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Resumo

A exposicdo a fatores estressantes tem papel importante no desenvolvimento de transtornos depressivos. Os efeitos
deletérios do estresse na neuroplasticidade e a apoptose podem ser acentuados pelo uso crénico de antidepressivos.
Este estudo tem como objetivo avaliar e correlacionar os efeitos e as consequéncias do estresse fisico (EF) associado
ao tratamento de cloridrato de fluoxetina (CF) no volume cerebral e espessura cortical de trés areas cerebrais. Foram
utilizados cérebros de 25 ratos (Rattus norvegicus) machos da linhagem Wistar. Os animais foram divididos em 5
grupos: G1 — grupo controle; G2 - CF e sem EF; G3 - EF porém sem CF; G4 — CF até o dia anterior ao procedimento
cirtrgico (EF) e G5 —CF até 30 dias ap6s o procedimento cirdrgico (EF). Os resultados obtidos mostram que 0s
grupos G3, G4 e G5 tiveram uma reducdo significativa no volume cerebral. Com relagdo a espessura cortical na area
limbica os dados mostram que os grupos G4 e G5 tiveram uma reducéo significativa em relagéo ao G1, assim como 0s
grupos G3, G4 e G5 também apresentaram uma diferenca significativa em relacdo ao G2. Na area sensitiva 0s grupos
G3, G4 e G5 tiveram uma redugéo expressiva quando comparados ao G1; o0 mesmo foi observado para G4 e G5 em
relacdo aos grupos G2 e G3. Ja em relacdo a rea motora observou-se 0 mesmo para 0s grupos G3 e G4 em relagdo ao
G1. Estes dados nos permitem concluir que, o estresse fisico associado ou ndo ao uso cronico de cloridrato de
fluoxetina diminui o volume cortical do cérebro de ratos machos como consequéncia desta reducéo de volume tem-se
uma reducao significativa da densidade cortical das areas limbica, sensitiva e motora.

Palavras-chave: Cortex cerebral; Estresse fisico; Cloridrato de fluoxetina.
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Abstract

Exposure to stressful factors plays an important role in development of depressive disorders. The deleterious effects of
stress on neuroplasticity and apoptosis can be accentuated by chronic use of antidepressants. Thus, this study aims to
evaluate and correlate the effects and consequences of physical stress (PS), associated with the treatment of fluoxetine
hydrochloride (FC), on brain volume and cortical thickness of three brain areas. Brains of 25 male Wistar rats (Rattus
norvegicus) were used. These animals were divided into 5 groups: G1 — control group; G2 — FC and without PS; G3 -
PS but without FC; G4 —FC until the day before surgical procedure (PS); and G5 — Animals treated with FC until 30
days after surgical procedure (PS). The results show that groups G3, G4 and G5 had a significant reduction in brain
volume. Regarding cortical thickness in limbic area, the data show that groups G4 and G5 had a significant reduction
compared to G1, as well as groups G3, G4 and G5 showed a significant difference compared to G2. In the sensitive
area, groups G3, G4 and G5 had a significant reduction when compared to G1; the same was observed for G4 and G5
in relation to groups G2 and G3. In the motor area, a similar result was observed in groups G3 and G4 in relation to
G1. The data allow to conclude that physical stress, associated or not with chronic use of fluoxetine hydrochloride,
decreases the cortical volume of male rats brain and, as a consequence of reduction, there is a significant loss of
cortical density in limbic, sensory and motor areas.

Keywords: Cerebral cortex; Physical stress; Fluoxetine hydrochloride.

Resumen

La exposicion a factores estresantes tiene papel importante en el desarrollo de trastornos depresivos. Los efectos
deletéreos del estrés en la neuroplasticidad y la apoptosis pueden verse acentuados por el uso cronico de
antidepresivos. Ante esto, este estudio tiene por objetivo evaluar y correlacionar los efectos y consecuencias del estrés
fisico (EF) asociado al tratamiento con clorhidrato de fluoxetina (CF) en el volumen cerebral y espesura cortical, de
tres areas cerebrales. Fueron utilizados cerebros de 25 ratas (Rattus novegicus) machos del linaje Wistar. Los
animales, fueron divididos en 5 grupos: G1 — grupo control; G2 — CF y sin EF; G3 — EF, pero sin CF; G4 — CF, hasta
el dia anterior al procedimiento quirargico (EF); G5 — CF, hasta 30 dias después del procedimiento quirargico (EF).
Los resultados obtenidos apuntaron que los grupos G3, G4 y G5 sufrieron reduccion significativa en el volumen
cerebral. En relacion a la espesura cortical en el area limbica, los datos muestran que los grupos G4 y G5 tuvieron una
reduccion significativa en relacion al G1, asi como los grupos G3, G4 y G5, también presentaron una diferencia
significativa en relacion al G2. En el area sensitiva: los grupos G3, G4 y G5, tuvieron una reduccion expresiva,
cuando comparados al G1; lo mismo se observo para G4 y G5 en relacion a los grupos G2 y G3. En el area motora, lo
mismo se observé en los grupos G3 y G4 en relacion al G1. Asi, estos datos nos permiten concluir que: el estrés
fisico, asi como el estrés fisico asociado al uso cronico de clorhidrato de fluoxetina disminuye el volumen cortical del
cerebro de machos de rata. A consecuencia de esta reduccion de volumen, ocurre una reduccion significativa de la
densidad cortical de las areas limbica, sensitiva y motora.

Palabras clave: Corteza cerebral; Estrés fisico; Clorhidrato de fluoxetin.

1. Introducéo

A depressdo ¢ uma patologia com condicao frequente na atualidade devido ao estresse vivenciado no cotidiano da
sociedade, consiste em uma associagdo de nivel alto de incapacitagdo funcional, os principais farmacos utilizados para seu
tratamento sao os inibidores seletivos da recaptacdao de serotonina (IRSR), devida a sua grande procura por profissionais por
apresentarem um menor efeito negativo nos individuos em fase de tratamento e por ser usado em um espago de tempo menor
garantindo um resultado eficiente. Dos farmacos usados a fluoxetina tem um grande destaque (Fleck et al., 2009).

A origem de patologias que acometem o sistema nervoso segundo alguns estudos tem sua origem através de estresses
vivenciados no cotidiano, sendo esse estresse responsavel por coordenar a resposta ao estresse quando um extensor excede um
limite padrdo, gerando assim devida a desordem gerada, uma disfuncéo cognitiva e comportamental de um individuo (Chrouso
& Gold, 1992). Embora haja uma pré disposi¢ao genética para estas fisiopatologias, mas ao incerto, esta relacionada ao sistema
da serotonina (5-HT), na qual a neurotrasmissdo esteja irregular (Firk & Markus, 2006).

O cloridrato de fluoxetina, um farmaco que atua na inibicao e receptagdo de serotonina usado como antidepressivo por
possuir uma vasta caracteristica de atuagdo no tratamento de transtornos adversos, em principio, possui uma grande eficécia
por apresentar meia vida na sua eliminagdo em organismos em um periodo muito menor em comparagao a outros inibidores

seletivos da receptagdo de serotonina (IRSN’s), mas em comparagdo a eficacia, a fluoxetina ndo é tdo atuante como os
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antidepressivos triciclicose outros usados para pacientes deprimidos (Benfiel, Heel & Lewis, 1986; Feighner, 1999; Gingrich
& Hen, 2001; Silva & De, 2008).

Desta forma, este estudo tem como objetivo avaliar e correlacionar os efeitos e as consequéncias do estresse fisico
associado ao tratamento de cloridrato de fluoxetina no volume cerebral e espessura cortical de trés areas cerebrais (motora,

limbica e sensitiva).

2. Metodologia

O material utilizado neste projeto ja faz parte do acervo de amostras do Departamento de Anatomia (DAnat) ICB-
Unifal-MG estando de acordo com os principios éticos de utilizacdo animal tendo sido aprovado pela Comissdo de Etica em
Experimentacdo Animal da Unifal-MG, protocolo n°® 26/2019.

Desta forma, foram utilizados 25 cérebros de ratos (Rattus norvegicus) machos da linhagem Wistar, provenientes do
Biotério da Universidade Federal de Alfenas UNIFAL- MG, os quais foram alojados em caixas contendo trés animais cada

uma, tratados com racdo comercial e 4gua & vontade e mantidos em ciclo de 12 horas claro-escuro.

2.1 Grupos experimentais
Os animais foram divididos em cinco (5) grupos experimentais (n=5) sendo:
G1 - grupo controle; sem medicacao (fluoxetina) e sem estresse fisico (procedimento cirirgico);
G2 — Animais tratados com cloridrato de fluoxetina e sem estresse fisico;
G3 — Animais submetidos a estresse fisico, porém sem fluoxetina;
G4 — Animais tratados com cloridrato de fluoxetina até o dia anterior ao procedimento cirtrgico;

G5 — Animais tratados com cloridrato de fluoxetina até 30 dias ap6s o procedimento cirdrgico.

2.2 Tratamento

O tratamento consistiu na administracdo de 10 mg/kg/dia de cloridrato de fluoxetina (Prozac®), o qual foi diluido em
solugdo fisiologica estéril e administrada via intra-peritoneal (Cuquetto et al., 2012; Fernandes et al., 2012).

Os animais que ndo receberam o cloridrato de fluoxetina também se submeteram a injecdo intra-peritoneal de solugéo
fisiologica estéril, para mimetizar o estresse da aplicagdo e do préprio manejo com animal. O inicio da administragcdo das
substancias foi de sessenta dias antes do procedimento cir(rgico, para que se caracterize o uso crbnico de cloridrato de
fluoxetina. Para os animais do grupo IV, no dia que antecedeu a cirurgia, se encerrou a administracdo da medica¢do. No grupo

V, os animais receberam a fluoxetina até o dia que antecedeu a eutanasia.

2.3 Eutanésia dos animais e coleta das amostras

Os animais foram eutanasiados por meio do anestésico Alotano®, e apds a identificacdo de cada animal, iniciamos, 0
seguinte procedimento: ap6s craniotomia os encéfalos foram inteiramente retirados e identificados, posteriormente lavados em
solucdo fisiologica e fixados em paraformaldeido 4% em tampéo fosfato pH 7,4 0,1M.

Os fragmentos foram processados seguindo-se a sequéncia padronizada nos procedimentos histologicos
convencionais: desidratagdo em alcool, diafanizacdo em xilol e inclusdo em parafina. Cada amostra foi cortada em micr6tomo
Yidi® com espessura de 7um e coradas com violeta cresil. De cada encéfalo foram retiradas amostras em cortes frontais,

seriados e homotipicos para analise da espessura cortical entdo estabelecidas para este estudo.
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2.4 Estimativa da espessura cortical do cérebro

Para obtencdo dos dados morfométricos da espessura cortical do cérebro, adaptamos a metodologia utilizada por
Rowley et al., 2015; Dahnke et al., 2012; Scott e Thacker, 2005; Fischl e Dale, 2000. Para este estudo foram selecionados
cinco (5) cortes de todos os cérebros; destes cinco cortes foram selecionados para andlise aleatdria. Foram mensuradas 6 areas
do cortex cerebral sendo 3 &reas de cada hemisfério cerebral (figura 1). A mensuragdo foi realizada ao microscépio de luz com
aumento de 2.5x. Para a andlise foi utilizado o software Axiovision Rel. 4.8.2 e Axiovision 4 Module InteractiveMensurement
da marca Carl Zeiss.

Figura 1. Fotomicroscopia de cortes frontais de cérebros de rato evidenciando algumas das areas do cortex cerebral que serdo
mensuradas (traco preto). Sendo CC: cortex cerebral, ec: capsula externa, CPu: striatum, ic: capsula interna, cg: cingulo e
fimbrias do hipocampo. Coloragdo violeta cresil. Aumento de 2.5x. Fonte: DAnat, ICB, Unifal-MG.

Fonte: Autores.

2.5 Anélise estatistica

O estudo foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado. A analise estatistica foi realizada por meio de
Anélise de Varidncia (One-Way ANOVA), seguida do teste de comparacGes de médias de Tukey. Utilizamos o software
GraphPadPrism 8 (GraphPad Software, La Jolla, CA, EUA) e foi adotado o nivel de significancia de 5% para todas as

analises.

3. Resultados

Conforme demonstra o gréfico abaixo podemos observar que ndo houve diferencas significativas do G1 (grupo
controle) em relagdo ao grupo G2, ou seja, 0 uso isolado de cloridrato de fluoxetina, porém sem o fator estresse fisico
envolvido ndo reduziu o volume cerebral dos animais destes grupos (Figura 2).

J4 os dados obtidos do G1 diferem de forma significativa em relagdo aos grupos G3 e G4 (p<0,01); animais que foram
submetidos ao estresse fisico e 0 uso do farmaco, até um dia anterior ao procedimento cirirgico, respectivamente levam a uma
reducdo significativa do volume cerebral, 0 que demonstra que s6 o estresse fisico ja é um fator predisponente e pode provocar
danos consideréveis no cérebro.

Porém, os dados mais significativos foram observados entre os grupos G1 em relagdo ao grupo G5 (p<0,001), ou seja,
animais tratados com cloridrato de fluoxetina até 30 dias ap6s o procedimento cirdrgico (estresse fisico) promoveu uma
reducdo significativamente do volume cortical do cérebro.
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Figura 2. O grafico demonstra a diferenca significativa do volume cerebral observado entre os grupos controle (G1) em

relacdo aos demais grupos experimentais. Sendo * (p<0,01) e **(P<0,001).
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Fonte: Autores.

As mensuracfes obtidas em relacdo a densidade do cortex cerebral dizem respeito a espessura cortical de trés areas
cerebrais: limbica, motora e sensitiva.

Ao observar os dados obtidos para cada grupo estudado, onde a area de interesse cortical foi a area limbica, o grafico
(Figura 3) mostra que o grupo de controle (G1) comparado com 0s grupos G2, G3 assim como 0s grupos G4 x G5 ndo se
mostraram ser significativamente diferentes. Ja quando comparado o grupo G1 com os grupos G4 e G5 os dados foram
altamente significativo (p<0,0001).

Quando comparado 0 G2 como 0s demais grupos 0 mesmo se mostrou ser estatisticamente diferentes do G3 (p<0,01)
e altamente significativo do G4 e G5 (p<0,0001). Quando se analisou comparativamente o grupo G3 em relagdo ao G4 e G5
podemos observar uma diferenca estatistica significativa (p<0,05).
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Figura 3. O grafico demonstra a diferencga significativa da espessura cortical da area limbica observado entre os grupos

controle (G1) em relacéo aos demais grupos experimentais. Sendo * e ** (p<0,05) e ***(P<0,01) e **** (p<0,0001).
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Fonte: Autores.

Em relagdo a analise estatistica da area motora (Figura 4), obteve-se os seguintes dados: que o grupo de controle (G1)

comparado com o grupo G2; G2 comparado ao G3 bem como o G4 em relagdo ao G5 ndo se mostraram ser diferentes

significativamente.
Ja quando comparado o grupo G1 com o grupo G3 que mostrou ser diferentes entre si (p<0,005) assim como se

mostrou ser altamente significativo entre os G4 e G5 (p<0,0001).
Quando comparado o G2 como os grupos G4 e G5 mostrando-se ser altamente estatisticamente diferentes (p<0,0001).

Quando analisado comparativamente o grupo G3 em relagdo ao G4 e G5 podemos observar uma diferenca estatistica

significativa (p<0,005).

Figura 4. O grafico demonstra a diferenca significativa da espessura cortical da &rea sensitiva observado entre os grupos

controle (G1) em relacdo aos demais grupos experimentais. Sendo ** e ## (p<0,005) e **** e #### (p<0,0001).
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Fonte: Autores.
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Ao observar os dados obtidos da area motora, o grafico (Figura 5) mostra que o grupo de controle (G1) comparado
com os grupos G2 e G5 assim como 0 G2 com os demais grupos experimentais ndo se mostraram ser significativamente

diferentes. Ja quando comparado o grupo G1 com o grupo G3 e G4 os dados foram significativamente diferentes (p<0,05).

Figura 5. O grafico demonstra a diferenca significativa da espessura cortical da area motora observado entre 0s grupos

controle (G1) em relacdo aos grupos G3 e G4. Sendo * e ** (p<0,05).
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Fonte: Autores.

4. Discusséo

Veena, Rao e Srikumar, 2011 relatam a importancia de novos estudos relacionando a suposta neurogénese envolvida
em alguns protocolos terapéuticos com antidepressivo, ja que dados mostram que a regulagdo do estresse por meio de farmacos
acaba por inibir a regulacdo correta da neurogénese levando inclusive ao acometimento da plasticidade celular do sistema
nervoso central (SNC). Este recente trabalho vem em encontro com as afirmagdes de Veena, Rao e Srikumar, 2011 mostrando
que o uso cronico o antidepressivo, cloridrato de fluoxetina pode, desencadear perda de volume cortical nas areas sensitiva,
motora e limbica, levando a prejuizos somestésicos, comportamentais e fisicos.

A forma a qual cada organismo responde ha administracdo de medicamentos sofre uma varia¢do de um individuo para
0 outro, e isso segundo alguns estudos, tem relagdo direta com a variabilidade genética que é o principal fator de efeitos
benéficos de um determinado farmaco em um individuo ou até mesmo gerar respostas contrarias em outros e isto nao foge dos
farmacos inibidores seletivos da receptagdo de serotonina (IRSR’s) (White, Walline & Barker, 2005). Diante disso, € possivel
sugerir que o uso cronico de cloridrato de fluoxetina associado ou ndo ao estresse fisico desencadeou uma cascata de eventos
negativos nas células nervosas e gliais no cérebro dos animais em estudo, levando a estas respostas contrarias ao esperado
conforme relata White, Walline e Barker, 2005.

Czéh et al., 2007 relata que o uso cronico da fluoxetina pode alterar a proliferacdo celular quando submetido o
individuo ao estresse cronico, afetando ndo somente células neuronais, como as células defesas do SNC, podendo associar &
diminuicdo da espessura cortical devido ao acometimento das células de defesa ndo havendo a neurogenese das mesmas.
Assim sendo, os achados deste trabalho corroboram com os dados obtidos por Czéh et al., 2007 que mostrou uma redugao

expressiva da espessura cortical com o uso cronico de cloridrato de fluoxetina.
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Hwang (2020) e Djordjevic (2012) relatam que o tratamento cronico de fluoxetina pode trazer a morte neuronal por
apoptose por meio da oxidagao por apresentar cobre e demais ions metalicos e alcalinos presentes, dados estes que reafirmam
os dados apresentados neste recente trabalho.

O estresse aplicado a animais geralmente causa efeitos em areas cerebrais tais como hipocampo e cortex pré-frontal
(Bloss et al., 2010; Garate et al., 2013; McAlliste et al., 2015) e uma das alternativas para o tratamento dessas patologias
relacionadas ao estresse fisico é o uso crdnico de antidepressivos, onde estes farmacos tendem a reduzir a apoptose no
hipocampo e aumentar a neurogénese na regido afetada. Porém estudos realizados por Bremner, 2006 e Sousa et al., 2000
mostraram em imagens de ressonancia magnética que, animais tratados com antidepressivos tiveram uma redugao de volume
do hipocampo achados estes que, podem ter relagdo com os dados obtidos neste trabalho tendo em vista que o hipocampo é
uma area que mantem conexdes nervosas diretas com as areas limbica e sensitiva e se, houve uma reducdo expressiva do
volume cortical destas areas é possivel que isso tenha refletido também no hipocampo.

Chrousos e Gold, 1992 relata que o uso de cloridrato de fluoxetina sobre transtornos generalizados bem como, sua
eficacia nos variados tipos de estresse tem suas origens no sistema autdbnomo, porém o uso crénico pode desencadear uma alta
elevacdo na resposta levando a alteragfes tanto comportamentais como também fisicas. Este estudo pode estar de certa forma
relacionado ao presente trabalho, pois as mudangas comportamentais e fisicas descritas pelos autores podem, estar envolvidas
na provavel morte celular e consequente diminuicdo de volume nas areas motora e limbica.

Estudos mostram a agdo dos farmacos antidepressivos como o cloridrato de fluoxetina na neurogénese hipocampal,
como de outras regiGes do encéfalo, porém o uso crdnico e a pausa no tratamento podem impedir a resposta de acdo de
farmacos. Testes feitos em camundongos insensiveis ao receptor da serotonina mostra que a neurogénese é bloqueada quando
ocorre retomada ao tratamento ou mesmo quando o uso deste farmaco se faz por um periodo prolongado (Santarelli et al.,
2003; Oquendo et al., 2013; Bosman et al., 2018). Os dados apresentados pelos autores podem ter relagdo com as areas limbica
e sensitiva encontradas neste recente trabalho, pois estas areas mantém conexdes nervosas diretas entre si assim sendo, 0 uUso
crénico do farmaco cloridrato de fluoxetina associado ou ndo ao estresse fisico, pode ter desencadeado a morte neuronal nestas
areas interferindo inclusive na neurogénese hipocampal.

A partir da observacdo de algumas condi¢des neuropsiquiatricas, 0s neurocientistas suspeitaram de uma influéncia
mais direta da emocdo no movimento. Na depressao, por exemplo, a reducdo do movimento fisico € um sintoma tipico, quase
sempre relacionado ao processamento emocional corrompido e & motivagéo reduzida. Especificamente, ha evidéncias de que as
informacdes limbicas afetam os circuitos motores provavelmente pela modulacdo da conexdo entre o nicleo estriado ventral
(nacleo da base) e o cortex motor, através da via nigro-talamica (Aoki et al., 2019; Beatty & Janelle, 2020). Em uma outra
pesquisa, demonstrou-se que as emogdes sdo capazes de modular o feedback dos nossos musculos, o que implica em
consequéncias diretas para a nossa consciéncia corporal e prontiddo para reagir a situacdes emocionais. No caso, tristeza
fizeram com que esses fusos respondessem de maneira diferente ao movimento (Ackerley et al., 2017; Wulf & Lewthwaite
2016). Diante dos achados obtidos neste recente trabalho e os dados obtidos pelos autores citados fica claro que, algumas
doencas neuropsiquiatricas ou mesmo uso farmacos de forma cronica afetam diretamente 0s circuitos motores em

consequéncia das interferéncias sobre o sistema limbico.

5. Concluséao

Estes dados nos permitem concluir que, o estresse fisico isoladamente assim como o estresse fisico associado ao uso
cronico de cloridrato de fluoxetina diminui o volume cortical do cérebro de ratos machos como consequéncia desta reducdo de
volume tem-se uma reducdo expressiva da densidade cortical das areas limbica, sensitiva e motora levando a prejuizos

somestésicos, comportamentais e fisicos nos usuarios destes farmacos.
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Pelo fato do Cloridrato de fluoxetina ser um farmaco frequentemente utilizado sugere-se que, outras areas corticais e

subcorticais sejam estudadas para analisar os possiveis efeitos deletérios também nestas areas.
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