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RESUMO

A Fluoxetina (FLX) é um antidepressivo prescrito por todo o mundo. Esta droga pode
atravessar a barreira placentaria e ser excretada no leite materno, podendo causar
alteracdes funcionais em 0rgdos e sistemas da prole exposta. Fora do periodo
gestacional, a combinacdo de FLX com 06leo de peixe (OP) ou acido folico (AF) é
realizada para aumentar a acao terapéutica e reduzir os efeitos indesejaveis dos
antidepressivos. Durante a gravidez, o OP e o AF tém sido utilizados para promover
o desenvolvimento do feto e reduzir, na mée, o risco de depressdo gestacional e
pos-gestacional. O objetivo deste estudo foi avaliar se a exposi¢cdo materna, via oral,
a FLX durante a gravidez e lactacdo, associada com OP ou AF impediria os efeitos
colaterais do antidepressivo na reatividade da aorta e nos niveis de metabdlitos do
oxido nitrico (NO) plasmaticos da prole feminina adulta (dados ndo publicados).
Buscou-se também entender os efeitos vasculares isolados decorrentes da
exposicdo intrauterina e lactacional ao OP e AF em monoterapia sobre a prole
feminina. Ratas Wistar foram tratadas, por gavagem, com agua (controle), FLX (5
mg/kg/dia), OP (400 mg/kg/dia), AF (3 mg/kg/dia), FLX + OP e FLX + AF, ao longo
toda a gravidez e lactacdo. Foram avaliados na prole feminina adulta a reatividade
de anéis de aorta para fenilefrina (Fe), os niveis plasméticos de NO e homocisteina
(HCY). Os resultados demonstraram que a associacdo de FLX com OP ou AF nao
corrigiu a hiporreatividade adrtica a Fe e manteve o aumento de NO induzidos pela
exposicao intrauterina e lactacional a FLX. Além disso, a monoterapia com OP e AF
durante o periodo ndo interferiu sobre a contragdo aodrtica induzida por Fe, assim
como nao alterou os niveis plasmaticos de NO e HCY. Dessa forma, é possivel
concluir que a exposi¢cdo ao AF ou OP é segura para a funcdo vascular da prole
feminina exposta durante a gestacdo e lactacdo e que a associacdo destes
compostos com a FLX ndo previne os efeitos vasculares causados pelo
antidepressivo na prole feminina adulta.

Palavras-chave: Reatividade da Aorta. Inibidor seletivo da receptagcdo de
serotonina. Endotélio. Oxido nitrico. Gestacao.
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ABSTRACT

Fluoxetine (FLX) is an antidepressant worldwide prescribed. This drug can cross the
placental barrier and be excreted in breast milk and it might cause functional
changes in organs and systems of exposed offspring. Out of gestation period, the
combination of FLX with fish oil (FO) or folic acid (FA) is used to enhance the
therapeutic activity and to reduce the side effects of antidepressants. During
pregnancy, FO and FA have been used to promote fetal development, and to reduce,
in the mother, the risk of gestational and post-partum depression. The aim of this
study was to evaluate if maternal exposure, via oral administration, during pregnancy
and lactation to FLX associated with FO or FA would prevent the antidepressant side
effects in aorta reactivity and plasmatic NO metabolites production in adult female
offspring (not published data). We also thought to understand in female offspring the
isolated vascular effects of intrauterine and lactation exposure to FO and FA isolated
therapy. Wistar rats were treated, by gavage, with water (control), FLX (5 mg/kg/day),
FO (400 mg/kg/day), FA (3 mg/kg/day), FLX+FO and FLX+FA, throughout the entire
pregnancy and lactation. During adulthood, female offspring was evaluated in
vascular reactivity to phenylephrine (Phe), nitric oxide (NO) and homocysteine (HCY)
plasmatic levels. Nevertheless, isolated exposure to FO or FA during gestational and
lactational period did not interfere with Phe-induced aortic contraction and neither
altered NO and HCY plasmatic levels. Altogether, it is possible to conclude that the
intrauterine and lactational exposure to FO or FA is safe for vascular function of
female offspring and also that FLX association with FO or FA did not prevent the
aortic hyporreactivity and the increased NO levels induced by intrauterine and
lactation exposure to the antidepressant.

Keywords: Aorta reactivity. Selective serotonin reuptake inhibitor. Endothelium.
Nitric oxide. Pregnancy.
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1 INTRODUCAO

Amplamente prescritos por todo o mundo, 0s antidepressivos séo
indicados ndo somente para o tratamento de depressdo, mas também para
outros transtornos afetivos (ZOHAR; WESTENBERG, 2000), assim como para
o tratamento da dor (MCQUAY et al., 1996). Como a acédo terapéutica dos
antidepressivos resulta de neuroadaptacfes, o tratamento com estas drogas
normalmente € crénico (STAHL, 2011).

Mulheres que usam antidepressivos, por exemplo, no tratamento da
depressado, e ficam gravidas, frequentemente devem manter o tratamento
farmacoldgico, considerando que a depressdo nao tratada pode aumentar o
risco de parto prematuro e causar na prole baixo peso ao nascer, retardo do
desenvolvimento neuromotor, transtornos de ansiedade e depressao
(PEARLSTEIN, 2015). Devido a seletividade de acao, eficAcia e menores
efeitos indesejaveis em relacdo aos antidepressivos das classes dos triciclicos
e dos inibidores da monoaminoxidase, os inibidores seletivos da recaptacao de
serotonina (ISRS) estdo entre o0os medicamentos antidepressivos mais
prescritos (NONACS; COHEN, 2003).

A fluoxetina (FLX), um ISRS, é um dos principais farmacos de escolha
durante a gravidez para o tratamento de disturbios afetivos e transtornos de
ansiedade (NONACS; COHEN, 2003). Os ISRS aumentam, no tratamento a
curto prazo, a disponibilidade de serotonina (5-HT - 5-hidroxitriptamina) na
fenda sinaptica. Entretanto, sdo os efeitos secundarios, decorrentes do
tratamento crénico, os responsaveis pela acao antidepressiva, como alteracées
na densidade e na funcdo dos receptores serotonérgicos (KRISHNAN;
NESTLER, 2008). A FLX e seu metabdlito ativo norfluoxetina cruzam a barreira
placentaria, atingindo até a 60% dos valores observados no plasma materno
(BELIK, 2008). Além disso, também séo secretados no leite materno (FAVARO;
COSTA; MOREIRA, 2008) expondo fetos e neonatos em fases importantes do
desenvolvimento a este farmaco (BOURKE; STOWE; OWENS, 2014).

Frente a estas observacbes, fetos e recém-nascidos de mulheres
tratadas com FLX na gestacao e lactacdo podem ser expostos a altos niveis de

FLX e consequentemente de serotonina, levantando questbes acerca do risco
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de ocorréncia de malformacgfes estruturais, funcionais em oOrgaos, além de
modificagdes comportamentais (SACKETT; WELLER; WELLER, 2009).

De fato, estudos em roedores descrevem que a exposi¢ao intrauterina e
lactacional aos ISRS pode causar alteracbes comportamentais e fisiologicas
em fases posteriores do desenvolvimento. Dentre estas alteracdes, destacam-
se a auséncia de preferéncia sexual em camundongos machos (GOUVEA et
al., 2008), alteracdo estrutural do tubulo seminifero e do nudmero de
espermatozoides em ratos adultos (VIEIRA et al.,, 2013) e alteracdo da
motivacdo e da resposta ao estresse em ratos adolescentes (FRANCIS-
OLIVEIRA et al., 2013).

A serotonina estd envolvida com o controle fisiolégico do sistema
cardiovascular por controlar a atividade parassimpatica através da ativacado de
receptores 5-HT1A, 5-HT3 e 5-HT7 (BOURKE; STOWE; OWENS, 2014).
Nebigil et al. (2001) apresentaram, através da manipulacdo genética,
evidéncias de que a serotonina, pelo receptor 5-HT2B, regula a funcdo e a
estrutura cardiaca. Dessa forma, tem sido aventada a hipétese de que
interferéncias no sistema serotoninérgico in utero, como as causadas pelo uso
de ISRS, poderiam levar ao desenvolvimento anormal do sistema
cardiovascular (NOORLANDER et al., 2008).

Sobre o0 sistema vascular, a exposicdo a ISRS durante o
desenvolvimento fetal pode aumentar (ALVAREZ; EMORY, 2006) ou diminuir
(CHOW et al., 2011) o fluxo sanguineo da artéria cerebral média e levar a
hipertensdo pulmonar persistente (BOURKE; STOWE; OWENS, 2014).
Recentemente em nosso laboratério foi demonstrado que a exposicao materna
a FLX, durante a gestacdo e lactacdo, diminui na prole feminina na vida adulta
a resposta da aorta a agentes contrateis, por mecanismo dependente de
endotélio e 6xido nitrico (NO) (dados ndo publicados), confirmando que a
exposicdo a FLX durante o desenvolvimento pode induzir alteracdes no
sistema vascular que persistem na vida adulta.

Portanto, apesar de ser considerada uma droga segura, a FLX pode
causar efeitos indesejaveis sobre o sistema vascular da prole, tornando
importante o desenvolvimento de estratégias para prevenir ou minimiza-los.

Desse modo, vem sendo proposta a associacdo de FLX com 6éleo de

peixe (OP) (dbmega 3) ou acido félico (AF) para potencializar o efeito
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terapéutico e reduzir os efeitos adversos do antidepressivo, ja que estes
compostos favorecem a producdo de aminas biogénicas, como serotonina,
dopamina, norepinefrina e protegem as células nervosas do processo
inflamatorio presente nas doencas afetivas (DELIGIANNIDIS; FREEMAN,
2010; PRIOR, PEDRO LUIS; FERNANDES, 2012).

Durante a gestagéo, a suplementagdo com OP e AF vem sendo utilizada
para favorecer o crescimento e o desenvolvimento fetal (SKILTON et al., 2013),
além de reduzir, na mae, o risco de depresséo gestacional e pos-gestacional
(PRIOR, PEDRO LUIS; FERNANDES, 2012).

Estudos correlacionam baixas concentragcfes de 6mega 3 e inflamacéo a
estados de depressdo, apresentando dados de melhora no tratamento de
pacientes refratarios a ISRS, com seu uso (PRIOR, PEDRO LUIS;
FERNANDES, 2012). O 6mega 3 é constituido por acidos graxos insaturados
de cadeias longas eicosapentaendico (EPA) e docosahexaendico (DHA), é
encontrado em altas concentragfes no OP e sua suplementacdo é importante
durante a gestacdo e amamentacao, pois o0 DHA atua na maturacéao cortical, na
sinaptogénese e diferenciacdo neuronal do feto em desenvolvimento
(MCNAMARA; CARLSON, 2006).

Por sua vez, o micronutriente AF € obtido na dieta a partir de frutas e
vegetais, mas em periodos de grande necessidade metabdlica, como durante a
gestacdo, é necessaria a suplementacdo (WILSON et al.,, 2012). O AF esta
envolvido no metabolismo da homocisteina (HCY) para metionina, e baixos
niveis de AF reduzem a sintese de metionina, aumentando o nivel plasméatico
de HCY, relacionada ao aumento do risco de doencas como cardiovasculares e
transtornos do humor (REFSUM et al., 2004). Também se reconhece a HCY
como um fator de risco independente para aterosclerose (BOUSHEY et al.,
1995) e niveis elevados causam prejuizo na vasodilatacdo endotélio-
dependente por diminuir a biodisponibilidade NO e também esta envolvida
diretamente a senescéncia vascular (SACHDEV, 2004).

No Brasil, 0 Ministério da Saude apoia a suplementagdo profilatica de
gestantes com AF na dose de 400ug/dia, 30 dias antes da concepc¢ao até o fim
da gestacédo. Ainda, ha a fortificacéo obrigatéria das farinhas de trigo e de milho
com AF desde 2002 (BRASIL, 2013). Apesar do uso de AF estar consolidado

durante a gravidez para prevenir defeitos no fechamento do tubo neural fetal
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(LAURENCE et al.,, 1981), o uso do AF, sozinho ou em associacdo com
antidepressivos, no tratamento da depressédo gestacional ainda necessita ser
melhor compreendido.

Dessa forma, apesar do OP e AF serem utilizados em associacdo com
antidepressivos fora dos periodos de gestacdo e amamentacdo, ainda néo
existem estudos que estabelecam a seguranca do tratamento materno com
estes nutrientes sobre o sistema vascular da prole exposta. Menores ainda séo
as informacbes acerca da seguranca do tratamento materno com FLX
associada ao OP e AF sobre o sistema vascular da prole exposta durante

gestacao e lactacao.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O objetivo deste estudo foi avaliar se a exposicdo materna a FLX
durante a gestacao e lactagédo, associada com OP ou AF, impediria os efeitos
indesejaveis do antidepressivo sobre reatividade da aorta e sobre niveis de NO
plasmatico na prole feminina adulta. Buscou-se também entender os efeitos
vasculares, na prole feminina, decorrentes da exposi¢cado intrauterina e

lactacional ao OP e AF em monoterapia.

2.1.2 Objetivos especificos

Para tanto, os objetivos especificos foram avaliar:
- A reatividade da aorta ao agente constritor Fenilefrina (Fe).
- O papel do endotélio sobre a resposta contratil da aorta.

- Os niveis plasmaticos de NO e HCY.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais e tratamento

Para este trabalho, foram utilizados ratos e ratas da linhagem Wistar
(Rattus norvergicus albinus), oriundos do Biotério Central da Universidade
Estadual de Londrina, adaptados e mantidos em ambiente controlado, na
temperatura de 21+2°C, ciclo claro/escuro de 12 horas (luzes acesas as 06:00

am) e livre acesso a dgua e racao (Nuvital®) para roedores.

Duas ratas virgens foram colocadas na mesma gaiola com um rato
durante todo o periodo escuro, e na manha do dia seguinte, a prenhez foi
diagnosticada por esfregaco vaginal, observando ao microscopio oOptico a
presenca da fase estro do ciclo estral e de espermatozoides. Neste dia,
denominado dia gestacional 0 (DG 0), as ratas foram separadas em caixas
individuais e divididas, aleatoriamente, em 6 grupos experimentais, que

receberam diariamente os seguintes tratamentos por via oral (gavagem):
- Controle (CON): 4gua; (n=13);

- Oleo de peixe (OP): 1,3 g/kg OP contendo 400 mg/kg de 6mega 3
(12% de acido eicosapentaendico e 18% de docosahexaendico

(Laboratério Herbarium Botanico S/A, Brasil); (n=12);

- Acido folico (AF): 3 mg/kg/dia de &cido félico (Phloraceae® Farmécia

de Manipulacao); (n=10);

- Fluoxetina (FLX): 5 mg/Kg/dia de FLX (Daforin® solugdo oral, EMS,
Brasil); (n=17);

- FLX + 6leo de peixe (FLX+OP): associacdo dos tratamentos descritos

anteriormente, com 1 hora de intervalo entre as drogas; (n=12);

- FLX + &cido fdélico (FLX+AF): associacdo dos tratamentos descritos

anteriormente, com 1 hora de intervalo entre as drogas; (n=9).

O tratamento foi iniciado no DG 0 e seguiu até o dia lactacional pds-natal

21 (DPN 21), abrangendo toda a gestacéo e lactacao.
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A dose escolhida de FLX (5mg/Kg) foi baseada em estudos prévios de
nosso grupo, onde foi observado que em roedores esta dose néo tem efeitos
toxicos na mae e na prole (FRANCIS-OLIVEIRA et al., 2013; LISBOA et al.,
2007).

A prescricdo recomendada de OP é 900 mg/dia de Omega 3,
correspondendo aproximadamente a 13 mg/kg/dia (humano de 70 kg) e
aplicando o método da dosimetria, a dose correspondente € de 53 mg/kg/dia
em ratos, e considerando a variacdo interespécie e o metabolismo do rato dez
vezes mais rapido que o humano (SAWADA et al., 1985), adotou-se 400
mg/kg/dia de 6mega 3, que corresponde a 1,3 g/kg de OP.

As doses recomendadas de AF para humanos variam de 0,4 a 15
mg/dia. Para gestantes com risco de defeito no fechamento do tubo neural
fetal, a dose costuma ser de 5mg/dia, sendo esta a dose escolhida no presente
estudo. Em um individuo de 70 Kg esta dose equivale a 0,071 mg/kg/dia.
Convertendo a dose humana para a dose em ratos por dosimetria BW?®* (EPA,
2006), foi obtido 0,3 mg/kg/dia. Portanto, a dose escolhida foi de 3 mg/kg/dia
considerando a proximidade com alguns estudos da literatura
(BIENENGRABER et al., 2001; FIRAT; KUNTSAL; SIRIN, 2005) e a variacdo

interespécie.

Para eliminar possiveis interferéncias relacionadas ao tratamento, 0s
grupos CON, FLX, OP e AF receberam, ap6s 1 hora do primeiro tratamento,
uma segunda gavagem com agua, seguindo o padrdo dos grupos FLX+OP e
FLX+AF. As fémeas foram pesadas a cada trés dias para acompanhamento do

ganho de peso e para correcédo do volume de droga a ser administrado.

No dia do nascimento, denominado dia pos-natal (DPN) 0, as ninhadas
foram pesadas e o numero de filhotes vivos e mortos, assim como o0 numero de
machos e fémeas, foi contabilizado. No DPN 4, as ninhadas foram reduzidas,
por decapitacdo, a 10 filhotes (5 machos e 5 fémeas, quando possivel), a fim
de que a gquantidade de droga recebida pelo filhote através do leite fosse
semelhante entre cada prole.

O desmame ocorreu no DPN 21, quando os filhotes foram separados da

mae e mantidos em gaiolas coletivas com 5 animais.
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Cada ninhada constituiu uma unidade experimental, e para os
experimentos foi utilizada a prole feminina em idade adulta (DPN 75-90), em

estro fisioldgico, determinado por esfregaco vaginal.

Os protocolos experimentais utilizados neste trabalho foram aprovados
pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Estadual de
Londrina (CEUA n° 3058.2014.58).

3.2 Avaliacdo da reatividade da aorta isolada ao agente vasoconstritor

Fenilefrina

As ratas foram anestesiadas com tiopental sodico (40 mg/kg, ip), e por
meio de toracotomia a aorta foi removida, dissecada e seccionada em dois
anéis transversais de 5 mm, como descrito por Carvalho et al., 1987
(CARVALHO et al., 1987). De um dos anéis o endotélio (E-) foi removido, com
uma haste fina de algodao e no outro o endotélio (E+) foi preservado. Ambos
os anéis foram suspensos por um par de ganchos de aco inoxidavel, um fixo a
base da cuba para 6rgdos isolados e 0 outro conectado a um transdutor
isométrico (FTO3, Grass), acoplado a um amplificador de sinal (AECAD 04,
AVS Projetos) e este a um computador (Figura 1). Os seguimentos de aorta
permaneceram sob tensdo de 1,5 g em solucdo nutriente de Krebs-Henseleit
modificada (concentracbes em mM: 118 NaCl; 25 NaHCOs; 4,7 KCI; 1,2
KH2POg4; 1,2 MgS04.7 H20; 11 glicose; 2,5 CaCl:2 H20 e 0,01 EDTA),
gaseificada com mistura de 95% de Oz e 5% de CO2, mantidos aquecidos a

37°C durante todo o protocolo experimental.

A avaliacdo da viabilidade do musculo liso vascular foi feita pela adicdo
as preparacOes de aorta de cloreto de potassio (KCI) 90 mM, que, através da
despolarizacdo da membrana, leva a um influxo de Ca2+ pelos canais de calcio
voltagem-dependentes induzindo contracdo no musculo liso vascular
(BRAUNSTEIN et al.,, 2009). Os anéis que n&o responderam ao KCI foram
descartados.

Para a avaliacdo da capacidade contratil nos anéis de aorta com e sem
endotélio, foram construidas curvas concentragdo-efeito cumulativas (CEC) (1

nM a 100 pM) para Fe, agonista al-adrenérgico. Para comprovagcao da
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presenca ou correta remocdo do endotélio, ao final de cada curva CEC, as
preparacdes dos anéis de aorta foi aplicada acetilcolina (ACh) (0,1 uM), agente
vasodilatador dependente do endotélio. O endotélio foi considerado vidvel
guando a ACh causou relaxamento de 70-80% da pré-contracao induzida pela

Fe e ausente quando a vasodilatacédo foi inferior a 5% da pré-contragao.

Figura 1. Reatividade vascular em anéis de aorta isolados.

Transdutor de forcgg ——— Q

Haste metalica

Amplificador

Cuba de vidro —,

Anel de aorta :
Haste metalica fixa

3.3 Dosagem plasmatica de metabdlitos do 6xido nitrico — (NOXx)

As ratas foram anestesiadas com tiopental (40 mg/kg, ip); apods
toracotomia coletou-se o sangue, por puncdo cardiaca. O sangue foi
centrifugado (3000 rpm, 10 minutos, 4°C), o soro coletado e armazenado a -
80°C. Os niveis NOx foram avaliados indiretamente por meio da determinacao
da concentracdo de nitritos plasmaticos, utilizando uma adaptacéo da técnica
descrita por Navarro-Gonzalvez et al. (1998). O método de deteccdo baseia-se
na reducgdo de nitrato a nitrito, mediada por reacdes de 0xido-reducdo ocorridas
entre o nitrato presente na amostra e o sistema cadmio-cobre dos reagentes,
com posterior diazotacdo e deteccdo colorimétrica do azo composto formado

pela adicdo do reagente de Griess. A quantificacdo de NOXx foi realizada a 550
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nm em uma leitora de microplacas (Perkin Elmer®, Waltham, MA, EUA), A

concentracédo de NOx foi expressa em uM.

3.4 Dosagem de homocisteina (HCY) plasmatica

Apoés anestesia e toracotomia das ratas de cada grupo experimental, o
sangue foi coletado em tubos com heparina de litio, centrifugado (3000 rpm, 10
minutos, 4°C) e o plasma coletado e armazenado a -80°C. A dosagem foi feita
pelo método de imunoensaio por quimioluminescéncia (SHIPCHANDLER;
MOORE, 1995), com o kit Reagente ARCHITECT Homocysteine. O método
envolve a reducdo da HCY ligada ou dimerizada (oxidada) da amostra pelo
ditiotreitol a HCY livre, conversdo enzimatica desta a S-adenosil homocisteina,
guantificada com anticorpos monoclonais especificos marcados com
fluorescéncia. A reacdo quimioluminescente resultante foi detectada pela 6tica

do ARCHITECT System e o resultado expresso em puM.

3.5 Andlise estatistica

Inicialmente, uma analise exploratéria foi conduzida para avaliar a
normalidade e homogeneidade de cada variavel (teste de Bartlett). As variaveis
que apresentaram normalidade de distribuicio e homogeneidade foram
analisadas por ANOVA de uma ou duas vias seguido do Teste de Bonferroni.
Para as outras variaveis, foi usado o teste de Kruskal-Wallis complementado
com o teste de Dunn. Os resultados foram expressos em média + E.P.M.
(Prism 6 for Windows, version 6.0, GraphPad Software, Inc). Os valores foram
considerados estatisticamente significativos quando p<0.05.


http://pt.city-usa.net/state-massachusetts-city-waltham.html
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4 RESULTADOS

4.1 Avaliacéo da toxicidade dos tratamentos e peso da prole adulta

As fémeas tratadas com FLX, OP, AF e associacdes durante a gestacao
e amamentacdo e a prole exposta ndo apresentaram alteracdes no ganho de
peso durante a gestacdo e a lactacdo, tampouco no tamanho das ninhadas
(Tabela 1; Figura 1; Figura 2; Figura 3). Na vida adulta, a massa corporea de
ratas FLX (202,0 g + 5,0 (17)), FLX+OP (202,6 + 5,3 (12)), FLX+AF (201,3 +
7,0 (9)), OP (210,0 £ 3,7 (12)) e AF (215,6 = 4,3 (10)) foi semelhante a das
ratas controle (208,4 g £ 5,2 (13)).

Tabela 1: Parametros biologicos avaliados nas ratas prenhes e filhotes
expostos a agua (CON), OP e AF, em monoterapia ou associados a FLX. Do

DG 0 ao dia DPN 18 para as maes e ao DPN 21 para os filhotes.

Ganho de peso materno Peso da ninhada ao Numero de

durante a gestacao (g) nascer (g) filhotes/ninhada
Grupos

CON 77,15+ 5,0 (13) 64,0 £ 1,8 (13) 11,17 + 0,38 (13)
OP 83,33+ 4,57 (12) 71,9 £3,5(12) 12,0 £ 0,47 (12)
AF 76,0 £ 4,24 (10) 66,5 + 1,6 (10) 11,1+ 0,31 (10)
FLX 78,65 + 3,62 (17) 68,13 +1,8 (17) 11,65 + 0,24 (17)
FLX+OP 83,08 + 4,2 (12) 67,4 £3,9(12) 11,83 + 0,62 (12)
FLX+AF 78,33+£2,9(9) 67,8 £ 2,14 (9) 11,11 + 0,45 (9)

Entre parénteses esta o numero de animais por grupo (n). ANOVA de uma via,
seguido do teste de Bonferroni.
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Figura 2: Acompanhamento do peso materno durante a gestacao.
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Ratas expostas a dgua (CON, n=13), a fluoxetina (FLX, n=17), ao 6leo de peixe
(OP, n=12) e ao acido fdlico (AF, n=10), FLX+OP (n=12) e FLX+AF (n=9)
durante a gestacdo. ANOVA de uma via, seguido do teste de Bonferroni.

Figura 3: Acompanhamento do peso materno durante a lactacéo.
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Ratas expostas a agua (CON, n=13), a fluoxetina (FLX, n=17), ao 6leo de peixe
(OP, n=12) e ao &cido folico (AF, n=10), FLX+OP (n=12) e FLX+AF (n=9)
durante a lactagdo. ANOVA de uma via, seguido do teste de Bonferroni.
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Figura 4. Acompanhamento do peso dos filhotes durante a lactacéo.
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Filhotes expostos a agua (CON, n=13), a fluoxetina (FLX, n=17), ao Oleo de
peixe (OP, n=12) e ao &cido folico (AF, n=10), FLX+OP (n=12) e FLX+AF (n=9)
pela exposicdo materna durante gestacdo e lactacdo. ANOVA de uma via,
seguido do teste de Bonferroni.

4.2 Exposicéo a FLX durante gestacao e lactacéo reduz a resposta adrtica
a Fe na presenca do endotélio

A Fe promoveu contracdo concentracdo-dependente nos anéis de aorta
E+ e E- de ratas CON e FLX (Figura 4). Anéis de aorta E+ isolados de ratas
FLX apresentaram reducdo na Rmax para Fe, quando comparados aos anéis
E+ de ratas CON (Figura 4). Os anéis E- apresentaram maior Rmax e pD2 para
Fe em comparacdo com anéis E+ de ratas CON e FLX. Nenhuma diferenca foi
observada entre CON e FLX em relacdo a contracdo dos anéis E- (Figura 4).

Rmax e pD2 para Fe em anéis E+ e E- estdo descritos na Tabela 2.
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Tabela 2: Resposta maxima e pD2 (log negativo da concentracdo do agonista

resultando em 50%) em anéis de aorta com ou sem endotélio.

Com endotélio (E+) Sem endotélio (E-)
Grupo Rmax pD2 Rmax pD2
CON 2,60 = 0,15 (10) 6,37 + 0,22 (13) 3,20 £ 0,14 (13)* 7,91 + 0,07 (10)*
oP 2,38 + 0,13 (10) 6,17 +0 ,27 (9) 2,96 +0,12 (12)# 7,11+ 0,27 (11)#
AF 2,17 + 0,14 (10) 6,26 + 0,23 (8) 2,86 + 0,24 (10)$ 7,11+ 0,33 (8)$
FLX 1,96 + 0,09 (17)* 6,24 + 0,21 (15) 3,16 0,14 (17)** 7,62 + 0,25(15)**

FLX+OP 2,13 +0,08 (12)* 6,06+ 0,24 (12)  2,89+0,09 (11)@ 7,57 0,16 (11)@

FLX+AF 2,10 0,14 (8)* 6,85 + 0,24 (9) 2,80+0,12 (8)% 6,91 +0,39 (8)%

Contracdo induzida por fenilefrina (Fe) em anéis de aorta isolados de ratas
expostas a adgua (CON), a fluoxetina (FLX), ao 6leo de peixe (OP) e ao acido
félico (AF) associados ou ndo a FLX durante exposicdo maternal. Rmax é a
resposta maxima (g de tensdo) para Fe e pD2 é o log negativo da
concentracdo do agonista resultando em 50% da Rmax. A contracdo induzida
por Fe foi avaliada em anéis de aorta com endotélio (E+) ou sem (E-). Os
valores expressos como média + E.P.M. (n) é o numero de ratas/grupo.
*p<0,05 vs CON E+; **p<0,05 vs FLX E+; #p<0,05 vs OP E+; $p<0,05 vs AF
E+, @p<0,05 vs FLX+OP E+; %p<0,05 vs FLX+AF E+. ANOVA duas vias
seguida do teste de Bonferroni. (n) € o numero de ratas/grupo.
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Figura 5: Curva concentracao-efeito cumulativa para fenilefrina (Fe - 1nmol/L—

100umol/L) obtida em anéis de aorta com (E+) e sem (E-) endotélio.
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Curva concentracdo-efeito cumulativa para fenilefrina (Fe - 1nmol/L—

100umol/L) obtida em anéis de aorta com (E+) e sem (E-) endotélio isolados da
prole feminina adulta de maes tratadas durante gestacao e lactacdo com agua
(CON: E+ (n=10); E- (n=13)) ou fluoxetina (FLX: E+ e E- (n=17)). Valores
expressos como média + E.P.M. *p<0,05 vs resposta maxima do CON E+;
**n<0,05 vs resposta maxima do FLX E+. ANOVA de duas vias seguido do
teste de Bonferroni.
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4.3 As associacOes de FLX com OP e AF néo previnem a reducao na
resposta da aorta para Fe

A Rmax e a pD2 para Fe foram similares entre os anéis E+ (Figura 5) e
E- (Figura 6) isolados de ratas FLX+OP, FLX+AF e FLX. Rmax e pD2 a Fe
também foram similares entre os anéis E+ (Figura 7) e E- (Figura 8) isolados de
ratas OP, AF e CON (Tabela 2).

Figura 6: Curva concentracao-efeito cumulativa para fenilefrina (Fe - 1nmol/L—

100umol/L) obtida em anéis de aorta com endotélio (E+).
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Curva concentracdo-efeito cumulativa para fenilefrina (Fe - 1nmol/L-

100umol/L) obtida em anéis de aorta com (E+) isolados da prole feminina
adulta de mées tratadas durante gestacédo e lactacdo com fluoxetina (FLX;
n=17) em monoterapia ou associada ao 6leo de peixe (FLX+OP; n=12) ou
acido félico (FLX+AF; n=8). Valores expressos como média + E.P.M. ANOVA
de uma via.
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Figura 7: Curva concentracao-efeito cumulativa para fenilefrina (Fe - 1nmol/L—

100umol/L) obtida em anéis de aorta sem endotélio (E-).

3.5
3.0 1
2.5
2 2.0-
o
©
]
o 1.57
|_
1.0
B -
0.5 - FLX E
-~ FLX+OP E-
©- FLX+AF E-
0.0 -
1 " I 1 " I " | " 1
9 8 7 6 5 4
-Log [Fe] mol/L
Curva concentracdo-efeito cumulativa para fenilefrina (Fe - 1nmol/L—

100umol/L) obtida em anéis de aorta sem endotélio isolados da prole feminina
adulta de mées tratadas durante gestacdo e lactacdo com fluoxetina (FLX;
n=17) em monoterapia ou associada ao 6leo de peixe (FLX+OP; n=11) ou
acido félico (FLX+AF; n=8). Valores expressos como média + E.P.M. ANOVA
de uma via.
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Figura 8: Curva concentracao-efeito cumulativa para fenilefrina (Fe - 1nmol/L—

100umol/L) obtida em anéis de aorta com endotélio (E+).
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Curva concentracdo-efeito cumulativa para fenilefrina (Fe - 1nmol/L—
100umol/L) obtida em anéis de aorta com endotélio (E+) isolados da prole
feminina adulta de maes tratadas durante gestacao e lactacdo com agua (CON;
n=13), 6leo de peixe (OP; n=12) e &cido folico (AF; n=10). Valores expressos
como média = E.P.M. ANOVA de uma via.
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Figura 9: Curva concentracao-efeito cumulativa para fenilefrina (Fe - 1nmol/L—

100umol/L) obtida em anéis de aorta sem endotélio.
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Curva concentracdo-efeito cumulativa para fenilefrina (Fe - 1nmol/L—

100umol/L) obtida em anéis de aorta sem endotélio (E-) isolados da prole
feminina adulta de maes tratadas durante gestacao e lactagcdo com agua (CON;
n=10), 6leo de peixe (OP; n=11) e acido félico (AF; n=10). Valores expressos
como média = E.P.M. ANOVA de uma via.
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4.4 Niveis plasmaticos de 6xido nitrico e homocisteina

Os niveis plasmaticos de NOx foram similares entre os grupos OP, AF e
CON e entre FLX, FLX+OP e FLX+AF. Por outro lado, como demonstrado na
Figura 9, o NOx plasmatico de ratas expostas a FLX, FLX+OP e FLX+AF
durante o desenvolvimento foi maior quando comparado com os de ratas CON.

Os niveis plasmaticos de HCY foram similares entre os grupos (Figura 10).

Figura 10: Niveis plasmaticos de metabolitos do NO (NOx) na prole feminina
adulta exposta a adgua (CON), ao 6leo de peixe (OP), ao acido folico (AF), a
fluoxetina (FLX), FLX+OP e FLX+AF durante gestacéo e lactacao.
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Prole feminina de mées tratadas durante gestacao e lactagdo com agua (CON;
n=7), oleo de peixe (OP; n=7), acido folico (AF; n=8), fluoxetina (FLX; n=8),
FLX+OP (n=8) e FLX+AF (n=9). Valores expressos como média + E.P.M.
*p<0.05 vs ratas CON; #p<0.05 vs OP; $p<0.05 vs AF. ANOVA de uma via
seguida do teste de Bonferroni.
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Figura 11: Concentracdo de homocisteina plasmatica na prole feminina adulta
exposta a 4gua (CON), ao Oleo de peixe (OP), ao &cido félico (AF), a fluoxetina
(FLX), FLX+OP e FLX+AF durante gestacao e lactacao.
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Prole feminina de maes tratadas durante gestacao e lactagcdo com agua (CON;
n=6), 6leo de peixe (OP; n=7), acido folico (AF; n=9), fluoxetina (FLX; n=6),
FLX+OP (n=7) e FLX+AF (n=9). Valores expressos como média + E.P.M.
ANOVA de uma via.
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5 DISCUSSAO

Apesar da relativa seguranca, em humanos, a exposi¢cao durante a
gestacdo e lactacdo a FLX e aos niveis elevados de serotonina, decorrentes do
uso deste farmaco, vem sendo associada a prejuizos no desenvolvimento fetal,
como nascimento prematuro (OLIVIER et al., 2013), hipertensédo pulmonar ao
nascer (CHAMBERS et al., 2006) e estenose da valva pulmonar (DIAV-CITRIN
et al., 2008).

O presente estudo confirmou estudo prévio de nosso laboratorio
(HIGASHI, CM; SILVA, MA; FACIO, TG; HIGACHI, L; AKAMINE, EH;
CARVALHO, MHC; PELOSI, GG; BARBOSA, DS; GERARDIN, DCC,;
MOREIRA, EG; CERAVOLO, 2016) (Higashi et al., submetido para publicac&o)
demonstrando que a exposi¢cdo intrauterina e durante a lactacdo a FLX
promoveu diminuicdo da resposta contratil na aorta da prole feminina adulta,

por mecanismo dependente do endotélio.

O endotélio modula a contracdo e o relaxamento do musculo liso
vascular por meio de substancias vasoativas, classificadas como fatores
relaxantes (EDRFs) e fatores contrateis (EDCFs) (FURCHGOTT, 1989;
VANHOUTTE et al., 2009). Dentre os EDRFs, o NO é o melhor caracterizado e
o principal responsavel pelo relaxamento e modulacdo da contracdo da aorta
(VANHOUTTE et al.,, 2009). Neste trabalho, as ratas do grupo FLX
apresentaram aumento de NO plasmético. De fato, estudo prévio de nosso
laboratorio demonstrou que L-NAME, inibidor da NO sintase (NOS), reverte a
hiporreatividade da aorta em ratas FLX (dados nao publicados). Dessa forma, &
possivel sugerir que o NO seja responsavel pela maior modulacao endotelial
observada na aorta de ratas FLX. Ao contrario do aqui demonstrado, o trabalho
de Fornaro et al. (2007) descreve que a exposicdo pré-natal de ratos a FLX,
durante dos DG 11 a DG 21 né&o interfere com a contragdo da artéria pulmonar
dos fetos expostos. As divergéncias entre os estudos podem estar relacionadas
a dose utilizada (10 mg/kg), a fase de exposicédo, a idade em que os ratos
foram utilizados: em nosso estudo, as ratas foram avaliadas na idade adulta e
no outro, foram avaliados fetos, além de os referidos autores ndo terem

estratificado os animais por sexo.
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E interessante destacar que nossos achados, em ratas expostas a FLX
durante o desenvolvimento, estdo de acordo com 0s observados em ratos e
humanos adultos expostos a FLX. Em aorta de ratos adultos tratados com FLX
cronicamente (CRESTANI et al.,, 2011) e em mulheres adultas o tratamento
com FLX aumentou os niveis plasmaticos de NO (HANTSOO et al., 2014),
sugerindo que o aumento dos niveis de serotonina, induzido pela FLX, também
pode contribuir para a menor contragao vascular e para maior producao de NO.

De fato, a serotonina liberada pelas plaquetas, por estimulos fisiolégicos,
pode desencadear mudancas no tdnus vascular ativando a eNOS, por meio
dos receptores serotonérgicos 5-HT1D presentes na membrana das células
endoteliais, aumentando assim a producdo de NO (FLAVAHAN, 1995;
SHIMOKAWA,; FLAVAHAN; VANHOUTTE, 1991). Dessa forma, podemos
aventar a hipétese de que o aumento da serotonina in utero poderia causar
modificacdes no sistema NO que persistiriam até a vida adulta. Entretanto,

outros estudos serdo necessarios para confirmar esta hipoétese.

No presente estudo, foi demonstrado, pela primeira vez, que as
associacfes de FLX com OP ou AF nao reverteram o prejuizo na contracao
vascular, nem tampouco tiveram efeito sobre o aumento de NO plasmaético,
induzidos pela exposi¢cdo a FLX durante o desenvolvimento. Além disso, foi
demonstrado que os tratamentos maternos com OP e AF, nas doses aqui

empregadas, foram seguros sobre a contracdo da aorta isolada da prole adulta.

Em ratos, vem sendo descrito que o OP, ou componentes isolados do
OP, podem aumentar 0s niveis de serotonina e assim, ter atividade
antidepressiva e ainda potencializar o efeito antidepressivo da FLX. De fato,
Vines et al. (2012) descrevem que a prole masculina, de ratas tratadas com OP
durante a gestacdo e amamentagcdo, apresenta aumento de serotonina no
hipocampo, semelhante ao descrito para o uso cronico de FLX em ratos
adultos. Em humanos, fora da gestacéo, a associagcao de FLX com EPA, um
dos ativos do OP, apresenta maior eficacia terapéutica em comparacdo com as
monoterapias de FLX ou EPA (JAZAYERI et al., 2008). No presente estudo foi
verificado que o OP n&o interferiu sobre a hiporreatividade da aorta da prole
exposta induzida pela exposicdo a FLX. Assim, é possivel aventar a hipotese

de que os efeitos indesejaveis observados na prole estejam relacionados
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diretamente com a exposi¢cao a FLX e/ou ao aumento dos niveis de serotonina
induzidos pelo antidepressivo em fases criticas do desenvolvimento do sistema
serotoninérgico, causando alteragdes que persistiriam por toda a vida da prole.

Entretanto, outros estudos serdo necessarios para confirmar esta hipotese.

No presente estudo, a dose utllizada de AF (3 mg/Kg/dia) em
associacdo com FLX ou sozinha ndo previne os efeitos vasculares da FLX,
porém se apresentou segura para a prole exposta durante o desenvolvimento.
Ainda néo existem trabalhos que avaliem a funcdo vascular da prole exposta
ao AF ou a associacdo com FLX durante o desenvolvimento. Por outro lado,
existem estudos que avaliam diferentes parametros consequentes da
exposicao da associacdo AF e FLX. Por exemplo, nosso grupo mostrou que na
dose de 8mg/Kg/dia, o AF previne em machos as alteracbes de metilacdo em
areas especificas do SNC e também previne o aumento da laténcia na
resposta nociceptiva da prole masculina, induzidas pela exposicdo a FLX
durante a gestacdo e amamentacdo (TOFFOLI et al., 2014). E interessante
destacar, que além das diferencas nos parametros avaliados, a dose de AF

utilizada neste referido trabalho foi maior do que a utilizada no presente estudo.

As doses escolhidas de AF e OP foram baseadas em doses
recomendadas para humanos na prevencdo de defeitos no tubo neural fetal
durante o desenvolvimento embrionario ou como suplementacdo. As doses de
FLX, AF e OP, assim como as associacdes utilizadas neste estudo foram
seguras tanto para as maes como para as ninhadas. Os tratamentos
mantiveram os niveis plasmaticos de HCY, que em altas concentracdes pode
causar danos no endotélio, aumentando o risco para doencas cardiovasculares
(SACHDEYV, 2004). Portanto, € possivel sugerir que o OP e o AF, usados em
doses equivalentes as recomendadas a mulheres gravidas sejam seguros para
a funcéo vascular da prole exposta, porém ndo previnem os efeitos adversos

da exposicdo a FLX durante o desenvolvimento.
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6 CONCLUSAO

O presente estudo demonstrou que as associacdes de FLX com OP e
AF ndo corrigiram a hiporreatividade da aorta e o aumento dos niveis
plasmaticos de metabdlitos do NO na prole feminina causada pela exposicéo a
FLX durante a gestacao e a lactacdo. Ainda, que o tratamento isolado com OP
e AF nao interferiu na contracdo da aorta induzida por Fe, assim como nao
alterou os niveis plasmaticos de NO e HCY, sugerindo que a exposicéo a estes
compostos foi segura para a funcao vascular da prole feminina exposta durante

o0 desenvolvimento.
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