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RESUMO

A caracterizagao da ansiedade se apresenta como uma resposta comportamental de
um individuo diante de um conflito de adaptacdo em um ambiente novo ou sua
tentativa de defesa em um ambiente hostil. O sistema limbico se destaca na
percepcdo, no processamento e na resposta comportamental do individuo. O
tratamento farmacolégico empregado para remissdo dos sintomas ocorre pela
utilizacdo de farmacos inibidores da recaptura de serotonina, entre eles, a fluoxetina.
No entanto, a exposicdo de animais a fluoxetina durante fases criticas do
neurodesenvolvimento (gestacdo e amamentagao) pode produzir efeitos duradouros,
0s quais podem se manifestar em diferentes idades (adolescéncia ou maturidade)
devido a alteragbes nos mecanismos epigenéticos. No presente trabalho,
investigamos se a exposig¢ao a fluoxetina durante gestagdo e amamentagao poderia
alterar o comportamento dos filhotes em diferentes idades. A exposicao a fluoxetina
durante a gestacdo e amamentagdo n&o alterou os paradmetros comportamentais
nos animais submetidos ao teste de labirinto em cruz elevado, entretanto, um efeito
ansiogénico foi observado no teste da interagdo social, sugerindo uma interferéncia
do tratamento na modulacdo da ansiedade durante situagdes especificas na idade
adulta. Por outro lado, ndo evidenciamos efeito da exposigéo a fluoxetina nos niveis
de corticosterona plasmatica apdos o estresse de contencao repetido, assim como na
analise do perfil global de metilagcdo de DNA da Substancia Cinzenta Periaquedutal.
Diante disso, nossos resultados demonstram que a exposicao a fluoxetina durante
as fases iniciais do neurodesenvolvimento pode interferir na modulagdo da
ansiedade dos descendentes na idade adulta.

Palavras-chave: Ansiedade. Fluoxetina. Neurodesenvolvimento. Comportamento.
Corticosterona.
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ABSTRACT

The characterization of anxiety presents as a behavioral response of an individual in
a conflict adaptation in a new environment or attempted defense in a hostile
environment. The limbic system stands in the perception, processing and behavioral
response of the individual. Pharmacological treatment employed to remission occurs
by the use of inhibitors of serotonin reuptake, including, fluoxetine. However,
exposure of animals to fluoxetine during critical stages of brain development
(gestation and lactation) may produce lasting effects, which can manifest itself in
different age (adolescence or maturity) due to changes in epigenetic mechanisms. In
this study, we investigated if maternal exposure to fluoxetine during pregnancy and
lactation would change the behavior of pups in different ages. Exposure to fluoxetine
did not change behavioral parameters of animals on elevated plus maze test,
however, an anxiogenic effect was observed in social interaction suggesting that
fluoxetine exposure modify anxiety modulation during specifics situations. On the
other hand, no changes were observed on serum levels of corticosterona after
restraint stress session and global DNA methylation profile in the periaqueductal gray
area. In conclusion, our results suggest that fluoxetine exposure during pregnancy
and lactation interfere in anxiety modulation in adult descendents.

Keywords: Anxiety. Fluoxetine. Neurodevelopment. Behavior. Corticosterone.
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1 INTRODUGAO

A ansiedade se caracteriza como uma emocao basica presente desde a
infancia e adolescéncia considerada essencial a sobrevivéncia (PINE et al., 2009).

O medo e a ansiedade apresentam claro valor adaptativo e suas raizes estao
nas reagbes comportamentais e de defesa dos animais diante de diferentes
estimulos ameacadores ou situacdes de perigo sendo importante como estratégia de
sobrevivéncia (BLANCHARD et al., 1993; HALLER, 2001; MINEKA; OHMAN, 2002;
ROSEN; SCHULKIN, 1998). Tais estados de ansiedade sdo controlados por um
sistema cerebral altamente complexo que, quando alterado por fatores genéticos,
ambientais ou durante o desenvolvimento, podem desencadear as desordens de
ansiedade (HEIM; NEMEROFF,1999; HOLMES, 2001).

Os transtornos de ansiedade tém uma frequéncia elevada entre pacientes
ambulatoriais (75%), principalmente, a fobia especifica e o transtorno de ansiedade
generalizada, as quais constituem os principais problemas de saude mental da
populacdo brasileira, com prevaléncias globais variando de 8% a 18%
(MUNARETTI; TERRA, 2007).

Dados provenientes de ambulatérios psiquiatricos sugerem uma alta
frequéncia de comorbidade de sintomas caracteristicos de depressao e ansiedade
(NARDI, 2001). Quando a depresséao se instala durante a gestacdo, ou quando ha a
ocorréncia da sindrome chamada de depressao poés-parto, os cuidados e a terapia
medicamentosa devem ser iniciados imediatamente, visto que a paciente pode
apresentar um quadro grave de anedonia e lentiddo, os quais, por sua vez, teriam
implicagBes nos cuidados maternos durante o desenvolvimento pré e pos - termo.

Dentre os farmacos usados para o tratamento de disturbios afetivos e
transtornos de ansiedade, a fluoxetina € um dos mais prescritos nho mundo todo,
sendo a droga de escolha para uso durante a gravidez devido a sua relativa
seletividade de acdo, eficacia e reduzidos efeitos indesejaveis em relacdo aos
demais antidepressivos (LOBATO et al., 2001; MARCUS, 2001; NONACS; COHEN,
2003). Além disso, esse medicamento ndo apresenta efeito teratogénico relevante
(NONACS; COHEN, 2003; STOKES; HOLTZ, 1997).

A fluoxetina se apresenta como um antidepressivo da classe dos inibidores
seletivos da recaptacao de serotonina (ISRS) e seu pico de concentracdo plasmatica
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é alcancado entre 6 e 8 horas apds inicio do tratamento. A administracdo aguda de
fluoxetina aumenta a disponibilidade de serotonina (5-HT, 5-hidroxitriptamina) na
fenda sinaptica, mas sao os efeitos secundarios decorrentes da administracédo
prolongada, o0s responsaveis pelo efeito antidepressivo. Entre estes efeitos
secundéarios, estdo alteragbes na densidade e funcdo dos receptores
serotoninérgicos, na transcricdo génica e na translacdo (KRISHNAN; NESTLER,
2008).

O sistema serotoninérgico se configura como essencial e preponderante na
regulacdo e manutencdo de estratégias afetivas dos individuos para enfrentamento
ou vivéncia de situagdes dos mais variados niveis de complexidade durante o curso
de sua vida. A 5-HT apresenta papel indispensavel no crescimento neuronal, na
formacdo de conexdes entre as projecdes colaterais de neurbnios serotoninérgicos,
além de estimular a diferenciacdo celular nos tecidos alvos ou ainda, estimular a
liberacdo de fatores tréficos por astrécitos, tal como a proteina calcio-dependente
S100b, o qual favorece o crescimento de neurdnios serotoninérgicos. Estudos
indicam que a alteracdo nos niveis de serotonina em roedores durante estagios de
neurodesenvolvimento pré-natal podem alterar a formacao e o desenvolvimento de
neurdnios no sistema serotoninérgico (WHITAKER - AZMITIA, 1996).

Embora se saiba que a fluoxetina e seu metabdlito ativo, a norfluoxetina,
atravessem a barreira hematoplacentaria de humanos e de animais experimentais
(HEIKKINEN et al., 2003; HENDRIK et al., 2001; POHLAND et al., 1989) e sao
excretados no leite (HENDRICK et al., 2001), a maioria das mulheres com
diagnéstico de depressdo ndo pode deixar de receber o tratamento durante a
gestacdo e lactacdo. Assim, fetos e neonatos acabam sendo expostos a esse
farmaco em fases criticas do desenvolvimento do organismo. Embora a exposicéo a
esse farmaco e a outros ISRS seja considerada segura, se considerada a
probabilidade de ocorréncia de malformacgfes estruturais, pouco se sabe sobre o
impacto que a exposicdo durante o desenvolvimento poderia ter na funcdo de
diferentes sistemas.

Estudos mostram que a administracdo de fluoxetina a ratos neonatos (2 a 3
primeiras semanas de vida) induz ansiedade que persiste até a fase adulta
(ANSORGE et al., 2004; HANSEN et al., 1997; LISBOA, 2007; POPA et al., 2008).
Entretanto, pouco se conhece a respeito da influéncia que a exposicao a fluoxetina e
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a outros ISRS durante a gestagcdo e a amamentacdo poderia ter na funcgao
encefalica de ratos e humanos e, consequentemente, no surgimento na idade adulta
de transtornos de ansiedade. Alguns estudos indicam a influéncia da serotonina
sobre a atividade trofica para a migracdo e sinaptogénese dos neurdnios
monoaminérgicos (HALBREICH; KARKUN, 2006; LOBATO et al., 2011).

O teste do labirinto em cruz elevado (FILE, 1992) e da interagao social (FILE;
HYDE, 1978) apresentam-se como modelos animais amplamente utilizados como
indicativos para o estudo de ansiedade. O LCE é um teste baseado no
comportamento natural dos roedores de evitarem locais abertos e elevados (FILE,
1992; GRAEFF; ZANGROSSI JR., 2003). Quando submetidos ao teste, os animais
experimentam uma situacdo de conflito produzida por motivacbes opostas:
comportamento exploratdrio inato versus ambiente novo e espaco aberto. O teste de
interagc&o social fundamenta-se na resposta comportamental do animal macho adulto
na exploragdo de um parceiro desconhecido (FILE; HYDE, 1978). Durante o teste,
0s animais séo colocados no campo aberto com parceiro desconhecido e analisa-se
a interacao entre ambos.

A modulacdo da ansiedade envolve sistemas neurais distintos, ativados com
maior ou menor intensidade, dependendo da distancia do animal ao estimulo
desencadeante (BLANCHARD et al., 1993; GRAEFF et al., 1996). Dentre as
estruturas cerebrais envolvidas no medo e na ansiedade, o hipotdlamo medial, a
amigdala e a substancia cinzenta periaquedutal (SCP) dorsal, que compdem o
chamado sistema cerebral de luta/fuga ou sistema cerebral aversivo, configuram-se
como circuito fundamental e indispensavel na resposta aos estimulos estressores ou
ansiogénicos e, além disso, a participacdo de estruturas centrais, como 0 septo e 0
hipocampo, compoem o sistema de inibicdo comportamental. O sistema cerebral
aversivo responde a estimulos incondicionados de medo com comportamento de
fuga ou luta acompanhado de respostas neurovegetativas como aumento de
pressao arterial, da frequéncia cardiaca e sudorese. A inibicdo comportamental pode
ser consequéncia da ativacdo de mecanismos serotoninérgicos, provenientes do
nacleo mediano da rafe, enquanto que o alerta e a atencdo exacerbados
(hipervigilancia) podem resultar da estimulacdo de vias noradrenérgicas,
provenientes do locus coeruleus. A amigdala parece integrar esses dois sistemas
(BRANDAO et al., 1994a, 1999b, 2003c)
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Durante uma situacdo de estresse, regides encefélicas especificas sdo
ativadas provocando respostas comportamentais e fisiolégicas com o intuito de
controlar tal agente estressor e manter a homeostase. Tanto o estresse agudo
qguanto o repetido interferem na circuitaria neural que modula o0 medo e a ansiedade
0 que pode gerar o estado de ansiedade (McEWEN et al., 2012).

A percepgdo de que eventos ocorridos durante o desenvolvimento do
organismo, como a exposicdo materna a farmacos, podem influenciar tardiamente a
salude do individuo levou ao desenvolvimento de uma éarea de pesquisa em
ascensao denominada “Origem Desenvolvimentista da Saude e Doenga” ou DOHaD
(“Developmental Origins of Health and Disease”). O paradigma da DOHaD esta
baseado na influéncia do ambiente nas fases iniciais do desenvolvimento fetal e pés-
natal sobre o desenvolvimento morfoldgico e funcional de érgdos e sua associagao
com a origem de doencas tardias (GLUCKMAN; HANSON, 2004; SINCLAIR et al.,
2007).

A regulacdo da expressdo génica a longo-prazo, via mecanismos
epigenéticos, tem sido apontada como um dos mecanismos moleculares que
medeiam modificacbes permanentes na fisiologia do organismo e contribui para a
patogénese de doencas em fases posteriores do desenvolvimento, incluindo
doencas psiquiatricas (TSANKOVA et al.,, 2007). Considera-se epigenético
modificacdes herdaveis que controlam a expressao génica sem afetar a sequéncia
da molécula de DNA (JABLONKA; LAMB, 2002)

Entre as principais modificacfes epigenéticas conhecidas estdo a metilacdo
do DNA e as modificacbes pos-transcricionais de histonas (JENUWEIN; ALLIS,
2001; JONES; TAKAI, 2001). Muitos estudos tém focado a elucidagdo dos
processos que envolvem a metilacdo do DNA devido ao seu importante papel no
controle da expressdo génica nas fases iniciais do desenvolvimento embrionario e
na diferenciacao celular (fenébmeno denominado reprogramacao epigenética) e seu
papel na etiologia de doencas. (JENUWEIN; ALLIS, 2001; JONES; TAKAI, 2001).

Dados recentes tém revelado uma vulnerabilidade das marcacoes
epigenéticas a fatores externos, principalmente durante a fase de desenvolvimento
émbrio-fetal. Estudos demonstraram que a exposicdo de camundongos ao
metilmercurio entre o 7° dia gestacional e o 7° dia pés - natal induziu hipermetilagéo

do DNA e deacetilacdo de histonas, com consequente supressao do gene para o



14

fator neurotrofico derivado do encéfalo (BDNF) no hipocampo, o que poderia estar
associado a predisposicao tardia a depressdo observada nesses animais. Além
disso, houve reversibilidade dos efeitos comportamentais e epigenéticos desses
animais apos tratamento com fluoxetina por 21 dias a partir das 9 semanas de idade
(ONISHCHENKO et al., 2008) sugerindo que as mudangas epigenéticas que
ocorrem ap0s a exposicdo a um xenobi6tico durante o desenvolvimento ndo séo
permanentes e podem ser moduladas em fases posteriores do desenvolvimento e
gque o mecanismo de acdo da fluoxetina poderia envolver um componente
epigenético.

Diante do exposto acima, o presente trabalho avaliou se a exposicdo a
fluoxetina durante o periodo de gestacdo e amamentacdo pode interferir na
modulacdo da ansiedade e da resposta ao estresse na prole em diferentes idades

(fase de adolescéncia ou adulta) do neurodesenvolvimento.

1.2 Objetivos
O presente trabalho objetivou avaliar em ratos expostos a fluoxetina durante a
gestacao e amamentacao:

1.2.1. O comportamento de ansiedade no teste do labirinto em cruz elevado
de machos e fémeas de diferentes idades;

1.2.2. O comportamento de ansiedade no teste de interacdo social em
machos adultos;

1.2.3. Os niveis plasmaticos de corticosterona basais e apds a exposicao
repetida ao estresse de contencdo em machos e fémeas de diferentes idades;

1.2.4. O perfil de metilagdo global do DNA na substancia cinzenta
periaquedutal de machos de diferentes idades.
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2 METODOLOGIA

O presente trabalho foi aprovado pelo Comité de ética no Uso de Animais
(CEUA) da Universidade Estadual de Londrina (UEL), protocolo de autorizagédo n°
17142/2011.

2.1 Acasalamento

Machos e fémeas Wistar foram retiradas do biotério central do Centro de
Ciéncias Bioldgicas da UEL com entre 75 e 90 dias de vida. Cada caixa de
polipropileno (40 x 33 x 17 cm) recebeu até 5 machos ou até 5 fémeas, nunca com
0S 2 géneros numa mesma caixa, para periodo de adaptacdo de cinco dias no
biotério do Departamento de Ciéncias Fisiol6gicas da UEL, com temperatura
controlada, em torno de 25°C + 1°C, fotoperiodo de 12h claro/12h escuro, com luzes
acesas as 6:00 h, e 4gua e racao a vontade.

Ao final do periodo vespertino dos dias subsequentes ao periodo de
adaptacado, cada caixa, com duas ou trés fémeas, recebeu um macho, o qual foi
retirado no comeco da manha seguinte, durante os dias do acasalamento.

O acasalamento foi executado no periodo de sete dias e os esfregacos
vaginais diarios entre 7:00 h e 8:30 h. A fémea foi considerada prenhe quando havia
leitura de lamina, em microscopia Optica, com predominio de células queratinizadas
(fase estro) (GOLDMAN et al., 2007), juntamente com a presenca de
espermatozoides. Nesse dia, a fémea prenhe foi individualizada e direcionada para o
grupo que recebia agua (GRUPO CON) ou para o grupo que recebia fluoxetina
(GRUPO FLX).

2.2 Tratamento

Apés a constatacdo de prenhez, cada fémea prenhe foi pesada e
individualizada em caixa de polipropileno (40 x 33 x 17 cm) sendo esse o dia
gestacional zero (DG 0). O tratamento por gavagem (agua ou fluoxetina, na dose de
5 mg/kg/dia) (KNAEPEN et al., 2013; MOHAMMAD-HOSSEIN DOOSTI et al., 2012)

durante o periodo de prenhez e lactacdo ocorria entre 12:30 h e 14:30 h.
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A solugéo com fluoxetina foi preparada a partir de um frasco de Daforin®
(20 mg/ml, solucéo oral, EMS, Brasil) e agua poucos minutos antes do tratamento.

Durante o periodo gestacional (21 dias, aproximadamente), a fémea foi
pesada diariamente, para posterior avaliacdo de possivel toxicidade provocada pelo
tratamento com a fluoxetina. Apos o nascimento (dia pos-natal zero ou DPN 0), os
filhotes foram contados, segundo o género, e 0 peso da ninhada, registrado. Esse
procedimento foi feito no menor tempo possivel, estando a mée sempre proxima dos
filhotes para evitar o estresse provocado pela separacdo da ninhada. (CLAESSENS
et al., 2011). Ninhadas com numero de filhotes inferior a 8 foram sacrificadas.

No DPN 4 de cada ninhada houve reducéo aleatéria para 5 filhotes machos e
5 filhotes fémeas, sempre que possivel, dando prioridade de permanéncia para o
género em desvantagem numeérica, quando a ninhada apresentava diferenca na
relacdo macho:fémea. Cada ninhada foi pesada antes e depois da reducéo.

Todas as ninhadas foram novamente pesados nos respectivos DPN 7, DPN
14 e DPN 21 para posterior avaliacdo de possivel toxicidade provocada pelo
tratamento. No dia do desmame (DPN 21) os filhotes foram separados em caixas
(maximo de 5 animais), segundo o género e o teste experimental, e alojados no
biotério do Departamento de Ciéncias Fisiologicas da UEL para posterior realizacéo

dos procedimentos experimentais. Cada animal passou por um Unico teste.

2.3 Teste de labirinto em cruz elevado (LCE)

O teste foi conduzido no periodo entre 8:00 h e 12:00 h em uma sala com
iluminacdo (60 W), colocada a aproximadamente 1,50 metro de altura acima do
aparelho, temperatura de 23 °C = 1 °C e exaustor ligado para retirar possiveis
odores e produzir ruido de fundo para o animal. Para o teste foi usado um aparelho
de madeira, elevado 50 cm do chéo, com quatro bragos de iguais dimensodes (50 x
10 cm) sendo dois bragos fechados por paredes de 40 cm de altura arranjados
perpendicularmente a dois bragos abertos opostos. Para prevenir quedas, 0s bracgos
abertos foram cercados por uma margem de madeira de 1 cm de altura. Cada
animal foi colocado no centro do labirinto (espaco morto) de medidas 10 x 10 cm,
com o focinho virado para o braco aberto oposto ao experimentador. Cada animal

passou uma Unica vez pelo teste.
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O comportamento espontaneo aparente do animal foi gravado com auxilio de
uma camera instalada a 1 metro de distancia, aproximadamente, do aparelho por 5
min. A partir das imagens visualizadas pelo experimentador com auxilio de um
televisor instalado numa sala adjacente a sala em que se encontrava o aparelho,
foram analisados o niumero de entradas e o tempo despendido nos bragos abertos e
nos bragos fechados. No intervalo entre cada teste, o aparelho foi limpo com
algodao levemente embebido com alcool 5% v/v.

A exploracdo dos bracos abertos do labirinto, analisada em funcdo do numero
de entradas e tempo despendido nestes bragos, ambos em relagcdo ao total do
respectivo parametro, é utilizada para avaliar a ansiedade animal neste modelo. Da
mesma forma, a frequéncia de exploracdo dos bracos fechados do LCE tem sido
usada como indice que reflete a atividade exploratdria geral dos animais (FILE,
1992).

Nos DPN 35 e 75, animais de ambos os géneros e nado irméos foram
submetidos ao teste do LCE. Nas fémeas com a idade de 75 dias houve
padronizacao da fase do ciclo estral (fase estro) previamente ao teste do LCE, pois
nessa idade, o ciclo estral se manifesta com frequéncia de 4 ou 5 dias (GOLDMAN
et al.,, 2007) e a fase estro, cujo nivel de progesterona se mostra maximo,
caracteriza-se como o0 momento hormonal do ciclo em que as fémeas apresentam a
menor responsividade ao agente estressor braco aberto do labirinto, com maior %
de entradas no braco aberto e maior % de tempo nos bracos abertos, ja que esse
hormdnio apresenta efeito ansiolitico, o que permitiu avaliar possiveis sinais de
ansiedade-simile provocados devido a exposicao a fluoxetina (MORA et al., 1996).

O objetivo do experimentador com a padronizacéo da fase do ciclo estral foi
minimizar possiveis interferéncias das oscilacdes hormonais no desempenho da
fémea durante o teste (IMHOF et al., 1993).

2.4 Teste de interacgdo social (1S)
O teste foi conduzido no periodo entre 8:00 h e 12:00 h em uma sala com

iluminacéo (60 W, luz branca), temperatura de 25 °C + 1 °C e exaustor ligado para

retirar possiveis odores e produzir ruido de fundo para o animal e uma arena de
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campo aberto rente ao chdo. Essa intensidade de luz foi usada para mimetizar o
ambiente do biotério onde os animais destinados a esse teste foram alojados.

No DPN 75, ratos machos foram colocados em uma arena circular de campo
aberto cercado por lamina de plastico opaco de 72 cm de diametro para o registro e
coleta de dados a partir do tempo de interacdo social entre pares de animais nao
iIrm&os sob o mesmo tratamento.

Os animais foram colocados aos pares em caixas de polipropileno (40 x 33 x
17 cm), 10 dias antes do teste e, por 7 dias, interagiram apenas entre si, na caixa
em que estavam. No 8° e 9° dias de pareamento, o par foi colocado na arena do
campo aberto durante 8 minutos para habituacdo no ambiente e devolvido a
respectiva caixa. No décimo dia, um animal da caixa foi pareado com outro animal
de caixa diferente, ambos do mesmo grupo de tratamento. Durante 5 min. foram
contados quantas vezes cada animal farejou, escalou, arrastou-se, seguiu ou andou
ao redor e explorou a genitdlia do outro e esse comportamento foi considerado
interacdo social entre os animais (FILE; HYDE, 1978). No intervalo entre cada teste,

a arena foi limpa com algodao levemente embebido com alcool 5% v/v.

2.5 Teste de estresse de restricao repetido

Com esse protocolo objetivou-se verificar, pela analise dos niveis plasmaticos
de corticosterona, se a exposicdo a fluoxetina poderia alterar a resposta
neuroenddcrina de ratos ao estimulo estressor por restrigdo.

O teste do estresse repetido constitui-se pela introducdo dos animais no
interior de um tubo coénico de metal, deixando-o restrito ao mesmo por 1 hora, com o
intuito de produzir um estimulo estressor do tipo psicolégico (CHAOULOFF et al.,
1999). Esse protocolo foi repetido durante cinco dias consecutivos.

Animais machos ou fémeas (DPN 28 ou DPN 68) foram individualizados em
caixas de polipropileno (30 x 19 x 13 cm). A partir do terceiro dia, o animal foi
submetido ao estresse por restricdo durante 1 hora, por 5 dias consecutivos. Os
animais de cada grupo de tratamento que nao passaram pela restricao (controle)
permaneceram em suas caixas no biotério do Departamento. Os animais foram
imobilizados por uma hora sempre pelo mesmo experimentador no periodo entre
8:00 h e 12:00 h.
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No DPN 35 ou DPN 75, imediatamente apds a 5 2. sessdo de estresse por
restricdo, os animais foram guilhotinados para coleta do sangue e posterior dosagem
dos niveis de corticosterona. Os animais de ambos os géneros do grupo CON ou do
grupo FLX que nao passaram pela restricdo foram guilhotinados alternadamente
com 0s animais restringidos, dando preferéncia primeiramente para machos nao
restringidos, seguido de fémeas néo restringidas, sempre que possivel. O sangue foi
coletado através de funis acoplados a tubos de ensaios, ambos previamente
heparinizados (Heptar, 5.000 Ul/mL, solucao injetavel, Eurofarma, Brasil). O tubo foi
entdo centrifugado a 3000 rpm e 4 °C, por um periodo de 15 min. Em seguida, uma
aliguota de plasma foi separada (1mL) e congelada a - 8°C, em eppendorf estéril.

As concentracdes de corticosterona variam durante o ciclo circadiano dos
roedores. Como 0s niveis de corticosterona se apresentam em concentracdes
menores no inicio da fase clara, o horério para coleta das amostras foi estabelecido
das 9:00 h as 11:00 h para evidenciar com maior contundéncia possiveis variacées

nos niveis do hormdnio induzidas pela exposicao dos animais a fluoxetina.

2.6 Dosagem dos niveis plasméticos de corticosterona

As dosagens de corticosterona plasméatica foram realizadas por
radioimunoensaio segundo a técnica descrita por Elias et al. (ELIAS et al., 2004),
que utiliza extracdo do esterbide com etanol. A corticosterona foi extraida das
amostras de plasma congelado utilizando etanol (25 pL de plasma + 1 mL de etanol)
e depois liofilizadas. Foram entéo ressuspendidas com 2,5 mL de tampéao de diluicdo
(Tris-HCI 0,05 M, Sigma®; NaCl 0,1 M, Sigma®; soroalbumina bovina 0,1%,
Sigma®; azida sédica 0,1%, Merck®; pH 8,0).

Foram tomados 500 pL das amostras ressuspendidas, em duplicata, aos
quais foram adicionados 100 pL de anticorpo anti-corticosterona (rabbit anti-rat 19G,
Sigma®), na diluicdo de 1:8, e 100 pL de corticosterona triciada ([1,2-3H(N)] —
Corticosterona), com periodo de incubagéo de 15 h.

Apoés a incubacéo, as amostras foram agitadas com 200 pL de solucdo de
carvdo ativado e dextrana (carvao ativado 0,5% - Sigma®; Dextran T70 0,5%,
Sigma®) e incubadas por 15 min. a 4 °C, sendo entdo centrifugadas a 3000 rpm e a
4 °C por 15 min. Apos a centrifugacdo, 600 mL do sobrenadante foram transferidos
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para os frascos de cintilacdo, contendo 5 mL de liquido de cintilagdo (ScintiSafe
Econo 1 SX20-5, Fischer®) e a radiacdo (cpm) da corticosterona triciada foi
determinada em espectrofotdbmetro de cintilacdo liquida (contador beta LS 6500 —
Beckman®, Beckmann Instruments Inc., Fullerton, CA, USA).

Concomitantemente a determinagdo da concentragdo de corticosterona
plasmética foram determinadas a concentracdo total da corticosterona triciada
adicionada em cada tubo (Total) e as ligacdes inespecificas (Branco). Essas
concentracfes foram determinadas seguindo o mesmo procedimento descrito para
as amostras. Para a determinacdo das reacdes inespecificas foram adicionados 600
pL do tampéao de diluicdo no lugar do plasma, enquanto que para a determinacéo da
concentracdo total de corticosterona triciada, foram adicionados 600 puL do tampé&o
de diluicdo no lugar do plasma e, ao invés da utilizacdo da suspensédo de carvao
ativado, foram adicionados 200 pL do tampéo de diluigéo.

Foi feita uma curva padrao de corticosterona nas concentracdes de 7,8; 15,6;
31,25; 62,5; 125; 250; 500; 1000 e 2000 pL/dL. A curva foi submetida ao mesmo
procedimento para a determinacdo da concentracdo da corticosterona descrito para
as amostras de plasma, e foi plotada usando o logaritmo natural (In) da
concentracdo de corticosterona no eixo X, € no eixo y o resultado do seguinte

calculo:

“In [cpm da amostra]" / "In [cpm do branco - cpm da amostra]”

As concentragc0es da corticosterona presentes nas amostras foram calculadas
interpolando-se as leituras obtidas das amostras (valores do eixo y) na curva padréo

e expressos em pg/dL de corticosterona plasmatica.

2.7 Analise do perfil de metilagéo global do DNA na substéncia cinzenta

periaquedutal (SCP)

Considerando o envolvimento da metilagdo do DNA no processo natural de
inativacdo aleatoria do cromossomo X e formacgéao do corpusculo de Baar, apenas
nas células somaticas de fémeas de mamiferos, e o potencial desse fenbmeno em

gerar um viés metodologico em nossas andlises do efeito do tratamento com
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fluoxetina sobre a metilacdo global do DNA na SCP de ratos, optamos pela
realizacdo da analise apenas na prole de machos.

Nos DPN 22 e 75, filhotes machos do grupo CON e do grupo FLX foram
eutanasiados com auxilio de uma guilhotina. Apos a decaptacdo, o cérebro de cada
animal foi retirado para coleta da substancia cinzenta periaquedutal (SCP) seguindo
como referéncia o atlas de cérebro de rato de Paxinos e Watson (2009).

O tecido foi imediatamente colocado em gelo seco e, posteriormente,
armazenado em freezer - 86°C. O tempo para retirada e armazenagem em gelo
seco néo ultrapassou os 10 minutos para o tecido coletado.

Posteriormente, foi realizada a extracgdo de DNA. Para tanto,
aproximadamente 5 mg de tecido foram macerados em um graal de porcelana com
auxilio de pistilo em meio a aproximadamente 10 mL de nitrogénio liquido. A seguir,
0 material macerado foi recapturado com 1.000 pL de solugdo de lise (0,32 M
Sucrose, 12 mM Tris HCI pH 7.5, 5.0 mM MgCL,, 1% Triton) e centrifugado a 13.000
rpm por 20 segundos.

Subsequentemente, o0 sobrenadante foi eliminado com o auxilio de uma pipeta
e o pellet transferido para outro tubo contendo 8 pL de Proteinase K (25 mg), 80 pL
de Tampao de Proteinase K, 280 pL de Agua Milli-Q e 10 pL de SDS 20%.

Apbs incubacao a 55 °C, por 3 h, foi acrescentado 500 uL de fenol na solugéo
ja existente, o tubo foi agitado vigorosamente por inversao e centrifugado a 13.000
rom por 10 min. A parte superior foi transferida para outro eppendorf ao qual foi
acrescentado 500 pL da solugéo cloroférmio - alcool isoamilico (24:1). Este tubo foi
entdo vigorosamente agitado por inversao e centrifugado a 13.000 rpm por 10 min. A
parte superior foi transferida para outro eppendorf ao qual foi acrescentado 1000 pL
de etanol 100% e 50 L de acetato de sodio 3 M.

Apoés mistura por inversao, o tubo foi centrifugado a 13.000 rpm por 5 min.,
descartado todo o sobrenadante e acrescentado 1000 pL de etanol 70% (para
lavagem). A seguir as amostras foram centrifugadas a 13.000 rpm por 5 min., 0
sobrenadante descartado e o eppendorf mantido invertido para secagem.

O pellet foi entédo dissolvido com 50 puL de Milli-Q e estocado a — 20 °C até o

momento da analise.
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A andlise do perfil global de metilagdo do DNA foi realizada a partir da
dosagem de radical metil (-CH3) pela metodologia Imprint Methylated DNA
Quantification Kit (Sigma-Aldrich).

Para estas analises 50 uL de DNA obtidos da SCP de cada animal foram
diluidos em Solucéo de Ligacdo ao DNA (DNA Binding Solution), transferidos para a
microplaca e incubados a 37 °C por 60 min. para a ligacdo. A seguir, foram
adicionados 150 pL da Solucdo de Bloqueio (Block Solution) diretamente a cada
poco e a placa incubada a 37 °C por 30 min. A solucéo foi entdo removida e 0s
pocos lavados com 150 pL do Tampéao de Lavagem.

Na etapa seguinte, denominada captura do DNA, foram adicionados 50 pL do
Anticorpo de Captura (Capture Antibody) e a placa incubada a temperatura ambiente
(22 a 25 °C) por 60 min. O anticorpo de captura foi entdo removido e 0s pocos
lavados com 150 pL do Tampéao de Lavagem. A seguir a cada poco foi adicionado
50 pL do Anticorpo de Deteccdo (Detection Antibody), a placa incubada a
temperatura ambiente por 30 min. e lavada com 150 pyL do Tampé&o de Lavagem.

A seguir, iniciou-se a etapa de deteccdo da metilacdo, para a qual foram
adicionados 100 pL da Solucédo de Desenvolvimento (Developing Solution) em cada
poco e a placa incubada a temperatura ambiente no escuro por 1 — 10 min. Foram
adicionados 50 pL da Solucdo de Parada (Stop Solution) em cada pocgo e a
absorbéancia lida a 450 nm em leitor de microplaca. Todos os experimentos foram
realizados em duplicatas e os niveis de metilacdo global de cada animal foram
obtidos a partir da porcentagem de metilacdo relativa ao DNA controle 100%
metilado, sendo utilizada a seguinte formula:

[(Ass0med AMoOstra — Assomed Branco) / (Assomed DNA Controle Metilado — Assomed

Branco)] x 100, sendo Assomeq= Média da Absorbancia a 450 nm.

2.8 Analise estatistica

Inicialmente, os dados foram submetidos a uma analise estatistica
exploratoria para avaliar a distribuicdo normal de cada variavel e a homogeneidade
de variancias. Dados que apresentaram homogeneidade e normalidade da amostra
foram analisados pelo o teste paramétrico (teste t de Student, ANOVA para medidas

repetidas). No caso das variaveis que nao apresentaram esses dois critérios, foram



23

utilizados testes estatisticos ndo parameétricos (Kruskal-Wallis e Mann-Whitney). Em
todos os testes, o nivel de significancia considerado critico para diferencas

significativas entre os grupos foi de 5%.
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3 RESULTADOS

3.1 Avaliacéo toxicoldgica geral

O regime de exposicdo a fluoxetina adotado n&o influenciou no ganho de
peso materno durante a gestacdo e amamentacéo (Figura 1), no ganho de peso da
ninhada (Figura 2) e numero de filhotes nascidos vivos (dados ndo apresentados)

guando comparado ao grupo controle (ANOVA para medidas repetidas, p > 0,05).

Figura 1 - Curva de peso de ratas durante a gestacdo e amamentacao do grupo
controle (CON, n = 21) e fluoxetina (FLX, n = 18). Dados sdo médias +
EPM. ANOVA para medidas repetidas, p > 0,05.
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Fonte: o autor.
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Figura 2 - Curva de peso das ninhadas durante o periodo de amamentacao
do grupo controle (CON, n = 21) e fluoxetina (FLX, n = 18). Dados sao
meédias £+ EPM. ANOVA para medidas repetidas, p > 0,05.
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Fonte: o autor.

3.2 Efeito comportamental dos animais submetidos ao teste do LCE

A prole de machos e fémeas dos grupos CON e FLX foi submetida ao teste
do LCE em diferentes idades (35 e 75 dias de nascimento).
DPN35: Em ambos o0s géneros, a exposicdo a fluoxetina na gestacdo e
amamentacao nao alterou a porcentagem de entradas nos bracos abertos do LCE
(Kruskal - Wallis, p = 0,64; Figura 3A), assim como, no tempo despendido nos
mesmos quando comparados ao grupo controle (Kruskal - Wallis, p = 0,4; Figura
3C). Alem disso, o numero de entradas dos animais nos bracos fechados nao foi
diferente em ambos os grupos (Kruskal - Wallis, p = 0,26).
DPN75: Em machos e fémeas adultos, a exposicao a fluoxetina durante o periodo

de gestacdo e amamentacao também ndo modificou a porcentagem de entradas nos
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bracos abertos do LCE (Kruskal - Wallis, p = 0,41; Figura 3B), assim como, o tempo
de permanéncia nos mesmos quando comparados ao grupo CON (Kruskal - Wallis,
p = 0,42; Figura 3D). Além disso, o numero de entradas dos animais nos bracos

fechados nao foi diferente em ambos os grupos (Kruskal - Wallis, p = 0,23).

Figura 3 - Efeito da exposicao a fluoxetina no comportamento de machos e fémeas
adolescentes (DPN 35: A e C) e adultos (DPN 75: B e D) submetidos ao
teste do LCE. CON, grupo controle; FLX, grupo fluoxetina. Dados séo
expressos como mediana + minimo/maximo (n = 8 - 12 animais por
grupo). Kruskal - Wallis, p > 0,05.
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3.3 Efeito na interacao social da prole

O comportamento de interacdo social foi analisado em animais machos
adultos. O tratamento com FLX reduziu significativamente o tempo de interagcao
social entre os animais quando comparado com os animais do grupo controle (Mann
- Whitney, p = 0,006; Figura 4).

Figura 4 - Efeito da exposicao a fluoxetina no tempo de interacéo social (IS,
segundos) de machos adultos. CON, grupo controle (n = 7); FLX, grupo
fluoxetina  (n =5). Dados sao expressos como mediana *
minimo/maximo. Mann - Whitney, *p < 0,05 comparado ao controle.
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Fonte: o autor.

3.4 Efeito nos niveis plasmaticos de corticosterona apés o estresse de restricdo

repetido

O estresse repetido por restricdo foi eficiente em causar aumentos nos niveis
plasmaticos de corticosterona nos grupos fluoxetina e controle quando comparados
com o0s animais nao submetidos ao estresse (Kruskal - Wallis, p < 0,0001; Figura 5),

com excecdo dos machos DPN 35 do grupo fluoxetina, o que pode atribuir-se a



28

amostragem reduzida desse grupo experimental. Entretanto nao foi observado efeito

da exposicdo a fluoxetina em todos 0s grupos experimentais.

Figura 5 - Efeito da exposicao a fluoxetina nos niveis plasmaticos de corticosterona
(ng/dL) de ratos machos e fémeas, adolescentes (DPN 35) e adultos
(DPN 75), em resposta ao estresse repetido por restricdo. NO, grupo
nao estressado; ST, grupo estressado; CON, grupo controle; FLX, grupo
fluoxetina. Dados sdo medianas + minimo/maximo (n =4 - 12 animais
por grupo). Kruskal - Wallis, * p < 0,05.
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3.5 Efeito no perfil de metilagéo global do DNA da SCP

A porcentagem de metilacdo global de DNA na SCP de animais expostos a
fluoxetina durante a gestacdo e amamentacao néo foi estatisticamente diferente dos
animais controle (p > 0,05) nas duas idades analisadas (DPN 22 e DPN 75; Figura
6).

Figura 6 - Efeito da exposicao a fluoxetina no perfil de metilacdo global de DNA na
SCP de machos recém-desmamados (DPN 22, n = 6) e adultos (DPN 75,
n = 6). CON, grupo controle; FLX, grupo fluoxetina. Dados sao expressos
como média + EPM. Teste t de Student, ndo - pareado, p > 0,05.
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4 DISCUSSAO

No presente trabalho, observamos que a exposicdo a fluoxetina durante a
gestacdo e amamentacdo produziu alteracdes comportamentais na prole em idade
adulta.

Dados da literatura demonstram que a exposi¢cdo a drogas tanto no periodo
pré quanto neonatal produz efeitos duradouros no neurodesenvolvimento da prole.
Nesse sentido, a administracdo de ISRS a ratos neonatos (2 a 3 primeiras semanas
de vida) induziu ansiedade a qual persistiu até a fase adulta (ANSORGE et al.,
2004).Dessa forma, avaliamos o comportamento dos animais expostos a fluoxetina
no periodo de gestacdo e amamentacdo em dois modelos distintos utilizados para o
estudo da neurobiologia da ansiedade.

A exposicdo a fluoxetina ndo alterou os parametros comportamentais
avaliados no LCE na prole, independentemente da idade e do género. Nossos
resultados corroboram com estudo prévio em que, apesar da exposicao pré - natal
(do dia gestacional 11 até o nascimento) a fluoxetina desencadear um
comportamento ansiedade-simile em alguns modelos de ansiedade, tal efeito néo foi
observado com o teste do LCE. Entretanto, quando esses animais foram expostos
ao choque nas patas previamente ao teste do LCE foi observado efeito ansiogénico
(OLIVIER et al., 2011) sugerindo que a exposicdo a fluoxetina pode interferir na
modulacdo da ansiedade quando outros fatores externos estao presentes.

Em seguida, analisamos o comportamento da prole de machos adultos no
teste de interacdo social, outro modelo utilizado para estudo da neurobiologia da
ansiedade, que reflete a atividade exploratéria do animal em um parceiro
desconhecido no ambiente familiar (FILE; HYDE, 1978). Esse modelo é validado
apenas para animais machos e adultos o que justifica 0 uso apenas desses animais
para a realizacdo do protocolo experimental.

Nossos resultados mostraram que grupos de animais expostos a fluoxetina
durante o neurodesenvolvimento embrionario e neonatal apresentou uma diminuigdo
no tempo de interacdo social, 0 que sugere um efeito ansiogénico da droga quando
comparado ao grupo controle. Tais resultados corroboram com dados da literatura
em que a exposicdo pré - natal de fluoxetina parece diminuir a frequéncia de

interac&o social de ratos adultos (OLIVIER et al., 2011).
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Estudos demonstram que autorreceptores somatodendriticos e pds-sinapticos
5-HT14 medeiam efeito ansiolitico e ansiogénico, respectivamente, em ratos testados
na arena para interacao social (ANDREWS et al., 1994; FILE et al., 1996). O efeito
ansiolitico observado apos ativacdo dos autorreceptores 5-HTia Nno nucleo da rafe
relaciona-se com a diminuicdo dos niveis de 5-HT em areas do sistema limbico
como o hipocampo. Por outro lado, estudos relacionam a ativagdo de receptor 5-
HT.:a pOs-sinaptico no hipocampo dorsal ao efeito ansiogénico observado nos
animais submetidos ao teste de interacdo social, sugerindo que o papel da 5-HT na
modulacdo da ansiedade depende da localizacdo neuroanatdmica dos receptores 5-
HT:a (ANDREWS et al., 1994; FILE et al., 1996; FILE; SETH, 2003).

Resultados apresentados a partir de testes comportamentais com
camundongos (LISBOA, 2007) expostos a fluoxetina, pelo mesmo periodo usado no
nosso trabalho, sugerem que o aumento nos niveis de serotonina no sistema
nervoso central (SNC) poderia levar a diminuicAo na comunicacdo entre 0s
neurdnios serotoninérgicos, devida a dessensibilizacdo de receptores do subtipo 5-
HT.a €, consequentemente, aos efeitos ansiogénicos observados. Nesse sentido,
estudos demonstram que altas doses de farmacos agonistas 5-HT14 produzem efeito
ansiogénico em ratos testados na arena de interacdo social (ANDREWS et al., 1994;
CHEETA et al., 2000; FILE et al., 1996). Dentre as estruturas cerebrais, o nucleo
basolateral da amigdala e o hipocampo dorsal parecem estar relacionados a
producdo do efeito ansiogénico, via receptor 5-HT;a pOs-sinaptico, em animais
submetidos ao teste de interacéo social (ANDREWS et al., 1994; FILE; SETH, 2003).
Entretanto, a possivel via neural, assim como, o receptor envolvido na mediagcao do
efeito ansiogénico observado nos nossos animais ndo foram explorados no presente
trabalho.

O teste de exposicédo do animal ao aparelho do labirinto permite a anéalise do
comportamento do animal em um ambiente novo (os bracos do labirinto), sendo que
o comportamento ansiedade-simile verificado ocorre devido a interacdo do animal
com o ambiente dos bragos (abertos ou fechados) do labirinto (PELLOW et al., 1985;
TREIT et al., 1993). Por outro lado, o teste de interacdo social permite a verificacdo
do comportamento ansiedade-simile de forma pareada, ou seja, verificamos o
comportamento do animal diante de um animal desconhecido, num ambiente

previamente habituado. Apesar de ambos 0s modelos serem validados para o
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estudo da neurobiologia da ansiedade, o LCE permite a obtencdo de resultados a
partir do comportamento exploratorio incondicionado de animais em um ambiente
novo e com o conflito de curiosidade versus exploragdo para o ambiente
“desprotegido” dos bragos abertos (PELLOW et al., 1985; TREIT et al., 1993; CRUZ
et al.,, 1994), enquanto que o teste de interacdo social permite a avaliacdo da
ansiedade social, em que apenas o animal se mostra como novidade para o outro, ja
que eles foram previamente habituados ao ambiente durante duas sessfes
anteriores (FRANKLIN, 2012).

As respostas a agentes estressores envolvem ativacdo do eixo HPA
(FRANKLIN et al., 2012). A restricdo se mostra como um modelo experimental
amplamente empregado na literatura para o estudo do estresse apresentando
aumentos consideraveis nos niveis de corticosterona plasmatica (LINO-DE-
OLIVEIRA et al. 2001). Além disso, 0 estresse por restricdo ativa neurdnios em
regibes cerebrais envolvidas na modulacdo da ansiedade, como amigdala e SCP
(LINO-DE-OLIVEIRA et al. 2001).

No presente trabalho, utilizamos o modelo do estresse de restricao repetido (5
dias consecutivos) e observamos aumentos nos niveis plasmaticos basais de
corticosterona em todos os grupos experimentais indicando que o modelo foi efetivo
em promover o estresse nos animais e que, apesar das sessodes repetidas, 0s
animais ndo se adaptaram ao estresse. No entanto, ndo evidenciamos efeito da
exposicdo a fluoxetina durante a gestacdo e amamentacdo nos niveis de
corticosterona plasmatica apés o estresse de restricao repetido.

A 5-HT desempenha um importante papel na resposta do organismo a um
agente estressor (CHAOULOFF et al., 1999). Estudos sugerem uma adaptacao dos
animais diante de eventos aversivos repetidos. Assim, imobilizagdo realizada
diariamente durante 7 dias n&o interferiu no comportamento dos animais no campo
aberto (DEAKIN; GRAEFF,1991). Tal adaptacéo parece envolver uma sinalizacéo
serotoninérgica via receptores 5-HT;a no hipocampo. Nossos resultados
demonstram uma auséncia de adaptacdo dos animais de ambos 0s grupos
experimentais com as sessdes de restricdo repetidas por 5 dias, entretanto, nao
realizamos experimentos com estresse de restricdo durante 7 dias para sugerirmos
que a exposicdo a fluoxetina durante as fases iniciais do neurodesenvolvimento

interfira na adaptacéo do animal ao estimulo estressor.
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Olivier et al. (2011) confirmaram a presenca da fluoxetina e do seu metabdlito
norfluoxetina nos cérebros de filhotes expostos a esse farmaco durante o periodo
pré - natal (OLIVIER et al., 2011) sugerindo que niveis elevados de 5-HT no SNC
nesse periodo poderiam levar a alteracbes no neurodesenvolvimento, uma vez que
esse neurotransmissor age como fator neurotréfico durante as fases iniciais do
desenvolvimento (GASPAR et al., 2003; HOMBERG et al., 2010).

Estudos recentes sugerem que as influéncias epigenéticas na funcdo do SNC
relacionam-se com as desordens de ansiedade e depressdo (TSANKOVA et al.,
2006). Além disso, alterac6es no cérebro e no comportamento ocasionadas pelo
estresse podem ser decorrentes de alteragcbes epigenéticas (MCEWEN et al., 2012).

Nesse sentido, o mecanismo de metilacdo do DNA regula a expressédo de
genes envolvidos na neurobiologia da ansiedade, como os que codificam os
glicocorticéides (McGOWAN et al.,, 2009) e os receptores GABA-A (POULTER,
2008). Dentre as estruturas cerebrais envolvidas na modulagdo da ansiedade, a
SCP tem apresentado papel relevante (BRANDAO et al., 2003c; PELOSI et al.,
2009).

No presente estudo, ndo evidenciamos uma variacdo no perfil de metilagao
global de DNA na SCP da prole de machos expostos a fluoxetina durante a gestacéo
e amamentagdo em duas idades distintas do desenvolvimento (22 dias e 75 dias
ap0s o nascimento) sugerindo que a fluoxetina parece ndo interferir no
neurodesenvolvimento dessa estrutura mesencefalica.

Experiéncias traumaticas na fase inicial do desenvolvimento poderiam
promover alteracbes persistentes no eixo HPA, relacionadas com a reducdo da
metilacdo de genes especificos no encéfalo (YANG et al., 2012), que contribuiriam
para o aparecimento futuro dos transtornos de ansiedade, reforcando a teoria
DOHaD. No entanto, no presente estudo, ndo avaliamos o perfil global de metilacéo
do DNA na SCP dos animais expostos a fluoxetina apds uma situacao estressante.

Em suma, nossos resultados demonstram que a exposicdo a fluoxetina
durante as fases iniciais do neurodesenvolvimento pode interferir na modulacao da
ansiedade de ratos adultos, quando diante de uma situacdo de estresse emocional
em presenca de animal desconhecido, favorecendo a teoria de que a ingestado de
xenobiotico durante o periodo de gestacdo e amamentacdo pode propiciar
alteracdes comportamentais que se manifestam na idade adulta do individuo.
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5 CONCLUSOES

No presente trabalho, concluimos que o tratamento materno com fluoxetina

durante a gestacdo e amamentacao:

1. Nao interfere no comportamento de ansiedade no teste do labirinto em cruz
elevado da prole adolescente e adulta;

2. Evidencia o comportamento ansiogénico no teste de interacdo social na
prole de machos adultos;

3. Ndo modifica os niveis plasmaticos de corticosterona basais e apos a
exposicao repetida ao estresse de contencéo na prole adolescente e adulta;

4. Nao interfere no perfil de metilacdo global do DNA na substancia cinzenta

periaquedutal de filhotes machos recém - desmamados e adultos.
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