
libido. Esta citacdo corrobora com os resultados aqui apresentados, onde o uso de

fluoxetina por 21 dias reduziu a ocorréncia de estro nos animais tratados.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

De acordo com os resultados obtidos, conclui-se que o uso do antidepressivo
Cloridrato de Fluoxetina:
v" Alterou o peso, mas ndo a conduta alimentar dos animais tratados;
v" Ocasionou reducdo significativa da ocorréncia do estro, sendo esta uma fase que
indica o cio e é coordenada pela secrecdo do hormdnio progesterona;
v Promoveu atrofia dos cornos uterinos dos animais tratados.
Novos estudos que avaliem a concentracdo hormonal e pardmetros histoldgicos dos

6rgdos reprodutivos devem ser realizados para elucidar os resultados aqui apresentados.
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