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RESUMO

LEAL, J.C. Efeitos do tratamento subcrénico com fluoxetina sobre os
comportamentos e parametros oxidativos de ratos submetidos ao exercicio
fisico exaustivo. 2017, 109 f. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Farmécia,
Universidade Federal do Para, 2017.

A fluoxetina € um farmaco antidepressivo da classe dos inibidores seletivos
da recaptacao da serotonina, sua utilizacdo pode ser uma alternativa terapéutica na
reversao ou reducdo das alteracdes causadas pela baixa atividade serotonérgica.
O aumento dos niveis serotonérgicos também pode ser induzido pelo exercicio
fisico regular, nesse sentido, j& sdo bem relatados os beneficios a saude e a
prevencdo de doencas que esse tipo exercicio promove. Entretanto, quando o
exercicio € praticado exaustivamente pode induzir a aumento do estresse oxidativo
e alteracdes no comportamento emocional em humanos e animais experimentais.
Com isso, 0 objetivo desse trabalho foi avaliar os efeitos do tratamento subcronico
com fluoxetina sobre os comportamento e parametros oxidativos em ratos
submetidos ao exercicio fisico exaustivo no nado forgcado. Para isso, ratos machos
adultos da linhagem Wistar foram divididos em animais sedentérios e 0s expostos
ao exercicio fisico exaustivo que foram tratados subcronicamente com as seguintes
substancias fluoxetina 10mg/Kg/dia (NaCl, 0,9%) e solucéo salina ambos pela via;
i.p por 7 dias. Apo6s 30 minutos da intoxicacdo os animais foram individualmente
expostos ao exercicio fisico exaustivo durante 20 minutos. No oitavo dia de
experimento, foram realizados o teste de campo aberto (TCA) e o labirinto em cruz
elevado (LCE) para avaliacdo da locomocao espontanea e do comportamento
semelhante a ansiedade respectivamente. Em seguida, os animais foram
autanasiados e foram coletados o sangue, figado e cérebro para determinacédo dos
niveis de GSH, TEAC, NO e MDA. Os resultados obtidos, os animais tratados com
a fluoxetina associado ao exercicio fisico exaustivo apresentaram reducdo na
locomocéao causada pelo estresse emocional no TCA e redu¢cdo no comportamento
semelhante a ansiedade no LCE. Quanto aos parametros do estresse oxidativo, a
fluoxetina associada a préatica de exercicio fisico exaustivo, de maneira geral,
induziu estresse oxidativo no organismo, principalmente no sangue e figado destes
animais, com reducéo dos niveis de GSH e TEAC e aumento dos niveis de NO e
MDA. Por outro lado, no cérebro, o tratamento com fluoxetina mostrou efeito
protetor sobre o estresse oxidativo, com reducdo nos niveis de NO e MDA e
aumento em fatores antioxidantes. Diante os dados, conclui-se que a fluoxetina
associada ao exercicio fisico exaustivo apresenta atividade de efeito dual em
relacdo ao comportamento e ao balango oxidativo, reduzindo a locomogéo e
aumentando o efeito ansiolitico, demonstrando efeitos antioxidantes ou pro-
oxidantes dependendo do tecido ou 6rgéo avaliado.

Palavras-chave: Ansiedade; Comportamento; Estresse oxidativo; Exercicio fisico

exaustivo; Fluoxetina; Serotonina.



ABSTRACT

LEAL, J.C. Effects of subchronic treatment with fluoxetine on the behavior and
oxidative parameters of rats submitted to exhaustive physical exercise. 2017,
109 f. Dissertation (Master degree) - Faculty of Pharmacy, Federal University of
Para, 2017.

Fluoxetine is an antidepressant drug of the selective serotonin reuptake inhibitor
class, its use may be a therapeutic alternative in reversing or reducing the changes
caused by low serotonergic activity. The increase in serotonergic levels can also be
induced by regular physical exercise, in that sense, the health benefits and the
prevention of diseases that this type of exercise are promoted are already well
reported. However, when exercise is practiced exhaustively it may induce increased
oxidative stress and changes in emotional behavior in humans and experimental
animals. Therefore, the objective of this study was to evaluate the effects of
subchronic treatment with fluoxetine on the behavior and oxidative parameters in
rats submitted to exhaustive physical exercise in forced swimming. Therefore, adult
male rats of Wistar strain were divided into sedentary animals and exposed to
exhaustive exercise subcronically that were treated with fluoxetine 10 mg / kg / day
(NaCl 0.9%) and saline either via i.p. for 7 days. After 30 minutes of intoxication the
animals were individually exposed to exhaustive physical exercise for 20 minutes.
On the eighth day of the experiment, the open field test (TCA) and the high cross
labyrinth (LCE) were performed to evaluate spontaneous locomotion and anxiety -
like behavior, respectively. The animals were then authanized and blood, liver and
brain were collected for determination of GSH, TEAC, NO, and MDA levels. The
results obtained, the animals treated with fluoxetine associated to exhaustive
physical exercise showed reduction in the locomotion caused by the emotional
stress in the ACT and reduction in the behavior similar to the anxiety in the LCE.
Regarding the parameters of oxidative stress, fluoxetine associated with the
practice of exhaustive physical exercise, in general, induced oxidative stress in the
organism, mainly in the blood and liver of these animals, with reduction of the levels
of GSH and TEAC and increase of levels of NO and MDA. On the other hand, in the
brain, treatment with fluoxetine showed protective effect on oxidative stress, with
reduction in NO and MDA levels and increase in antioxidant factors. On the data, it
is concluded that fluoxetine associated with exhaustive exercise has dual effect of
activity in relation to neurobehavioral and oxidative balance, reducing movement
and increasing the anxiolytic effect, demonstrating antioxidant or pro-oxidant
depending on the tissue or organ evaluated.

Key words: Anxiety; Behavior; Oxidative stress; Exhaustive physical exercise;
Fluoxetine; Serotonin.
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1. INTRODUCAO

A fluoxetina é um farmaco antidepressivo pertencente a classe dos inibidores
seletivos da recaptacdo da serotonina (ISRS). Na década 70, Wong et al. (1974)
demonstraram que este farmaco apresentava um grande potencial no tratamento da
depresséo, agindo especificamente sobre 0 mecanismo dependente da serotonina,
por meio da inibicdo da sua proteina de recaptacdo (WONG et al. 2005; JACOBSEN
et al. 2012). A reducdo nos niveis deste neurotransmissor do sistema nervoso
central (SNC) parece estd associado a alteracbes comportamentos, incluindo
comportamento sexual, alimentacéo, regulacdo do peso corporal, ansiedade e entre
outros (CIRANNA e CATANIA, 2014).

O aumento dos niveis da serotonina eleva suas a¢des em diversos receptores
serotonérgico nas regides do SNC. Sendo assim, a fluoxetina vem sendo utilizada
como alternativa terapéutica que pode reverter ou reduzir alteracdes causadas pela
baixa atividade serotonérgica (WONG et al. 2005). Além da utilizacdo de
medicamentos, o exercicio fisico regular também é considerado um indutor do
aumento dos niveis serotonérgicos (BECKMAN e SANTOS, 2013). Os beneficios a
saude e a prevencdo de doencas que o exercicio fisico regular promovidos, ja sédo
bem relatados, entretanto, quando praticado exaustivamente, induz o aumento da
producdo de radicais livres, em razdo ao consumo elevado de oxigénio, resultante
da demanda energética, promovendo assim, 0 estresse oxidativo (SASTRE et al.
1992).

Portanto, tanto o exercicio fisico quanto o tratamento com a fluoxetina séo
capazes de ativar o sistema serotoninérgico. Alguns estudos mostraram que a
fluoxetina € um forte indutor do estresse oxidativo, assim como outros estudos a
relacionam a sua acdo antioxidante (KHANZODE et al. 2003; ZAFIR et al. 2009;
AHMAD et al. 2010; MORETTI et al. 2012; STEPNIAK, 2011). Desta forma, ha
necessidade da investigacdo da interacdo dos efeitos da fluoxetina associada ao
exercicio fisico exaustivo sobre a atividade locomotora espontédnea, o

comportamento semelhante a ansiedade e no balango oxidativo em modelo animal.



2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Exercicio fisico: caracteristicas gerais

O exercicio fisico € conceituado como toda atividade fisica planejada,
estruturada e repetitiva (CASPERSEN et al. 1985). Durante sua execucéo,
normalmente, ocorrem trés sistemas de transferéncia de energia, tais como: o
sistema fosfagénio de creatina (ATP-CP), o sistema glicolitico ou do acido lactico e o
aerébico (MCARDLE et al. 2008). A prética do exercicio fisico € uma condi¢do que
leva a um aumento das exigéncias de diversos sistemas organicos, ativando
mecanismos de mobilizacdo de substratos energéticos. Nessa situa¢do, o organismo
passa a se adaptar a estimulos, fisiolégicos, morfolégicos e funcionais. O
desempenho desta préatica esta associado com biossistemas transformadores de
energia quimica em energia mecéanica e com a sintese de ATP (adenosina trifosfato)
nos musculos esqueléticos por vias aerdbicas, latica e glicolitica (KORZENIEWSKI e
ZOLADZ, 2006).

Existem trés tipos de vias de ressintese de ATP, tais como: anaerdbica que
pode ser alatica (auséncia de acido latico como produto final), que ocorre quando o
exercicio fisico € praticado rapidamente, esta via sofre a hidrélise da creatina-
fosfato, cuja quebra de ligacdes libera energia gerada pela fragmentacdo dos
fosfatos armazenados nos musculos, que € utilizada na contracdo muscular
(MCARDLE et al. 2008). A medida que o exercicio fisico continua a maior parte da
energia ainda é gerada através das vias anaerébicas, no sistema de energia em
curto prazo. A segunda via de ressintese € anaerobica latica, neste sistema ocorre a
glicdlise com formacao subsequente de &cido lactico (CHAMPE et al. 2006). Com
aumento do tempo de exercicio, a demanda energética € gerada pela terceira via, a
aerobica que envolve a via glicolitica, formando acido piravico que passa pela
mitocondria, ciclo de Krebs e cadeia respiratéria (CHAMPE et al. 2006; PEREIRA et
al. 2004). Durante a pratica de exercicio fisico, essas trés vias sdo estimuladas
simultaneamente e a intensidade e duracdo do exercicio define qual das vias tera

maior participagéo no processo (MCARDLE et al. 2008).
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O exercicio fisico quando praticado regulamente apresenta efeitos benéficos
em relacdo a saude, tais como: estimulacdo do sistema imunoldgico; acao direta no
gasto calorico e na manutencao do metabolismo; na perda de peso, além de retardar
0 envelhecimento e prevenir o desenvolvimento de doencas cronicas degenerativas,
que podem ser causadas pelo sedentarismo (MOTA, 2010; SILVA, ET AL. 2010).
Além disso, esta pratica apresenta acdo no SNC através da manutencdo da
integridade cerebral, produzindo angiogénese e aumentando a densidade das
conexdes dendriticas (PYSH e WEISS, 1979; GAO et al. 2014
JACOTTESIMANCAS et al. 2015), assim como melhora o aprendizado e memoéria
(RADAK et al. 2001).

Por outro lado estudos relatam que a pratica de exercicio exaustivo provoca o
estresse oxidativo em animais e humanos, possivelmente relacionado com aumento
do consumo de oxigénio e do metabolismo das mitocondrias, induzindo assim, a
elevacao da producgéo de radicais livres provocando fadiga e lesdes teciduais. Os
possiveis fatores relacionados com aumento da peroxidacéo lipidica, causados pelo
exercicio sao intensidade, nivel de aptiddo fisica, antioxidante, o tecido e
alimentacdo (MIYAZAKI, et al. 2001). Nesse contexto, a pratica de exercicio fisico
também pode atuar favoravelmente no sistema serotonérgico (WANG et al. 2013),
pois h& relatos de que aumento da serotonina no SNC pode ser utilizado como
terapia em algumas condicfes patolégicas como, depresséo, ansiedade e aumento
da saciedade em humanos e ratos (LESCH, BENGEL et al. 1996).

2.2 Serotonina ou 5-hidroxitriptamina (5-HT)

A serotonina ou 5-hidroxitriptamina (5-HT) € um neurotransmissor conhecido
desde 1930 descrito por Ersparmer, que comecou a estudar a distribuicdo de um
tipo celular chamado células enterocromafins, que se coravam com reagente para
inddis. Durante esse estudo, mostrou-se que as maiores concentracdes dessa
substancia se encontravam na mucosa gastrointestinal, em seguida nas plaquetas e
menor quantidade no SNC (ERSPAMER, 1986).
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A 5-HT é uma monoamina e bioquimicamente pode ser sintetizada por duas
etapas a partir do aminoacido essencial triptofano. A primeira etapa da sintese pode
ser realizada por duas enzimas diferentes a triptofanohidroxilase (TPH) 1 e 2. A
enzima TPH1 é encontrada na glandula pineal e nas células enterocromafins do
intestino que é responséavel por sintetizar a maior parte da serotonina encontrada no
organismo (COTE et al. 2007). A TPH, € limitada aos neurdnios do sistema nervoso
entérico e aos neurénios do SNC que estdo presente em nove nucleos situados nas
regides da linha media (rafe) da ponte e no tronco cerebral superior (ERSPAMER,
1954; HOYER et al. 2002). Na primeira etapa da sintese, o aminoécido triptofano é
hidroxilado pela enzima TPH; ou TPH, produzindo o produto 5-hidroxitriptofano (5-
HTT). Em seguida, o 5-hidroxitriptofano € descarboxilado pela triptofano

descarboxilase formando a serotonina (figura 1) (CLARK et al. 1954).

HO» . .
| CH;—CH,NH, 5-Hidroxi-
triptamina
M (serotonina)

co,
Descarboxilase

HO —_— — . .
] CH; 'i"' COOH 5-Hidroxi-
N NH, triptofanao

T Triptofano hidroxilase

CH; CH — CO0OH .
| | Triptofano
M NH,

Figura 1. Sintese da serotonina: Triptofano-(Hidroxilase-triptofano)-5-Hidroxitriptofano
(5- HTT) -(Descarboxilase) -5-Hidroxitriptamina (Serotonina).
Fonte: COELHO et al. (2013).

ApoOs sua sintese, a serotonina € armazenada em vesicula nos locais de sua
producdo e a liberacdo ocorre por meio de estimulos como, impulsos nervosos
(figura 2). As diversas agOes desse neurotransmissor estao relacionadas com sua

interacdo com diferentes subtipos de receptores, pois estes subtipos apresentam
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distribuicdes especifica no SNC e medeiam diversos efeitos comportamentais
(PAZOS et al. 1985; WHITAKER-AZMITIA et al. 1990).

Os subtipos de receptores sao classificados de acordo com suas
propriedades farmacologicas (HOYER e CLARKE et al. 1994). Os receptores sao
denominados de 5-HT; a 5-HT; e sé&o divididos em 14 subfamilias diferentes. Dos 7
receptores conhecidos nos dias atuais, apenas os 5-HT1.4 possuem suas fungdes
definidas (quadro 01). Os tipos e subtipos de receptores da 5-HT estdo acoplados a
diferentes mecanismos de sinalizacdo. O 5-HT;, 5-HT, e 5-HT,7 sdo membros da
familia de receptores acoplados a proteina G, também chamados de
metabotropicos. Enquanto o receptor 5-HT3 é ionotropicos, sendo capaz de atuar
como canal idnico mediado por ligantes, controlando o Na® e o K* (HOYER e
CLARKE et al. 1994; HOYER e HANNON et al. 2002).

Quando 1- Principais localizacdes e fun¢des dos receptores 5-HT; 4

Receptores Localizagao Principais fungdes
5-HT; Cértex, hipocampo e Autorreceptor, vasoconstritor e
amigdala comportamentos (fome, sono, ansiedade);
5-HT, Sangue, estbmagos, Aglutinacdo, contracao e excitacao;

hipocampo e intestino

5-HT3 Centro emético e nervos Excitacdo neuronal e émese;
entéricos
5-HT,4 SNC e musculo liso Excitacdo do trato gastrointestinal.

Fonte: HOYER e CLARKE et al. 1994; HOYER e HANNON et al. 2002.

As acOes da 5-HT podem ser encerradas por sua recaptura da fenda
sindptica pelas proteinas transportadoras localizadas na membrana de neurbnios
pré-sinapticos, (WONG E BYMASTER, 1995). Apds a sua recaptacdo, ocorre a
degradacéo por meio da desaminacdo oxidativa pela enzima monoaminoxidase
(MAO), que esta localizada na membrana das mitocondrias. Existem dois tipos de
MAO (A e B), a MAO-A que metaboliza preferencialmente a 5-HT e a NE
(norepinefrina) encefalica, a MAO-B que tem acdo sobre a 5-HT periférica

(plaquetas, células enterocromafins) (SANDLER et al. 1981).
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Vesiculas com
serotonina

Juncdo
sinaptica

Célula alvo

Figura 2. Esquema da neurotransmissdo serotonérgica. 1- Sintese da 5-HT a partir do
triptofano; 2- Armazenamento da 5-HT em vesiculas; 3- Juncdo das vesiculas e liberacéo da
5-HT pelos neurdnios pré-sinapticos; 4- Acao da 5-HT sobre seus receptores; 5- Recaptacao
da 5-HT bomba de recaptagédo; 6- Degradacéo da 5-HT pela enzima MAO.

Fonte:Google imagem. Disponivel em:
http://www.completehealthdallas.com/sitebuilder/images/serotonin_in_synapse2 602x597.jpg

A baixa concentracdo da 5-HT no SNC parece estar associada ao
funcionamento inadequado do sistema motor (HARRIS-WARRICK e COHEN 1985),
dos ciclos de sono e vigilia (STRECKER e THAKKAR et al. 1999), a regulacéo do
apetite, do peso corporal e da temperatura (HALFORD e BLUNDELL 1996). Além
disso, pode levar a varios comportamentos envolvendo agressividade (ARANGO e
HUANG et al. 2003), transtornos afetivos, transtorno obsessivo compulsivo (TOC),
problemas de locomocéo, alcoolismo, depressao e ansiedade (LESCH et al. 1996;
AKIMOVA et al. 2009).

2.2.1 Ansiedade

A ansiedade é considerada um estado emocional transitorio representando a
resposta a percepcdo de uma situagdo ameacadora, constituida por elementos

emocionais/comportamentais e fisioldgicos. No contexto emocional, o individuo pode
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apresentar sensacao de medo, inseguranga, aumento na resposta de vigilia ou
alerta (NUTT, 1990). Em relagéo ao fisiologico, este processo € uma condi¢cdo do
funcionamento cerebral em que acontece ativacdo do eixo hipotalamo-hipofise-
adrenal (HPA), gerando sintomas neurovegetativos tais como: insbnia, taquicardia,
palidez, aumento da respiracdo, tensdo muscular, tremor, tontura e desordens
intestinais (MACKENZIE, 1989; GIUNTINI, 2006). As disfuncbes da ansiedade
podem ocorrer tanto em situa¢cdes normais quanto em processos patolégicos (NUTT,
1984; PRATT, 1992).

Diversas vias de neurotransmissdo estdo envolvidas no mecanismo de
mediacdo da ansiedade, principalmente os sistemas serotonérgico e gabaérgico,
assim como os dopaminergicos e neuropeptidicos (BERNIK, 1999; GRAEFF e
GUIMARAES, 2000). A acdo do GABA na ansiedade ¢ sustentado em razdo da
eficacia dos benzodiazepinicos na diminuicdo da mesma, comprovado a partir do
estudo dos mecanismos de acdo dos benzodiazepinicos, em 1960 (SILVA, 2001). O
GABA por ser um neurotransmissor encontrado em todo o SNC desempenha agéo
inibitéria sobre neurdnios serotoninérgicos dos nucleos dorsais da rafe, na MCPAd
(matéria cinzenta periaquedutal dorsal) e no sistema extrapiramidal, garantido assim,
a acdo moderada do SNC (GORENSTEIN e POMPEIA, 1999).

A serotonina exerce uma funcdo complexa e pouco elucidada na ansiedade,
contudo, € considerada fundamental, exercendo acédo tanto estimulatéria quanto
inibitéria (GRAEFF e HETEM 2004). Com isso, o papel da serotonina na ansiedade
parede ser dubio, entretanto em sinais de perigo estimulam o sistema de defesa por
meio da amigdala e ativam neurdnios serotonérgicos situados nos ndcleos dorsais
da rafe que se projetam a amigdala e MCPAd (GRAEFF, 2001). Sendo assim, é de
grande importancia avaliar os efeitos comportamentais de farmacos como a
fluoxetina, que podem reverter ou reduzir a ansiedade (HAMON E BOURGOIN
2006; RACAGNI e POPOLI, 2010).
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2.3 Fluoxetina

A fluoxetina faz parte dos ISRS (figura 3) e foi descrita pela primeira vez por
Eli Lilly na forma de cloridrato (WONG et al. 1974), quando surgiu a hipotese de que
0 aumento da 5-HT era fundamental no tratamento da depressao. Entéo a partir do
ano de 1972, foi identificada e denominada de fluoxetina (WONG et al. 1995). Em
1987, o US Food and Drug Administration (FDA) aprovou com o nome comercial
Prozac, em 1994 aceitou outros usos clinicos como: no tratamento de TOC e de
bulimia nervosa (WONG et al. 1995). As suas principais indicacdes sao: tratamento
da depressao associada ou ndo a ansiedade, bulimia nervosa, TOC e transtorno
disforico pré-menstrual (TDPM), incluindo tensdo pré-menstrual (TPM), irritabilidade
e disforia (mal-estar provocado pela ansiedade) HAMON E BOURGOIN 2006;
RACAGNI e POPOLI, 2010).

S-HT

=== SSRI (eg citalopram) nerve terminal

MAO S-HT1B
autoreceptor
mitochondria
)

=
cOoMT

& 5
S-HT
comMmT re-uptake

transporter

synaptic
cleft 5-HT receptor

Figura 3. Esquema dos ISRS inibindo a recaptagdo da serotonina.
Fonte: Google imagem. Disponivel em: http://knowmental.com/neurotransmitters/

Atualmente, a fluoxetina possui duas formas farmacéuticas, a capsula e a
solugédo, ambas administradas por via oral. As dosagens seguras e recomendas pela
empresa farmacéutica Eli lilly sdo: Depressdo e TDPM de 20 mg/dia; Bulimia
Nervosa 60 mg/dia e TOC 20 mg/dia a 60 mg/dia (MERGEL, 2011). A fluoxetina é
sintetizada e comercializada como cloridrato de fluoxetina, que é uma mistura

racémica de enantibmeros R- e S- em quantidades iguais, e ambos apresentam
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atividade bioldgica. A R-fluoxetina apresenta um menor risco de efeitos adversos e

de interacdes entre farmacos e a S-fluoxetina é eliminado mais lentamente, sendo

gue seu metabolito mais ativo € norfluoxetina (OWENS et al. 2001).

Quadro 2 — Caracteristicas fisico-quimica da fluoxetina

Nome IUPAC: N-metil-3-fenil-3-[4-(trifluorometil)fenoxi]propano-1-amina
Formula molecular: C17H1sFsNO
0
Formula estrutural:
F.C
Peso molecular: 309.32613g/mol
Cor e forma: Pé branco cristalino ou quase branco
Ponto de fus&o: 158,4 °C e 158,9 °C
Ligeiramente solavel em agua, facilmente sollavel em etanol,
Solubilidade praticamente insolGvel em éter etilico.

Fonte: OWENS et al. 2001; FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010.

2.3.1 Mecanismo de acao

O mecanismo de ac¢éo da fluoxetina ocorre por meio da inibicdo da proteina

SERT (transportador de serotonina neuronal) (figura 4 B), também conhecida como

bomba de recaptacdo ciclica. Esta proteina transporta 5-HT de volta para os

neurdbnios serotonérgico pré-sindpticos apds a liberacdo desse neurotransmissor
(figura 4 A) (HIEMKE e HARTTER 2000; QU et al. 2009). Com isso, a fluoxetina
inibe o processo de recaptacéo da 5-HT, que eleva o nivel de serotonina nas fendas
sinaptica (GOODNICK e GOLDSTEIN, 1998). Desta forma, a maior disponibilidade e

guantidade de serotonina nas sinapses estimulam a ag&o de subtipos de receptores
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pés-sinapticos da 5-HT, assim como receptores dos terminais somatodendritico e
pré-sinapticos que regulam atividades serotonérgicas e a liberacdo de serotonina
(GOODNICK e GOLDSTEIN, 1998).
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Figura 4. Mecanismo de a¢do da fluoxetina. Painel A. mostra o local de acdo da fluoxetina
e a sintese, liberacdo, bloqueio, recaptacdo e degradacédo na fenda sinptica entre dois
neurdnios. Painel B mostra bloqueio da proteina SERT responséavel pela recaptacdo da
serotonina. Triptofano (TRP), serotonina (5-HTP), receptores de serotonina (5-HTR),
transportador de serotonina (SERT) monoamina oxidase (MAO).

Fonte: MINNEMAN, (2006);

Google imagem. Disponivel em: https://commons.wikimedia.org/wiki/File:5-HT_Neuron.svg

Parte desse aumento da 5-HT pode ser benéfica para o organismo e
responsavel por varias acfes terapéuticas, inclusive no tratamento da depressao,
visto que as atividades do 5H;a podem controlar as saidas de 5-HT de cada via
serotonérgica (NEMEROFF e WENS, 2009; AKIMOVA et al. 2009). Este subtipo de
receptor também estd envolvido na regulacdo da temperatura, do humor e da
ansiedade (PAZOS e PALACIOS, 1985). Por outro lado, a fluoxetina também pode
provocar o aumento dos niveis de 5-HT em outras vias, em especial nos receptores
5-HT,a2c € 5-HT3, causando efeitos secundarios indesejaveis, tais como aumento da

ansiedade e alteragcbes no sono.

Segundo Stephen (1997), o recepto 5TH»a pode ser responsavel por outras
vias serotonérgicas, como no centro do sono na base do cérebro, provocando assim
alteragcbes com interrupcdo abruptas nas ondas lenta do sono e aumento

despertares noturnos e sonoléncia durante ao dia. Os 5-HT,x que sdo projetados da
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rafe para o centro dos géanglios, geram acatisia, que € o aumento da agitacdo e
alteracdo motora (STEPHEN, 1997; ZHENG, 2009). Os neurbnios serotonérgicos da
rafe se projetam para a medula espinhal que interagem com receptores 5-THyc €
neurdénios que regulam a funcéo sexual (SCHREIBER e DE VRY, 1993). Quando a
5-HT est4 aumenta nessa via pode provocar disfuncdo sexual como retardo na
ejaculacdo e no orgasmo. O 5-TH,c também parece estar relacionado com o

comportamento alimentar e o humor (HEISLER et al. 2002).

Sintomas gastrointestinais também fazem parte dos efeitos secundarios da
fluoxetina, mediado pelo aumento da 5-HT no centro do vémito, na base do cérebro
e na via serotonérgica, sendo que a sua projecao para a rafe e hipotdlamo pode
mediar perda de apetite, provocar nausea e até vomitos (GRAEF, 1993). A ativacao
dos receptores 5-HT; desencadeia uma despolarizacdo rapidamente
dessensibilizante, mediada pela regulacéo de cations. Esses receptores se localizam
nas terminacdes parassimpaticas do TGl (trato gastrointestinal) podendo provocar
diarreia e colicas quando séo ativados (HEISLER et al. 2002; STEPHEN, 1997).

2.3.2 Farmacocinética

A fluoxetina é altamente seletiva provocando poucos efeitos adversos quando
comparada com a classe dos medicamentos triciclicos. Este farmaco é bem
absorvido oralmente e sofre um menor efeito do metabolismo de primeira passagem,
assim como maior tolerabilidade. As concentragBes maximas no plasma ocorrem
depois de aproximadamente 6 a 8 horas de uma dose inicial, (ALTAMURA, et al.
1994). Este medicamento possui carater lipofilico, € um potente inibidor proteico, se
liga fortemente a 94% de proteinas plasméaticas. Além disso, tem ampla distribuicdo
e sdo capazes de deslocar outros farmacos (EMSLIE e JUDGE, 2000).

De maneira geral, a fluoxetina reduz seu metabolismo por acao inibitéria
dose-dependente das isoenzimas do citocromo P450 (FULLER e WONG, 1987), o
gue pode necessitar do aumento da dose administrada, assim, como na meia-vida e
efeitos colaterais (KIM et al. 2003). Nesse sentido, este farmaco € metabolizado no

figado por varias enzimas da CYP450 e inibe CYP2D6 e 2C9 acentuadamente,
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2C19 de forma moderada e 3A4 de forma leve. Sua molécula original é convertida
pela CYP2D6 em um metabolito mais ativo chamado norfluoxetina, que é mais
potente do que a fluoxetina na inibicdo de 2C19, 2D6 (TRELUYER e JACQZ-
AIGRAIN et al. 1991).

A fluoxetina possui um tempo de meia vida plasmatica de aproximadamente 53
horas e seu metabolito norfluoxetina de 240 horas, ambos sdo seletivos da
serotonina. Aproximadamente 2,5% da excrecdo da fluoxetina e dos seus
metabolitos ocorrem pela via renal (urina), sendo que menos de 10% da fluoxetina
nao metabolizada (HIEMKE e HARTTER, 2000).

Quadro 3 — Principais caracteristicas farmacocinéticas da fluoxetina

Parédmetros Fluoxetina
Absorc¢éo Bem absorvida oralmente
Biodisponibilidade absoluta Nao conhecido, porém absorgéo = 80% da dose
Ligacé@o plasmatica 94%
Depuragcdo mL/min/Kg 9,6 £6,9

Tempo p/ conc. maxima Entre 6 a 8 horas

Concentragdo maxima 200-531 ng/mL
Estado equilibrio Alcancgado apds doses continua em 4 a 6 semanas
Biotransformagéo Metabolizada no figado em norfluoxetina

1/2 de eliminacéo (dias) Fluoxetina entre 4 a 6 e norfluoxetina entre 4 a 16
Excrecéo urinaria <2,5%

Fonte: HIEMKE e HARTTER, 2000; TRELUYER e JACQZ-AIGRAIN, et al. 1991.

2.4 Estresse oxidativo

O termo estresse oxidativo foi originalmente definido para conceituar um
distarbio no equilibrio pré-oxidante-antioxidante, favorecendo os oxidantes (SIES
1985). No entanto, atualmente a definicho mais recente do estresse oxidativo,
descreve como um desequilibrio entre oxidantes e antioxidantes em beneficio dos
oxidantes, que conduz altera¢cdes na sinalizacdo redox, levando a lesdo molecular
(SIES e JONES, 2007; SIES, 2015). Além disso, o estresse oxidativo também é

definido como resultado de alteragbes nas defesas antioxidantes ou sistemas de
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reparacao quando ocorrem alteracdes nos tecidos ou lesbes (BURHANS e HEINTZ
2009; JONES 2008). Nesse contexto, a lesdo esta relacionada a qualquer alteragédo
em funcbes essenciais ou viabilidade de uma célula, tecido ou organismo, podendo
levar a morte celular (BURSCH et al. 1992).

2.4.1 Espécies reativas de oxigénio (EROS) e nitrogénio (ERNS) e radicais
livres

As espécies reativas de oxigénio (EROS) e de nitrogénio (ERNs) sao atomos
ou moléculas que contém um numero impar de elétrons em sua Ultima camada
eletrbnica. EROS e ERNS sédo encontradas em todos os sistemas bioldgicos, neste
grupo estdo inclusos os radicais livres (HALLIWELL, 2006; VASCONCELOS et al.
2007). Os radicais livres se referem a um atomo ou molécula altamente reativas e
instaveis (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1990; JAMES e LARS-OLIVER, 2015), que
sdo gerados a partir do metabolismo aerdbico normal, bem como por reacdes

anormais ocasionadas por alguma doenca ou xenobiéticos (SIES, 1986).

Alguns exemplos de EROs considerados radicais livres sao: radical
superoxido (0;7), o6xido nitrico (NO’) e radical hidroxil (OH). Também sé&o
considerados com radicais livres, os metais de transicdo como ferro, cobre,
manganés e o oxigénio molecular por possuir dois elétrons ndo pareados localizados
em diferentes orbitais e que possuem o mesmo numero de spin (HALLIWELL e
GUTTERIDGE, 1984). Entretanto, as EROs também podem ser moléculas nao-
radicalares como peroxinitrito (ONOOQO) e perdxido de hidrogénio (H20,).

Em situacdes fisiologicas, as EROs podem ser produzidos durante o
metabolismo celular aerdbio, visto que, geralmente cerca de 95 a 98% do oxigénio &
absorvido pelos organismos aerdbicos. Durante este processo de producdo, o
oxigénio é reduzido formando &gua na cadeia respiratdria por meio do transporte de
elétrons mitocondrial, bem como no reticulo endoplasmatico, pelo sistema
enzimatico citocromo C durante o processo de fosforilagdo oxidativa (FERREIRA et

al. 1997). No decorrer da formacédo da agua, entre 2 a 5% de oxigénio molecular
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sofre reducdo incompleta, originando intermediarios reativos, tais como o radical

superoxido (O27), hidroperoxil (HO2"), hidroxil (OH) e peréxido de hidrogénio (H,05).

As EROs podem ser geradas por outros processos, tais como: fagocitose,
ativacdo de leucocitos e a metabolizacdo de determinadas drogas (HALLIWELL e
GUTTERIDGE, 2007). As ERNs desempenham importante papel no metabolismo
humano e em diversas condic¢des fisiologicas. Entre as essas espécies estdo as
seguintes moléculas radicalares e nao radicalares: 6xido nitrico (NO"), 6xido nitroso
(N20O3), &cido nitroso (HNO,), nitritos (NO3"), nitratos (NO3z-) e peroxinitritos (ONOO")
(BARREIROS et al. 2006).

Dentre as ERNs, o NO° é uma das espécies mais importantes, em razéo de
ser um radical livre de meia vida curta, que apresenta elevada importancia em
processos fisiolégicos como a vasodilatacdo (RADI 2013). Este radical é sintetizado
a partir da conversao do aminoacido L-arginina em L-citrulina, reacéo catalisada pela
enzima oxido nitrico-sintase (NOS) na presenca de oxigénio, NADPH (fosfato de
dinucleotideo de adenina e nicotinamida), e outros cofatores (ANDREW e MAYER,
1999).

O NO’ é solivel tanto no ambiente lipidico quanto no aquoso, sendo sim, ao
reagir com o oxigénio e agua libera anions nitrito e nitrato. Sua reacdo com o
superoxido (O27) promove a liberagédo de peroxidonitrito, que é um potente agente
oxidante capaz de causar fragmentacdo de DNA e oxidacao lipidica (MARNETT,
1999; OHKAWA et al. 1979). Além disso, em células de mamiferos, o peroxinitrito
tem numerosos efeitos deletérios levando desde a oxidacdo e nitracdo de
biomoléculas a perturbacdo de processos de sinalizacdo e a inducdo de morte
celular (KLOTZ 2002; RADI 2013). Nesse contexto, as células estdo continuamente
produzindo espécies reativas como parte do seu metabolismo normal celular, Gteis
para uma série de processos, como resposta imunoldgica e sinalizacao celular. No
entanto, estes radicais podem ser neutralizados pelo processo de defesa, os
antioxidantes celulares (SULTANA et al. 2013).
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Quadro 4 - Principais caracteristicas das espécies reativas formadas no organismo.

Espécie reativa

Caracteristicas

Fontes Produtoras

hidroperoxila

E mais reativo que o superoxido;
Maior facilidade em iniciar
membranas biolégicas.

a destruicdo de

(059 Formado apoés a primeira reducéo do O,. Xantina oxidase;
Radical Produzido durante a ativacdo de neutrofilos, NADPH oxidase;
superéxido mondécitos, macrofagos e eosinofilos. Superéxido;
Cadeia de transporte
elétrons.
(HO,) Representa a forma protonada do radical | Peroxidagéo lipidica
Radical superoéxido;

CoH)
Radical hidroxil

Considerada a ERO mais reativa em sistemas
biolégicos;

Reage rapidamente com metais ou outros radicais;
Pode inativar varias proteinas, danificar membranas
celulares, modificar bases nitrogenadas.

Reacé&o de Fenton;
Decomposicdo do
peroxinitrito.

N&o é um radical livre, pois h& auséncia de elétrons

peroxido nitrito

fragmentag&o de DNA e oxidacgdo lipidica;
Gas de elevada reatividade.

(H,0y) desemparelhados na ultima camada; Superoéxido dismutase;
Peréxido de Natureza reativa pode levar a lesdes se ndo for | Glutationa oxidase.
hidrogénio controlada por sistemas antioxidantes;
Atravessa camadas lipidicas.
Oxido nitrico sintase;
(NO) Apresenta-se em grande quantidade no organismo | Reducéo dos estoques de
Oxido nitrico humano; nitrato/nitrito.
Atua como sinalizador molecular na:
neurotransmisséo, regulacdo da presséo arterial,
relaxamento da musculatura lisa e regulagédo do
sistema imune;
Baixo tempo de meia vida.
(ONOO™) Potente agente oxidante capaz de causar | Formado pela reacdo entre

02._ e NO

Fonte: FERREIRA e MATSUBARA, 1997.

2.4Peroxidacéo Lipidica

A peroxidacao lipidica € um processo que ocorre nas membranas celulares,

por meio da reacdo em cadeia, representada pelas etapas de iniciacdo, propagacao

e terminacdo, (HALLIWELL, 1992). Estas reacdes estao apresentadas na figura 5,

onde L representa o lipidio.
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LH+ OH"(ou LO) —» L+ H20 (ou LOH) ::> Iniciagdo
L+ 02 —— LOO
—— > | Propaga ao
LH+ LOO* —— L+ LOOH pagag
LOO*+L* ——» LOOL - .
LOO*+ LOO* ——» LOOL + 02 —— > | Teminagao
Figura 5. Etapas da Peroxidacao lipidica Fonte: FERREIRA e MATSUBARA, (1997).

A maioria dos componentes celulares sdo suscetiveis a acdo das EROS, no
entanto, a membrana é um dos mais atingidos em decorréncia da peroxidacao
lipidica, que provoca alteracbes na estrutura e na sua permeabilidade (MARNETT,
1999; OHKAWA et al. 1979). Por consequéncia, ocorre perda da seletividade na
troca idnica e liberacdo do contetudo de organelas, como as enzimas hidroliticas dos
lisossomos, formando assim produtos citotoxicos como o MDA (VAN KUIJK et al.
1987). O MDA tem a capacidade de se ligar covalentemente a grupos nucleofilicos
presentes em DNA, peptideos e proteinas, causando modificacdes nas funcbes
dessas moléculas, com isso o0 MDA pode ser usado como marcador de peroxidacao
lipidica nos tecidos (HALLIWELL e CHIRICO, 1993).

A peroxidacdo lipidica também estd associada aos mecanismos de
envelhecimento, cancer e exacerbacdo da toxicidade de xenobidticos (SHAN et al.
1990). Estas modificacBes oxidativas afetam canais ibnicos, proteinas de transporte,
inativam enzimas, provocando alteragdo na fluidez e da permeabilidade da
membrana, promovendo assim, expansdo do liquido intracelular, ruptura da
membrana da célula e das organelas, consequentemente a morte celular (SIES e
STAHL, 1995). Entretanto, os processos de lipoperoxidacdo nem sempre sao
prejudiciais, pois seus produtos sado importantes para sintese de leucotrienos e na
reacdo em cascata a partir do acido araquidénico que esta relacionado a formacgéo

de prostaglandinas e na resposta inflamatérias (SODIN et al. 1990).
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2.6 Sistema de defesa Antioxidante

Antioxidantes sdo moléculas capazes de reagir com EROs e ERNSs, reduzindo
sua reatividade ou inativando-as, mesmo em baixas concentracdes em relacédo a
seu substrato. Os antioxidantes impedem a transformag&o dos radicais livres em
produtos mais toxicos para as células (ROSS e MOLDEUS, 1991). Desta forma,
esses mecanismos de defesa protegem os sistemas biolégicos contra os efeitos
deletérios dos processos ou das reacdes que levam a oxidacdo de macromoléculas
ou estruturas celulares (JORDAO et al. 1998; HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2000;
BARREIROS et al. 2006).

Os antioxidantes podem ser enzimaticos ou ndo enzimaticos (SIES, 1993). As
defesas enzimaticas sao representadas principalmente pelas enzimas superoxido
dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase (GSH-Px), glutationa
redutase (GR). As ndo-enzimaticas sao, glutationa reduzida (GSH) as vitaminas A,
E e C, flavonoides e ubiquinonas ( MIEYAL et al. 1995; ALEXI et al. 1998; GIANNI et
al. 2004).

Quando os radicais livres estdo em excesso, 0s antioxidantes podem
neutraliza-los (HEBBEL,1986). Para isso, 0 organismo apresenta trés mecanismos
de defesa, em niveis diferentes: prevencgdo da formacdo dos EROs que envolve um
sistema de defesa antioxidante mais amplo. Entre esses sistemas, esta o transporte
do oxigénio na forma ligada e néo livre, a quelacdo dos metais durante o transporte
e armazenamento, evitando assim a reacdo de Fenton, e a restricdo do Spin do
oxigénio que diminui sua reatividade (SIES, 1993). Além disso, ainda ha o
mecanismo de reparo de DNA ocasionado pelos EROs: reparo de excisao de bases
(REB), reparo de excisédo dos nucleotideos (REN) e reparo de erro de pareamento
(REP), (LUNEC, et al. 2002).

Os antioxidantes ndo enzimaticos agem por meio de moléculas que protegem
0s principais alvos biologicos da oxidacao, podendo apresentar trés caracteristicas:
supressdo da formacédo de radical livre, isto €, quelacdo de metais; inibicdo de
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enzimas formadoras de radicais livres, retirada ou desativacdo de radicais livres e;
participagéo no processo de reparo (BOURNE e RICE-ERVANS, 1999).

Outro antioxidante importante é a glutationa reduzida (GSH), um tripeptideo
composto de aminoacidos ndo essenciais formado por glicina, acido glutamico e
cisteina, que constitui o tiol mais ambulante no meio intracelular. Sua capacidade
redutora é determinada pelo grupamento-SH, presente na cisteina (SIES, 1985). A
GSH pode ser considerada um dos agentes mais importantes do sistema de defesa
antioxidante da célula, protegendo-a contra a lesdo resultante da exposicdo a
agentes como ions ferro, oxigénio hiperbarico, radiacdo e luz ultravioleta
(GALLEANO e PUNTARULO, 1989). Além disto, atua como transportadora e
reservatério da cisteina e participa da detoxificacdo de agentes quimicos e da
eliminagdo de produtos da lipoperoxidagédo (DENEKE e FANBURG, 1989).

2.7 Ainteracao do exercicio fisico, fluoxetina e o estresse oxidativo

Como relatado, a fluoxetina pode elevar a neurotransmissdo serotonérgica
cerebral, podendo ser usada em doencas neuroldgicas como, depresséo, ansiedade
e TOC (WONG et al. 1991), assim como, no cortex, foi capaz de diminuir a
excitabilidade (AMANCIO et al. 2006). Além disso, estudos mostram que a reducéo
da serotonina também pode estar envolvida com varias doencas psiquiatricas
(SHARP e COWEN, 2011; CRESCENZO et al. 2014).

Atualmente, ndo apenas medicamentos estdo sendo utilizados para o
tratamento de alteragcbes comportamentais, provocadas pela baixa de serotonina no
SNC, mas também alternativas ndo medicamentosas como a pratica de exercicio
fisico regular (BECKMAN e SANTOS, 2013). Essa pratica traz inumeros beneficios
para os praticantes, por exemplo, 0 aumento da neuroplasticidade em varios locais
do sistema serotoninérgico central. Por outro lado, a maioria dos efeitos benéficos
gue exercicio fisico moderado proporciona, sdo perdidos quando essa atividade é
realizada exaustivamente (GREENWOOD e FLESHNER, 2011).
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O exercicio fisico exaustivo aumenta a demanda de oxigénio nos sistemas
organicos, elevando pelo menos 35 vezes a mais demanda de oxigénio do que em
repouso, levando a desregulacdo da homeostase e aumento do estresse oxidativo
(ASTRAND, 1977; GAETANI et al. 1974; ALESSIO, 1993). Durante o exercicio
fisico existem basicamente dois importantes processos celulares envolvidos na
formacdo de EROs, sdo eles: fluxo de elétrons pelo sistema de transporte de
elétrons mitocondrial, atividade do ciclo de degradacdo de purinas, processo
importante na inducdo de danos celulares em 0Orgdos submetidos a isquemia
seguida de reperfusdo. O primeiro processo é mais importante em exercicio fisico
prolongado e o segundo em situagBes em que o metabolismo anaerdbio alatico
predomina na obtencéo de energia: contracdo muscular isométrica, treinamento de

forca, corridas de curta duracéo intensa e exercicio em ambiente hipoxico (JI, 1995).

A grande producdo de EROs é responsavel por varias acfes deletérias no
organismo, tais como: aumento da peroxidacdo de lipidios de membranas
(ALESSIO, 1993), aumento dos danos em proteinas e acidos nucleicos, DNA (&cido
desoxirribonucleico) e RNA (acido ribonucleico) (RADAK et al. 1999), além de alterar
ou prejudicar o metabolismo intracelular levando a morte celular (HALLIWELL e
GUTTERIDGE, 1989).

Além disso, estes danos oxidativos tém sido relacionados a etiologia de varias
doencas, tais como as cardiopatias e aterosclerose (BATLOUNI, 1997), diabetes tipo
II (MANFREDINI et al. 2010), problemas pulmonares (FERREIRA et al, 1997), erros
inatos do metabolismo (SITTA et al. 2009; RIBAS et al. 2010), envelhecimento
cutaneo (HIRATA et al. 2004), carcinogénese (LOUREIRO et al. 2002), etc.

O principio de que os EROs podem ser formadas em guantidades acima do
normal nos tecidos e 6rgaos de animais e humanos durante o exercicio fisico, foi
investigado primeiramente por Dillard, et al. (1978), que mostraram que durante o
exercicio fisico ou na contracdo muscular intenso, pode ocorrer: aumento na
formacgédo intracelular de radical hidroxil ("OH), producédo intracelular de radical
superéxido (O,") e peroxido de hidrogénio (H,0,) com possibilidade de liberacao de
ambos para o meio extracelular (VASCONCELOS et al. 2007).
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Nesse contexto, o exercicio fisico e a fluoxetina sdo ativadores do sistema
serotoninérgico, sendo de grande importancia estudar o efeito farmacoldgico e
comportamental da combinacdo desses fatores em modelo de atividade fisica
exaustiva. Pois estudos realizados por Sastre et al. ( 1992) e revisados por Vina et
al. (2000) comprovaram que apenas 0 exercicio exaustivo induz o estresse oxidativo
em nivel significante para o organismo. Estudos sobre o estresse oxidativo
realizados com animais experimentais e seres humanos demonstraram que o
aumento na atividade metabdlica favorece a ocorréncia de lesGes oxidativas em
biomoléculas (JENKINS, 2005; BENZI, 1993). A utilizagdo da fluoxetina promove o
aumento da oxidacao proteica e lipidica (INKIELEWICZ-STEPNIAK, 2011).

Nos estudos de Sakr et al. (2015) com ratos, os dados mostraram que a
fluoxetina levou ao estresse oxidativo, com aumento nos niveis de MDA e
diminuicdo dos antioxidantes. Ratos tratados com fluoxetina apresentaram excessiva
producdo de EROs e um sistema de defesa antioxidante deficiente no figado
(STEPNIAK, 2011). Entretanto outros estudos mostraram alteracbes nas
concentracfes de serotonina apos a utilizacdo da fluoxetina e reducédo dos niveis de
EROS (KHANZODE et al. 2003; ZAFIR et al. 2009; AHMAD et al. 2010; MORETTI et
al. 2012).

Greenwood et al. (2003), avaliaram os efeitos do exercicio fisico sobre
comportamento semelhante a ansiedade em roedores, mostraram que houve
reducdo da ansiedade. Por outro, Pietropaolo et al. (2008) relataram que ndo houve
nenhum efeito. Diante disso, alguns autores relatam que essa controversa de

informacdes esta relacionada com o protocolo de exercicio.



28

3. Objetivo geral

Avaliar os efeitos do tratamento subcronico com fluoxetina sobre os
comportamentos e 0s parametros oxidativos de ratos submetidos ao exercicio fisico

exaustivo.

3.1 Objetivos especificos

e Avaliar o efeito da fluoxetina na atividade locomotora espontanea no teste de
campo aberto e o comportamento semelhante a ansiedade no teste de
labirinto em cruz elevado em ratos tratados com fluoxetina e expostos ao

exercicio fisico exaustivo.

e Avaliar no sangue e tecido de ratos tratados com fluoxetina e expostos ao
exercicio fisico exaustivo, 0s niveis de fatores antioxidantes como:
tripeptideo Glutationa reduzida (GSH) e a capacidade de antioxidante total
por meio do método de TEAC,;

e Determinar os niveis de Oxido nitrico (NO) no sangue e tecido de ratos

tratados com fluoxetina e expostos ao exercicio fisico exaustivo;

e Quantificar a concentracdo de substancias reativas ao &cido tiobarbitlrico
(TBARS), como malondialdeido (MDA), no sangue e tecido de ratos tratados

com fluoxetina e expostos ao exercicio fisico exaustivo.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Animais de experimentacao

Este projeto foi primeiramente submetido a Comissdo de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da Universidade Federal do Para, aprovado pelo CEUA sob parecer
n°® 1751130116, obedecendo-se aos critérios, estabelecidos nas normas Guias de

Cuidado e Uso de Animais em Laboratoriais.

Neste estudo, foram utilizados 40 ratos machos adultos da linhagem Wistar
(Rattus novergicus) com idade de aproximadamente 60 dias e massa corplrea
aproximadamente 1509, provenientes do Biotério do Instituto de Ciéncias da Saude
(ICS) da Universidade Federal do Para (UFPA). Os animais foram mantidos no
Biotério de Faculdade de Farmacia durante o tempo de experimento, em condicdes
padronizadas de temperatura (24°+ 2°C), exaustéo, ciclo de luz claro/escuro de 12
horas (06:00h — 18:00h), armazenados em gaiolas, grupos de cinco animais, com

livre acesso agua e comida ad libitum.

Os testes comportamentais foram realizados no Laboratério de Farmacologia
da Inflamacédo e do Comportamento (LAFICO), da Faculdade de Farmacia, do ICS-
UFPA. Os experimentos foram divididos em duas etapas, na primeira ocorreu
exercicio fisico (nado forcado) mais teste comportamental. Na segunda etapa foram
retiradas amostras de tecidos e sangue para avaliacdo dos parametros oxidativos
que foram dosados no Laboratorio de Ensaios in vitro de Imunologia e Microbiologia
(LABEIM), da Faculdade de Farmacia, ICS-UFPA.

4.2 Obtencéo da fluoxetina e via de administragéo

A fluoxetina utilizada no presente trabalho foi na forma farmacéutica de pé
como substancia pura, obtida em farmacia de manipulacdo por meio de prescricéo

meédica, a droga foi solubilizada em solucdo salina (NaCl a 0,9%). A dose da
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fluoxetina usada foi de 10mg/kg/dia peso corporal de cada rato, administrada por via
intraperitoneal (i.p). A dose e a via de administracdo desse estudo, baseou-se em

trabalhos anteriores de Fernandes et al. (2012).

Quadro 5 — Materiais utilizados no tratamento farmacolégico

Materiais utilizados no tratamento
Fluoxetina P6
NacCl 0,9% Estéril
Seringas de 1ml Descartavel
Agulhas hipodérmicas 13x 0,38 mm

4.3 Grupos experimentais

Utilizou-se 40 ratos, os quais foram divididos em quatro grupos experimentais

com 10 animais cada. Os grupos estao representados no quadro 05:

Quadro 6 — Grupos experimentais, tratamento e niUmero de animais por grupo.

Grupos Descricdo dos grupos N° animais
01 Ratos sedentarios submetidos ao tratamento 10
(Controle com NacCl 0,9%;
sedentario)
02 Ratos sedentarios submetidos ao tratamento 10
(Fluoxetina com fluoxetina;
sedentario)
03 Ratos submetidos ao tratamento com NacCl 10
(Controle 0,9% e com a pratica exercicio fisico;
Exercicio fisico)
04 Ratos submetidos ao tratamento com 10
(Fluoxetina fluoxetina e com a pratica exercicio fisico.
Exercicio fisico)

Além do teste citado acima, no oitavo dia de experimento todos os 40 animais
foram submetidos aos testes comportamentais de campo aberto e ao labirinto em

cruz elevado.
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4.4 Tratamento farmacoldgico

Os animais foram tratados de forma subcrdnica com fluoxetina, com duracéo
de 7 (sete) dias, esse tratamento foi adaptado dos estudos de Dulawa, et al. (2004)
e Pilar-Cuéllar et al. (2011). Apo6s a pesagem e uma hora de ambientacdo dos 40
animais no laboratoério, os mesmos receberam uma Unica administracéo i.p. diaria de
fluoxetina (10 mg/kg, dissolvido em solucéo salina (NaCl a 0,9%) e de solucéo salina
a 0,9% e apo6s 30 minutos da injecdo, os animais foram expostos ao exercicio fisico.
O horario de administracdo foi mantido durante todo o experimento (SANCHEZ et
al. 2008).

Os testes foram realizados em sala prépria, com temperatura de
aproximadamente 25°C e atenuacdo dos niveis de ruido e baixa intensidade de
iluminagdo. Todos os experimentos foram conduzidos entre 8:00 as 14:00 horas,
para evitar qualquer possivel influéncia do ritmo circadiano sobre as avaliagdes. A
fluoxetina e NaCl 0,9% foram injetados entre 9 e 10 horas, durante 7 dias adaptado
de Dulawa, et al. (2004) e Pilar-Cuéllar et al. (2011). Os grupos experimentais 01 e
03 foram submetidos ao tratamento com NaCl a 0,9%, enquanto os grupos 2 e 4
com a fluoxetina, de acordo com o quadro 6. Apos 30 minutos da injecdo, cada
animal dos grupos 3 e 4 foram colocados para realizar exercicio fisico exaustivo

(nadar) durante 20 minutos, os quais foram cronometrados (figura 6).

No oitavo dia de experimentos, os 40 animais foram submetidos a testes
comportamentais: Teste do Campo Aberto (TCA) para avaliar a locomocéo
espontanea e o Labirinto em Cruz Elevado (LCE) para avaliar o comportamento
semelhante a ansiedade desses animais. Depois, 0s animais foram eutanasiados
com deslocamento tronco-cervical, em seguida, o sangue, o figado e cérebro foram
coletados e armazenados em -20°C para avaliacdo dos parametros oxidativos. Apés
a coleta, as carcacas foram acondicionadas em sacos brancos de material
biolégicos e conduzidos para descartes com acordo com o0s planos de

gerenciamento de residuos solidos (PGRS) da instituicdo.
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Quadro 7— Cronograma, grupos e atividades durante os experimentos.

Dias Grupos Cronograma dos testes comportamentais
1°-7° G1- Controle Pesagem dos ratos e administracédo i.p. de NaCl 0,9%;
sedentario
(10 animais)
1°-7° G2 — Fluoxetina Pesagem dos ratos e administracdo i.p. de fluoxetina;
sedentario
(10 animais)
1°-7° G3 - Controle Pesagem dos ratos e administracdo i.p. NaCl 0,9% + exercicio
exercicio fisico fisico exaustivo (nado forcado) durante 20 minutos;
(10 animais)
10-7° G4 — Fluoxetina Pesagem dos ratos e Administracdo i.p. de fluoxetina + exercicio
exercicio fisico fisico exaustivo (nado forgado) durante
(10 animais) 20 minutos;
G1,G2,G3 eG4 | Testes de campo aberto e labirinto em cruz elevado mais coleta
8° de sangue e érgaos (figado e cérebro).

4.5 Exercicio fisico

O exercicio fisico por meio nado forcado, busca estimular respostas a um
treinamento com dominancia do metabolismo aerdbico. Essa atividade obriga os
animais a realizarem exercicio fisico forcado com intensidade, levando o maior
consumo de oxigénio e maiores solicitacdes energéticas. Além disso, a pressdo da
dgua acaba impondo aos animais um menor estresse mecanico e o engajando

varios grupos musculares durante o exercicio (JOLITHA et al. 2006).

O modelo de exercicio fisico exaustivo utilizado neste trabalho foi adaptado de
Polotow (2014), a definicdo da condicdo exaustiva foi quando o animal nadou até ao
esgotamento fisico e permaneceu submerso ndo respondendo por
aproximadamente 3 a 5 segundos. O tempo considerado de esgotamento dos
animais foi de 20 minutos/dia (Figura 6) (LANCHA et al. 1995; FINSTERER 2012).
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Injecdo i.p. de

\ fluoxetina ou NaCl 0,9%
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Exercicio fisico

(nado) durante 20° /

Figura 6. Processos para a realizacdo do exercicio fisico exaustivo.

O exercicio fisico consistiu em colocar cada rato em contato com a agua em

um cilindro de vidro de aproximadamente 50 cm de altura e 30 cm de diametro, em

uma temperatura de 24 + 2°C (figura 7). A quantidade de &gua foi suficiente para

gue o animal ndo apoiasse a pata nem a calda no fundo do cilindro. Entdo durante

20 minutos cronometrados diariamente durante 7 dias, os animais realizavam essa

sessdo de exercicio fisico exaustivo que constituiu saltar e nadar, uma vez que, as

atividades forcadas obrigam os animais a realizarem o exercicio fisico em maior

intensidade. Apds o término do teste, os animais foram retirados do equipamento e

secos com auxilios de papel toalha e palha seca, depois colocados na gaiola de

origem.

<
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Figura 7. Pratica de exercicio fisico (nado for¢ado).
Fonte: Adaptado de (MELLO, 2006).
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4.6 Testes comportamentais

4.6.1 Teste do Campo Aberto (open field)

Este teste € considerado um modelo sensivel a drogas com atividade
ansiolitica (PRUT e BELZUNG, 2003). O TCA tem como obijetivo principal avaliar a
locomogé&o esponténea e o emocionalidade dos animais (ratos e camundongo), que
estdo relacionados com comportamento do tipo ansiedade (HALL, 1934). O TCA é
também amplamente utilizado para avaliar o efeito de drogas e de manipulacdes
genéticas e ambientais sobre os animais. Substancias estimulantes do SNC tendem
a aumentar os parametros comportamentais, enquanto que substancias depressoras
tendem a diminui-los (ARCHER, 1973; RAMOS E MORMEDE, 1998).

O TCA consiste em colocar o animal em um ambiente desconhecido, cercado
por paredes de cor pretas (figura 8), no qual sdo observados parametros de
comportamento como, por exemplo, o tempo de permanéncia na periferia e a
permanéncia no centro do campo, além disso, esse teste possibilita a avaliacdo de
medidas de exploracdo, como; locomocéo, levantamento e farejamento, e medidas
aversivas de defecacdo, miccdo e congelamento (NAHAS, 2001). A tendéncia
natural do animal em um ambiente novo € a de explora-lo, apesar do conflito com o

medo provocado pelo novo ambiente (BOURIN et al. 2007).

Neste experimento, todos os 40 animais foram submetidos individualmente a
andlise da capacidade locomotora/exploratéria, os animais foram avaliados através
de diferentes paréametros. O ambiente estava com luminosidade normal (luzes
brancas), a arena utilizada foi de madeira (100x100x40cm), pintada com material
nao permeavel de cor preta (figura 8). Os animais foram colocados individualmente
no centro da arena, sempre na mesma posicdo. Sendo permitido o livre

deslocamento dentro do aparato por 5 minutos, os quais foram cronometrados.

Durante o teste, os parametros foram registrados por captura de video e a

analise foi realizada pelo software ANY-maze® versdo 4.99, que contabilizou os
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seguintes indicadores: distancia total percorrida e tempo na area central,
(PANDOLFO, et al. 2007), o parametro numero de levantamentos foi contabilizado
manualmente. Ao termino de cada teste, a arena foi limpa com alcool a 10% entre
um animal e outro. Essa limpeza é realizada para retirada, de bolos fecais e urina,
ou de qualquer outro odor que possa interferir nos comportamentos desses animais,

e por consequéncia no resultado final dos experimentos.

Figura 8. Aparato do teste de campo aberto
Fonte: Adaptado de (MELLO, 2006).

4.6.2 Teste do Labirinto em Cruz Elevado (LCE)

O LCE ¢é um dos principais testes utilizados na investigacdo do
comportamento semelhante a ansiedade, utilizando-se ratos e camundongos
(CAROBREZ e BERTOGLIO, 2005; PELLOW et al. 1985). O aparato para realizacao
do LCE (Figura 9) consiste de dois bragos abertos opostos cruzados em angulo reto
com dois bracos cercados lateralmente por uma parede de 15 cm de altura (bracos
fechados). Este teste é baseado na aversao natural de roedores em espacos
abertos e usa o conflito entre a exploracdo e aversdo a este tipo de lugar.
(HANDLEY e MITHANI, 1984).

A partir do LCE foram avaliados os seguintes parametros: percentagem de
entradas no braco aberto (%EBA), percentagem do tempo de permanéncia dos
animais nos bracos abertos (%TBA) e numero de entradas dos animais nos bracos

fechados (EBF). O teste consistiu em colocar individualmente cada animal
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posicionado no centro do aparato, com a face voltada para um dos bracos fechados,
permitindo assim, a exploracdo do equipamento por 5 minutos cronometrado. Apds
cada sesséo de teste, o0 aparato foi limpo com auxilio de papel toalha e alcool a 10%
(BAHI, 2013; PANDOLFO et al. 2007; PELLOW e FILE, 1986).

Figura 9. Aparato do labirinto em cruz elevado, com o0s bragos
fechados e abertos opostos conectados pela plataforma central.
Fonte: MELLO, 2006.

4.7 Coletade sangue e 6rgdos dos animais

Ao término dos testes comportamentais, os 40 animais foram eutanasiados
individualmente, por meio de deslocamento cervical, que é um procedimento rapido
e consiste no rompimento da medula espinhal do animal e consequente perda total
de sensibilidade e morte, (ANDRADE, 2002). Em seguida foi realizada a coleta de
sangue e 6rgdos. O sangue foi coletado da regido intraventricular, com auxilio de
matérias cirurgicos (tesouras, pincas, alicates e entre outros) para abertura da
cavidade toracica. Usou-se seringa de 3 ml e agulha 25x7 para a perfuracdo do
coracdo na regido do ventriculo esquerdo, de onde foi retirado entre 1 a 3 ml de
sangue de cada animal. Apds a coleta, o sangue foi transferido para tubos de ensaio
de 5 mL devidamente identificados, os quais continham EDTA (&cido etilenodiamino
tetra-acético), 1 gota para cada mL de sangue coletado, evitando assim a

coagulagcéao das amostras.

As amostras sanguineas foram homogeneizadas e colocadas em centrifuga a

2500 rpm durante 10 minutos para separacao do plasma. Realizou—se a coleta do
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plasma com auxilio de pipeta automética, os quais foram armazenados em
eppendorf de 1,5 mL e acondicionadas sob refrigeracéo (-20°C). ApGs a coleta de
plasma, ocorreu a lavagem de hemacias, por trés vezes sucessivas com solucao
fisioloégica. A lavagem ocorreu por meio da centrifugacdo em 2500 rpm durante 5
minutos, sempre desprezando o sobrenadante e adicionado NaCl a 0,9% a cada
lavagem. ApoOs o final da lavagem, o concentrado de heméacia foi transferido para
eppendorf de 1,5 mL identificados, acrescentou-se aos mesmos a solucao fisiolégica
na mesma quantidade do concentrado de hemacias, os transformando em
concentrando de hemécias a 50%. Ao final foram acondicionados (-20°C) para
dosagens dos parametros do estresse oxidativo.

A coleta dos érgaos foi feita com auxilio de matérias cirurgicos, por meio de
uma incisdo na parede abdominal logo abaixo da caixa toracica, cuidadosamente
foram retirados o figado. O cérebro foi coletado por decapitacdo dos animais, para
isso se realizou incisdes nos cranios até a cavidade craniana e a retirada do cérebro.
Esses 6rgaos foram lavados com NaCl 0,9% para uma maior higienizacao e tampao
fosfato-salino (PBS a 1x) para melhor manter a conservacdo dos 06rgados, em
seguida foram armazenados em tubos falcon e eppendorf identificados e sob
refrigeracdo (-20°C). A disrupcdo dos o6rgdos foi realizada com auxilio de um
disruptor de célula ultrassénico. Além disso, foram diluidos em PBS a 10X e

centrifugados para separacao e coleta do sobrenadante.

4.8 Determinacado dos parametros de estresse oxidativo

4.8.1 Dosagem do oxido nitrico

A determinacdo de Oxido nitrico (NO’) foi realizada por procedimentos
espectrofotométricos baseados na reacdo de Griess (sulfanilamida e N-1-
naftiletilenodiamina). A reacao de nitrito presente na amostra e o reagente de Griess
origina um cromdgeno de cor rosa, que é detectado por leitor de ELISA em

comprimento de onda de 540 nm. As concentragdes de NO' na amostra foram
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determinadas como descrito por Granger et al. (1999). As absorbancias das
amostras foram comparadas aos valores obtidos da curva padrdo realizada com

nitrito de sodio e os resultados encontrados foram expressos em pMol.

As amostras foram desproteinizadas com auxilio de sulfato de zinco (ZnS04)
15 g/L, em seguida centrifugadas a 3000 rpm durante 15 minutos, sendo pipetado o
sobrenadante. Foram adicionados primeiramente 100puL dessa amostra em
microplacas de 96 pocos, em seguida mais 100uL do reagente de Griess. A
microplaca foi coberta com papel aluminio e ficou em repouso a temperatura
ambiente e no escuro por 10 minutos. A leitura foi realizada em leitor de ELISA com
absorbancia de 570 nm (figura 10).

4 N

Apds 10° no escuro
realizou-se a leitura_,
em 540nm

100pL Amostra 1ODHL do reagente
de Griess na amostra

=

\ Microplacas de 96 pocos

Figura 10. Esquema da técnica para a realiza¢do da determinacdo do NO.

4.8.2 Avaliagdo da capacidade antioxidante total equivalente ao Trolox
(TEAC)

Para determinacéo deste parametro foi realizado o teste TEAC, que consiste
na inibicdo do cation ABTS™ (radical 2,2-azinobis [3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato],
sal de diaménio), por antioxidantes presentes na amostra (VASCONCELOS et al.
2007). A metodologia empregada neste trabalho foi adaptada de Rufino et al.
(2007).

Inicialmente, foi preparada solugéo salina isoténica (PBS) com pH 7,2 que foi
utilizada como solvente no preparo de reagentes e na diluicdo das amostras. Em

seguida, preparou-se as seguintes solucbes estoques: 7 mM de ABTS (SIGMA-
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ALDRICH®) e uma solucao de persulfato de potéssio (K2S,0s) (SIGMAALDRICH®)
com concentragao final de 2,45 mM. A partir da mistura destas duas solucdes foi
originada uma solucdo e radical cation ABTS™, que ficou em repouso em
temperatura ambiente e com auséncia de luz por 16 horas, originando assim, uma
solucdo de cor azul marinho. ApGs 16 horas da preparacdo da solucdo de estoque
de ABTS™, preparou-se a solucgéo de trabalho. Por meio da mistura vagarosamente
das solucbes de estoque de ABTS™ mais PBS até que a absorbancia em
espectrofotometro atingisse a 0,7 + 0,02. Antes do inicio da leitura o

espectrofotometro foi calibrado na leitura de 734 nm e zerado com PBS.

O inicio das dosagens das concentracdes da capacidade antioxidante total
equivalente Trolox e das amostras do plasma e dos 6rgaos se deu, apos todas as
solugdes e reagentes preparados. Foram separados 6 tubos de ensaio, identificados
de “A” a “F”, para colocar solugao de estoque de Trolox e PBS em cada tubo para
construir uma curva padrdo da atividade antioxidante de Trolox em funcédo da

concentragao.

Foi adicionada 2970 ul da solucédo de trabalho em uma cubeta, realizou-se a
leitura da absorbancia em espectrofotbmetro, este valor corresponde ao TO.
Posteriormente, foram acrescentados 30 pL da solucéo de Trolox, homogeneizado e
acionando o cronémetro para marcar 5 minutos, que corresponde a absorbancia do
T5. O processo foi repetido para cada tubo (A-F). As leituras das amostras foram
realizadas igualmente, sendo que, foi acrescentado 30 ul da amostra de plasma a
solucédo de trabalho ao invés da solucdo de Trolox. O percentual de inibicdo de
ABTS™ é determinado em funcdo do tempo. A capacidade antioxidante total das
amostras foi expressa em pumol/L valores correspondentes a concentracdo do Trolox
com capacidade antioxidante equivalente a das amostras analisada (MILLER et al.
1993; RE et al. 1999).
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4.8.3 Determinacdo da atividade da Glutationa

A determinacdo dos niveis intracelulares da forma reduzida da GSH, baseia-
se na capacidade da GSH em reduzir o &cido-5,5-ditiobis-2-nitrobenzdéico (DTNB)
para acido nitrobenzéico (TNB), que €& quantificado por espectrofotometria em
comprimento de onda de 412 nm (VASCONCELOS et al. 2007). A determinacdo dos
niveis intracelulares de GSH foi realizada de acordo com a metodologia de Ellman
(1959), com modificagbes (SCHALCHER et al. 2014). Baseado na capacidade que a
GSH presente na amostra reduzir o composto acido-5,5-ditiobis-2-nitrobenzéico
(DTNB) para acido nitrobenzdico (TNB).

Primeiramente foi preparado a solu¢cdo de SOD e de DTNB, em seguida as
amostras dos 6rgaos foram levadas ao vortex depois deixadas em repouso, foi
retirado 100 uL concentrado de hemécias e adicionado a 900 pL de agua destilada,

formando assim um hemolisado.

Tubos de ensaio foram devidamente identificados e neles adicionados 4mL de
do tampé&o de SOD, 20 yL de agua destilada e 20 pL da amostra que foram agitados
no vortex. Para o procedimento de leitura foram retirados 3 mL dessa amostra e
colocadas na cubeta de leitura do espectrofotdmetro, sendo lido a absorbancia
referente ao tempo 0 (T0). Seguidamente, foram adicionados 100 uL do DTNB e
iniciada a contagem do tempo de 3 minutos para realizacdo da segunda leitura no
tempo 3 (T3) (figurall). Para calcular a concentragdo de GSH na amostra foi

utilizada a equacgéao da curva padréao.

— N\

4 ml tampéo de 50D Leitura TO
+ 20 YL de agua destilada
+ 20 pl. da amostra

| 3 ml da amostra 2 ml da amostra
+100 uL DTNB
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Figura 11. Esquema demonstrando os procedimentos para determinacao da GSH intracelular
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4.8.4 Dosagem de Malondialdeido (MDA)

A dosagem de MDA ¢é utilizada para avaliar a peroxidacao lipidica e
indicador de estresse oxidativo. A metodologia usada baseia-se na reacdo do MDA
e outras substancias com o acido tiobarbiturico, em pH baixo e temperatura elevada,
formando o complexo MDA-TBA de cor résea. A técnica utizada foi de acordo com a

metodologia de Percario et al. (1994).

Este metodo consistiu primeiramente na preraracdo da solucdo de fosfato
monobasico 75Mm. Por meio da mistura de agua acidificada em pH 2,5 mais fosfato
monobasico de potassio (KH2PO4 75 mM, Synth, 35210) levados a placa agitadora
magnética até total dissolucdo. Depois a mesma foi utilizada na preparacdo da
solucdo de TBA (10 nM) que usou-se 0,144g &cido tiobarbitarico (TBA) (SIGMA®)
10 Nm para formacdo do complexo TBA-MDA mais 100 ml da solucéo de fosfato
monobasico de potassio, levados aplaca agitadora magnética novamente até
dissolver por completo (PERCARIO; VITAL; JABLONKA, 1994).

Em seguida foi adicionado primeiramente 1 ml da solucdo de TBA 10 nM
mais 500 pL das amostras da amostra em tubos de ensaio devidamente
identificados organizados em estante e tampados com papel aluminio ao final da
pipetagem. Para o tubo de controle branco e padrdo foram adicionados 500 pl de
agua destilada e 500 pl de solugdo padrao de MDA 20 uM. Em seguida, a estante
com todos os tubos foram colocados em banho-maria a 94 °C durante 1 hora.

Apos o banho-maria, as amostras foram resfriadas em temperatura ambiente
durante 15 minutos. Observou-se nesta fase a coloracdo de tonalidade résea
proporcional a quantidade de MDA nas amostras. Na capela de fluxo laminar foi
acrescentado 4 mL do reagente alcool n-butilico em cada tubo de ensaio e
submetidos a homogeneizacdo no vortex. Em seguida esses tubos foram
cetrifugados em 2500 rpm durante 10 minutos. Entdo 3 ml do sobrenadante foi
transferido para cubeta e lido em espectrofotdmetro calibrado em 535 nm e zerado
com o tubo controle branco. Ultilizou-se como padréo o 1,1,3,3, tetrahidroxipropano

(Sigma-Aldrich, T9889) para a realizag&o da curva padréo.
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4.10 Analise estatistica

Os dados foram submetidos a andlise de variancia de duas vias (two-way),
seguida do post-hoc Bonferroni para a comparacdo de pares das médias e
verificacao da existéncia de diferenca significativa em cada parametro e grupo
analisados do inicio ao final do estudo. Os dados foram expressos como a média *
erro padrdo médio (e.p.m.) e foram considerados estatisticamente significativos para
p < 0,05. Para analise estatistica e construgdo dos graficos foi utilizado o software
GraphPad Prism 5.0.
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5. RESULTADOS

5.1 Testes comportamentais

5.1.1 Teste de campo aberto

A atividade locomotora espontanea foi avaliada por meio do teste de campo
aberto, neste avaliou-se 3 parametros: o niumero de levantamentos, entradas na
area central e a distancia total percorrida (figura 12). Na figura 12 A e C,
respectivamente, observou-se que nao houve diferenca significativa no nimero de
levantamento e distancia total percorrida entre os grupos tratados com fluoxetina em
animais expostos ou ndo ao exercicio fisico. A Figura 12 painel B mostra que os
animais tratados com fluoxetina apresentaram reducdo no numero de entradas na
area central comparados aos animais sedentarios tratados com salina. Além disso,
observou-se que a pratica de exercicio fisico ndo conseguiu reverter essa reducao,
que pode estar associado ao estresse ou a exaustdo desses animais apos o

exercicio fisico.
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Figura 12. Efeito do tratamento subcrdnico com fluoxetina em ratos adultos
sedentarios e submetidos ao exercicio fisico exaustivo sobre a locomocgéao
espontanea no teste de campo aberto. O painel A representa numero de
levantamentos. Painel B representa nimero de entradas na area central. Painel C
representa a distancia total percorrida. Resultados expressos como a média * e.p.m.
de 7-10 animais por grupo. Para a andlise estatistica foi realizado o teste ANOVA de
duas via seguida do teste Bonferroni. *Comparado ao grupo sedentério tratado com
salina *(p <0,05) e **(p <0,01).
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5.1.2 Teste do labirinto em cruz elevado

No teste de labirinto em cruz elevado, avaliou-se o comportamento do tipo
ansiedade, visto que é um dos testes de maior sensibilidade para esse tipo de
comportamento. Dos parametros avaliados, observou-se que os animais tratados
com fluoxetina e expostos ao exercicio fisico exaustivo apresentaram aumento
significativo (p<0,05) nos percentuais de entrada no brago aberto (Figura 13 A) e no
tempo no braco aberto (Figura 13B) em relacdo aos animais sedentérios tratados
com fluoxetina e aos animais expostos ao exercicio fisico e tratados com salina. Por
outro lado, ndo houve diferenca significativa entre os grupos no parametro niamero

de entrada nos bragos fechados (Figura 13C).
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Figura 13. Efeito do tratamento subcrénico com fluoxetina em ratos adultos sedentarios e
submetidos ao exercicio fisico exaustivo no teste do labirinto em cruz elevado. Painel A % de
entradas nos bracos abertos. Painel B % de tempo nos bragos abertos. Painel C nimero de
entradas nos bragos fechados. Resultados expressos como a média * e.p.m. entre 7-10
animais por grupo. *comparado aos animais sedentarios tratados com salina, *(p <0,05). +
comparado aos animais sedentarios tratados com fluoxetina +(p <0,05). #comparado aos
animais tratados com salina e expostos ao exercicio, #(p <0,05). Teste ANOVA de duas via
seguida do teste bonferroni.
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5.2 Parametros oxidativos

5.2.1 Avaliacdo dos niveis de glutationa (GSH) no sangue, cérebro e
figado

A GSH é um tripeptideo que faz parte das defesas antioxidante celular
(DICKINSON e FORMAN, 2002), podendo atuar diretamente na remocao de radicais
livres ou como cofator de enzimas antioxidantes, como a GPx e a GST (MEISTER,
1982). Além disso, desempenha papel como anti-inflamatério e regulador metabdlico
(KIDD, 2000). A GSH também é um marcador da saude celular e niveis baixos deste
tripeptideo levam a um aumento do estresse oxidativo no organismo, resisténcia as
drogas e radiacdes e disfuncdo mitocondrial e, consequentemente, morte celular
(JHA et al. 2000; HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1985).

Nossos resultados demonstraram que o exercicio fisico exaustivo foi capaz de
reduzir os niveis de GSH no sangue (Figura 14A), mas elevou a formacao desse
tripeptideo no cérebro (Figura 14B) e nado alterou seu nivel no figado (Figura 14C)
comparado ao grupo sedentario tratado com salina. Tratamento com a fluoxetina
também foi capaz de inibir os niveis de GSH no sangue dos animais sedentarios e
nao alterou o efeito inibitério de GSH induzido pelo exercicio fisico (Figura 14A). Por
outro lado, no figado, o tratamento com fluoxetina elevou os niveis de GSH nos
grupos fluoxetina sedentario e fluoxetina exposto ao exercicio (Figura 14C).
Enquanto no cérebro, a fluoxetina teve efeito dual, visto que, aumentou os niveis de
GSH nos animais fluoxetina sedentario, mas inibiu parcialmente os niveis de GSH
induzido pelo exercicio (Figura 14B).
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Figura 14. Efeito do tratamento subcrénico com fluoxetina em ratos adultos sedentarios e
submetidos ao exercicio fisico exaustivo na produc¢é@o de GSH. Painel A determinagéo no
sangue, painel B determinacdo no cérebro e painel C determinagdo no figado.
Resultados expressos como a média + e.p.m. entre 7-10 animais por grupo. *comparado
aos animais sedentérios tratados com salina, *(p <0,05). **(p <0,01) e ***(p <0,001). +
comparado aos animais sedentarios tratados com fluoxetina +(p <0,05). # comparado aos
animais tratados com salina e expostos ao exercicio, ##(p <0,01) e ###(p <0,001). Teste
ANOVA de duas via seguida do teste Bonferroni.
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5.2.2 Avaliacdo da capacidade de antioxidante total pelo método de TEAC

no sangue, cérebro e figado

Outro fator antioxidante avaliado foi a capacidade antioxidante total pelo
método de TEAC, no qual observou-se que no sangue ndo houve alteracdes
significativas neste parametro em nenhum dos grupos avaliados (Figura 15A). No
entanto, no cérebro, o tratamento com fluoxetina nos animais sedentarios e expostos
ao exercicio fisico foi capaz de reduzir os niveis de TEAC comparados os animais
sedentarios tratados com salina (Figura 15B). No figado, apenas os animais
sedentérios tratados com fluoxetina apresentaram reducdo nos niveis de TEAC,
mostrando que o exercicio fisico ndo altera os niveis dos antioxidantes totais neste

orgao.
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Figura 15. Efeito do tratamento subcrénico com fluoxetina em ratos adultos sedentarios
e submetidos ao exercicio fisico exaustivo na produ¢cdo do TEAC. Painel A
determinacdo no sangue, painel B determinag&o no cérebro e painel C determinacdo no
figado. Resultados expressos como a média + e.p.m. entre 7-10 animais por grupo.
*comparado aos animais sedentarios tratados com salina, *(p <0,05) e **(p <0,01). Teste
ANOVA de duas via seguida do teste bonferroni.
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5.2.3 Avaliacdo dos niveis de oxido nitrico (NO) no sangue, cérebro e
figado

Os resultados obtidos apo6s tratamento com fluoxetina e associado ao
exercicio fisico exaustivo em relacdo aos niveis do NO presente no plasma, cérebro
e figado estdo apresentados na Figura 16, painel A, B e C respectivamente. Neste
observou-se que o exercicio fisico aumentou os niveis de NO sangue e no figado,
mas ndo no cérebro. O tratamento com fluoxetina elevou os niveis de NO no
sangue de animais sedentarios, porém nos animais expostos ao exercicio fisico, o0
tratamento com a fluoxetina foi capaz de inibir parcialmente a producdo desse
mediador induzido pelo exercicio no sangue (Figura 16A). Por outro lado, no figado,
percebe-se que tratamento com fluoxetina potencializou a produc¢do do NO induzido
pelo exercicio fisico exaustivo (Figura 16B). No entanto, no cérebro, de maneira
geral, os grupos ndo apresentaram altera¢cdes nos niveis de NO, com excecdo dos
animais tratados com fluoxetina e expostos ao exercicio fisico que apresentaram

reducado nos niveis de NO quando comparado aos outros grupos (Figura 16C).
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Figura 16. Efeito do tratamento subcrénico com fluoxetina em ratos adultos sedentérios e
submetidos ao exercicio fisico exaustivo na producdo do NO. Painel A determinagédo no
sangue, painel B determinagdo no cérebro e painel C determinacdo no figado,
Resultados expressos como a média + e.p.m. entre 7-10 animais por grupo. *comparado
aos animais sedentarios tratados com salina, **(p <0,01) e ***(p <0,001). + comparado
aos animais sedentarios tratados com fluoxetina +(p <0,05),++(p <0,01) e +++(p <0,001).
#comparado aos animais tratados com salina e expostos ao exercicio, #(p <0,05) e
##(p <0,01). Teste ANOVA de duas via seguida do teste bonferroni.
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5.2.4 Avaliacdo dos niveis de malonaldeido (MDA) no sangue, cérebro e
figado

Em relacdo a producdo de MDA, no sangue, 0 exercicio fisico exaustivo
promoveu o aumento nos niveis de MDA comparado aos animais sedentarios
tratado com salina (Figura 17A), porém nao houve alterac6es no cérebro e no figado
(Figura 17B e C). No entanto, o tratamento com fluoxetina induziu a formacao de
MDA nos animais sedentarios e nos expostos ao exercicio fisico, mostrando este
farmaco levou ao estresse oxidativo no sangue dos animais (Figura 17A). No figado,
somente o0s animais tratados com fluoxetina e expostos ao exercicio fisico
apresentaram niveis elevados de MDA, mostrando que a associacao da fluoxetina e
exercicio fisico induziu o estresse oxidativo (Figura 17C). No entanto, no cérebro, os
animais tratados com a fluoxetina tanto os sedentarios quanto 0S expostos ao
exercicio fisico apresentaram niveis reduzidos de MDA comparados aos animais
tratados com salina, mostrando que a fluoxetina no cérebro apresentou efeito

antioxidante (Figura 17B).
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Figura 17. Efeito do tratamento subcrénico com fluoxetina em ratos adultos sedentarios
e submetidos ao exercicio fisico exaustivo na produgdo do MDA. Painel A
determinacéo no sangue, painel B determinacéo no cérebro e painel C determinacao
no figado, Resultados expressos como a média + e.p.m. entre 7-10 animais por grupo.
*comparado aos animais sedentarios tratados com salina, **(p <0,0) e ***(p <0,001).
+ comparado aos animais sedentérios tratados com fluoxetina,++(p <0,01). #
comparado aos animais tratados com salina e expostos ao exercicio, ###(p <0,001).
Teste ANOVA de duas via seguida do teste bonferroni.
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6. DISCUSSAO

Este estudo teve como objetivo investigar o efeito subcronico (tratamento
durante 7 dias i.p.) da fluoxetina (10mg/kg/dia) em ratos adultos submetidos ao
exercicio fisico exaustivo (nado forcado durante 20 minutos/dia), nos
comportamentos do tipo locomocdo espontanea pelo método de TCA,
comportamento semelhante a ansiedade por LCE, assim como a avaliacdo de

parametros oxidativos nas amostras sanguineas e teciduais destes animais.

A fluoxetina e o exercicio fisico exercem efeitos semelhantes sobre o sistema
serotoninérgico, promovendo o aumento da disponibilidade de serotonina no SNC,
(LAN et al. 2014; MEEUSEN et al. 1996). O exercicio fisico pode trazer varios
beneficios ao organismo quando praticado moderadamente, porém quando
exaustivo pode ser um fator importante para provocar multiplas mudancas nos niveis
metabdlico e fisioldgico inclusive no SNC associado a serotonina. Este tipo de
exercicio € conhecido por induzir uma situacdo de estresse oxidativo, perda de
energia, distirbios do humor, perda de apetite, fadiga e lesdo tecidual, como danos
musculares (ARMSTRONG, et al. 1983; RADAK, et 2008). Diante disso, a
serotonina que pode atuar como vasoconstritor cerebral e tem seus niveis de
atividade serotonérgica oscilando durante exercicio prolongado, o que esta sendo
centro de interesse crescente no papel como fator chave no retardamento ou
inducdo do esgotamento fisico (SUNG, et al. 2011; SEO, et al. 2011; RHIM, et al.
2007).

De acordo com os nossos dados, observa-se que os animais tratados com
fluoxetina apresentaram reducéo no parametro nimero de entradas na area central,
com diferenca significativa entre os grupos tratados com fluoxetina e os tratados
com salina. Os resultados mostraram que ndo houve danos na locomocéo desses
animais, visto que, esse parametro € mais utilizado para avaliar o0 comportamento
semelhante a ansiedade (KARL; PABST; VON HORSTEN, 2003). Além disso, o
local de realizagdo do teste era iluminando com luzes brancas que pode ter

motivado que esses animais esquivassem da area central.
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A curiosidade do animal em explorar novos ambientes no TCA, pode ser um
indicativo de atividade locomotora espontanea, tanto vertical quanto horizontal
(KARL et al. 2003). No nosso trabalho, o nimero de levantamentos e a distancia
total percorrida ndo apresentaram resultados significativos, apenas o parametro
namero de entradas na &rea central apresentou reducdo na locomocao, o que pode
ser indicativo de estresse nesses animais, ja que, a elevacdo do numero de
imobilidade no aparato pode ser considerada indicativo de alto grau de estresse
(KARL et al. 2003; BAHI 2013).

Dulawa et al. (2004) demonstraram que ocorreu reducdo na locomocao
espontanea no teste de TCA, em ratos adultos tratados cronicamente por 24 dias
com fluoxetina 10mg/kg/dia. Com isso, esses autores sugerem que essa reducao na
atividade locomotora pode ser confundida com outras medidas comportamentais que
tentam avaliar os efeitos ansioliticos ou antidepressivos da fluoxetina, como por
exemplo, estresse e ou medo em deambular e em explorar mais locais
abertos. Esses resultados foram similares aos nossos dados, embora neste estudo
tenha sido usado outro modelo de intoxicacdo e duracdo de tratamento diferente.
Neste estudo de Dulawa et al. (2004) também foi observado no teste de TCA, que o
tratamento subcronico (4 dias) e cronico (24 dias) com a fluoxetina levou a reducéo
no namero de entradas no centro, na distancia total percorrida no centro, e no tempo

na area central, ndo alterou a atividade locomotora dos animais.

Mediante os nossos resultados, sugere-se que o aumento de imobilidade ou
reducdo na locomocado dos ratos na area central do teste de campo aberto pode ter
sido estresse causado pela fluoxetina que faz parte dos ISRS, farmaco que favorece
o0 aumento da disponibilidade de 5-HT, por sua vez, pode amplificar suas agdes em
seus multiplos receptores nas varias regides cerebrais. Nesse sentido, Deakin e
Graeff (1991) sugeriram que em situacbes de ameaca potencial, projecdes
serotonérgicas do nucleo dorsal da rafe (NDR) a amigdala e ao cortex pré-frontal
podem estar associadas a comportamentos passivos de defesa. Com isso, as

projecbes serotonérgicas inibitérias do NDR a MCPAd ocasionam inibicdo das

respostas ativas da fuga, que estdo relacionadas ao panico e a uma menor
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exploragdo do ambiente (GRAEFF e ZANGROSSI, 2010; GRAEFF, 2003; POBBE e
ZANGROSSI, 2005; POBBE et al. 2011).

Em estudos de Blanchard e Blanchard (1994) foi demonstrado redugé&o dos
parametros de locomocao, que pode ser explicado pelo fato de que os animais
mesmo preferindo o ambiente novo, estd novidade pode provocar reacdes
defensivas semelhantes as situacbes ameacadoras a estes animais, podem gerar
conflito entre a curiosidade e o medo da novidade. Desta forma, o teste de campo
aberto é um paradigma classico de abordagem em que o0 ambiente provoca
simultaneamente ansiedade e desejo de exploracdo cautelosa pelo ambiente novo
(WELKER, 1957 ; BELZUNG e LE PAPE, 1994 ; DULAWA et al. 1999 ; PRUT e
BELZUNG, 2003 ).

Diante do contexto, estudos sobre a acdo da fluoxetina e exercicio fisico nos
testes comportamentais ainda sao escassos. Além disso, a maioria das pesquisas
mostram a acao da fluoxetina no TCA como medida dos comportamentos
semelhantes a depressdo e ansiedade em roedores. Em relacdo aos receptores
serotonérgicos ndo se tem claro qual receptor e area cerebral podem estar
envolvidos diretamente com danos na locomocao, ja que € um conjunto de estrutura

e funcBes complexas envolvidas no sistema motor.

O comportamento semelhante ansiedade foi analisado por meio do teste
labirinto em cruz elevado, que é baseado na aversdo natural de roedores a espacos
abertos, avaliando-se o conflito entre a exploracéo e aversao a este tipo de lugar. Os
perfis de comportamento provocados neste teste sdo semelhantes aos de neofobia,
exploragdo e a aproximacao/evitar conflitos, assim o aparelho é muitas vezes
referido como um modelo de conflito comportamental espontaneo nao-condicionado
(BOURIN et al. 2007). Em nosso estudo, os principais indices de ansiedade
analisado neste teste (% entradas nos bracos abertos e % tempo gasto nos bracos
abertos) apresentaram-se aumentados, caracterizando uma diminuicdo da
ansiedade dos animais tratados com fluoxetina e exposto ao exercicio fisico
exaustivo. No entanto, sem afetar a frequéncia de entradas nos bracos fechados,
parametro que avalia a atividade locomotora destes animais expostos ao LCE
(CRUZ et al. 1994; FILE, 1992; RODGERS e JOHNSON, 1997).
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Rogoz e Skuza, (2011) realizaram estudos com ratos wistar machos no LCE,
e utilizaram como tratamento os medicamentos olanzapina, risperidona e a
fluoxetina, que foi administrada em dose baixa (2,5 mg/kg). A fluoxetina nesta dose
nao induziu atividade ansiolitica no teste, porém quando utilizadas nas doses mais
elevadas (5 ou 10 mg/kg) aumentaram significativamente o tempo gasto nos bracos
abertos (até 37,7 ou 70,5%) e a porcentagem de entradas nos bracos abertos (até
51,1 ou 68,0%, respectivamente, demonstrando efeito ansiolitico da fluoxetina nas
doses maiores. Esses resultados foram similares aos nossos, que apesar de
apresentarem cronogramas de tratamentos diferentes, ressalta-se o efeito ansiolitico

da fluoxetina.

Nos estudos de Morgan et al. (1973), relatam que homens considerados
normais foram expostos durante 15 minutos de corrida até a exaustéo,
demonstrando reducao nos niveis de ansiedade, ap6s o termino do exercicio. Esses
resultados e vem contribuir com a nossa pesquisa, mesmo apresentando protocolos
diferentes de exercicio e de espécies. De acordo com O’connor et al. (1995), o nivel
de ansiedade aumenta durante os primeiros 5 minutos de exercicio fisico exaustivo
e sO apresentam reducdo apos 10 a 15 minutos da sua realizacéo, resultado que

corroborar aos nossos dados.

Alguns estudos relatam também que a ansiedade estad relacionada com
estruturas cerebrais localizadas no sistema limbico, que € modulado pelas projecées
do tronco encefalico através de vias serotonérgicas e dopaminérgicas (MOSER et al.
1993). O sistema limbico recebe conexdes aferentes em praticamente todo o
sistema nervoso e pode ser considerado como centro de controle das emocoes,
constituido de estruturas nucleares ricas em neuropeptideos e estruturas adjacentes
gue contém monoaminas, tais como: noradrenalina, dopamina e serotonina
(BANNERMAN et al. 2004).

A acdo da fluoxetina ocorre ao retardar a recaptagcdo da serotonina,
promovendo o aumento dos niveis e do tempo desse neurotransmissor nas
sinapses. Este farmaco também altera as fun¢des dos seus diversos receptores
serotonérgicos (HIEMKE e HARTTER, 2000). Em especial o 5-HT1a que € um
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subtipo de receptor que regula a taxa de disparo de neurbnios serotonérgicos, assim
como atua como um auto-receptor inibitério de serotonina e pode mediar o disparo
neuronal induzido por serotonina (SPROUSE E AGHAJANIAN 1987; ASHBY et al.
1994 ). Nesse sentido, o hipocampo € uma area neuronal associado a memoria e é
um dos principais centros de informagdo e de regulagdo dos comportamentos
(BANNERMAN et al. 2004). Essa area cerebral recebe inervacbes serotonérgicas
dos nucleos dorsal e mediano da rafe (AZMITIA e SEGAL, 1978; VERTES, 1991) e
possui altas concentragdes de receptores 5-HT1a (HOYER et al. 1986; LAPORTE et
al. 1994; PAZOS et al. 1987).

Além disso, varios autores relataram que a ativacdo do 5-HT;a produz efeitos
ansioliticos no nucleo mediano da rafe (FILE et al. 1996; FILE E GONZALEZ, 1996)
e no hipocampo dorsal (MENARD e TREIT, 1998), e ansiogénico em outras
estruturas cerebrais, tais como, ndcleos dorsal da rafe, amigdala e basolateral da
amigdala ou septo (ZANGROSSI e GRAEFF, 1994; FILE e GONZALEZ; MENARD
e TREIT, 1998), em ratos. Segundo Deakin e Graeff (1991), a serotonina parece
exercer acdes diferentes em relagdo a ansiedade, visto que, dependendo do
estimulo aversivo (condicionado ou incondicionado), este mediador pode atuar como
ansiolitico ou ansiogénico. Com isso, a serotonina pode facilitar ou refrear o
comportamento defensivo, dependendo dos subtipos de receptores serotonérgicos e
dos sitios em que atua no SNC, visto que ha varias projecdes serotonérgicas
distribuidas por diferentes regides cerebrais (GRAEFF et al. 1996).

A exposicéo ao LCE pode se tratar de uma situagéo aversiva incondicionada,
resultando na estimulacdo de vias serotonérgicas do SNC com proje¢cbes para
estruturas como, amigdala, septo, hipotalamo, MCPd e hipocampo. O aumento dos
estimulos nos neurdnios serotonérgicos da rafe com projecdes para amigdala
desencadeado por estimulos aversivos condicionados, podendo resultar em
facilitacdo do comportamento defensivo via ativacao de receptores 5-HT2A/2C e 5-
HT3 causando um efeito ansiogénico (RODGERS et al. 1992). Por outro lado, o
aumento da liberacdo de serotonina na MCPd mesencefélica provocado por
estimulos aversivos incondicionados resulta na diminuicdo das respostas fisiologicas

e comportamentais relacionadas ao medo, em ratos, provavelmente via receptores
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5-HT2A/2C e 5-HT1A promovendo efeito ansiolitico (DEAKIN e GRAEFF, 1991;
GRAEFF et al. 1996).

Desta forma, Santos, (2012) relata que o LCE é um modelo animal
amplamente utilizado para verificacdo do comportamento semelhante a ansiedade
gue se baseia em duas tendéncias conflitantes, incluindo o impulso do roedor para
explorar um ambiente novo e sua aversao aos espacos abertos. Assim, animais
ansiosos passarao a maior parte do tempo nos bracos fechados, enquanto animais
menos ansiosos explorardo as areas abertas por um longo periodo de tempo
(PELLOW et al. 1985). Diante dos fatos, observa-se que 0 nosso resultado
apresentou a diminuicdo do comportamento semelhante a ansiedade nos ratos
tratados com fluoxetina e expostos exercicio fisico no LCE. Nesse sentido, o
exercicio fisico e a fluoxetina sdo reconhecidamente ativadores do sistema
serotoninérgico e podem induzir estresse oxidativo nos variados tecidos,
principalmente no SNC. Com isso, este efeito tipo ansiolitico pode estar associado
ao aumento de estimulos nas vias serotonérgicas com proje¢6es para o hipocampo
dorsal, tecido que contém altas concentracbes de receptores 5-HT;a € séo
responsaveis pelo efeito ansiolitico de alguns farmacos (HOYER et al. 1986; PAZOS
et al. 1987; LAPORTE et al. 1994). Desta forma, houve a necessidade de investigar
os efeitos do tratamento com fluoxetina em animais submetidos ao exercicio fisico
exaustivo, a fim de verificar os efeitos dos parametros oxidativos em tecidos como

sangue, cérebro e figado.

Uma vez que, durante o exercicio fisico exaustivo aumento no consumo de
oxigénio estimula as atividades das mitocondrias e dos linfécitos, apresentando
como resultado a producdo de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio
(JACKSON, et al. 2007; SACHDEV e DAVIES, 2007). Essas espécies em um
sistema equilibrado séo responsaveis pela regulacdo celular da expressao génica e
sinalizacao celular. Porém essas espécies reativas em niveis elevados no organismo
causam o desequilibrio do sistema redox e consequentemente tornam-se destrutivos
para as células e tecidos, (WITHEE, et al. 2017; NIE, et al. 2011). Varios estudos
mostram a fluoxetina e o exercicio fisico pode induzir estresse oxidativo

ocasionando danos em macromoléculas, provocando mudancas em niveis
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metabdlico e fisioldgicos no organismo (TANNER, 2002; CAMPANELLA et al. 2005;
SUZUKI et al. 2007; HARRISON et al.1991).

Sabe-se que os eritrécitos sdo transportadores de oxigénio na circulacdo e
sdo vulneraveis ao dano oxidativo ao longo de sua vida util, devido a alta
concentracéo celular de oxigénio e hemoglobina, que aceleram o processo oxidativo
(SEN, 1999). Além disso, essas células estdo constantemente expostas a um
grande numero de oxidantes derivados de varias fontes enddgenas e exdgenas
durante o processo de exercicio exaustivo. Ciana et al. (2004) sugeriram que 0S
niveis de GSH intracelulares protegem globulos vermelhos de lesbes induzidas por
ROS, com isso, seus sistemas celulares sdo incapazes de reduzir os fatores
oxidantes, devido aos baixos niveis de GSH livre, resultando muitas vezes em

degeneracdo irreversivel e morte celular ( ZIPSER et al. 1997).

Nesse contexto, a fluoxetina e o exercicio fisico estdo associados a um
aumento da absorcdo de O, nos musculos contracteis e acdo do metabolismo
mitocondrial oxidativo, induzindo a liberagdo de ROS mitocondrial (VIINA et al.
2000). Com isso, 0 estresse oxidativo relacionado ao exercicio pode aumentar a
liberacdo de ions de ferro em fluidos extracelulares e plasma durante e apds o
exercicio, embora por mecanismos ainda ndo conhecido. Nos estudos realizados por
Sastre et al. (1992) e revisados posteriormente por Vina et al. (2000) comprovaram
gue somente no exercicio exaustivo ha inducéo significativa de estresse oxidativo,
ao encontrarem relacdo linear entre concentracdes sanguineas de lactato e de
glutationa oxidada durante o exercicio. Além do mais, niveis elevados de lactato
podem contribuir para a oxidacdo excessiva de GSH comprometendo assim as

defesas antioxidantes e gerar estresse oxidativo (SUREDA et al. 2009).

Os niveis de GSH no cérebro dos animais tratados com fluoxetina e expostos
ao exercicio fisico exaustivo se apresentam maiores em relacdo aos animais
sedentarios e menor em relacdo aos expostos ao exercicio fisico tratados com
salina. Isso nos mostra como o cérebro € bastante sensivel a quaisquer alteracdes
da homeostasia da GSH, essa sensibilidade pode ser explicada pela hip6tese de
que esse tripeptideo funciona como neuromodulador ou neurotransmissor no
cérebro (DRINGEN, 1999; BALLATORI, 2009). Desta forma, a reducdo de GSH
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pode ter sido causada pelo tratamento com a fluoxetina, visto que as concentracoes
e atividade da GSH no cérebro sdo pequenas em relagdo aos outros Orgaos e
tecidos. Sendo assim, essa reducdo pode ser consequéncia da baixa de atividade
especifica de GSH em neurbnios, tornado o cérebro mais suscetivel acdo da
fluoxetina e do exercicio fisico exaustivo que provoca a homeostase no cérebro
(BALLATORI, 2009; BERNARD, 2008).

Moretti et al. (2012) submeteu camundongos ao estresse e encontrou uma
reducdo na atividade da enzima GR que pode estar relacionada a acédo antioxidante
da glutationa, essa diminuicdo foi especialmente no hipocampo, cortex, indicando
uma mudanca no sistema de defesa antioxidante no sistema nervoso desses
animais. Por outro lado, Abdel-Salam et al. (2013), encontraram aumento nos
niveis de GSH no cérebro, em especial no hipocampo dos animais tratados com
fluoxetina em doses de 10 e 20mg/kg. Diante desses fatos, sugere-se que a
fluoxetina pode induzir elevacdo nos niveis de GSH cérebro, mostrando que este
farmaco pode ter acdo antioxidante neste tecido. Tal fato pode estar associado ao
SNC ter capacidade de adaptacdo metabdlica, fornecendo unidades de GSH livre
gue mantém o equilibrio redox positivo durante o exercicio fisico e uso de fluoxetina
(SAKR et al. 2015).

Observou-se gque no figado apresentam niveis maiores de GSH nos grupos
tratados com fluoxetina, mostrando possivelmente que este farmaco induziu a
diminuicdo dos radicais livres neste 6rgdo. A pesquisa de Djordjevic et al. (2011)
contribuiu com os nossos dados, pois também ocorreu um aumento nos niveis de
GSH no figado de ratos submetidos a estresse cronico e tratado com fluoxetina.
Com isso, estes autores afirmam que o aumento de antioxidantes pode servir como
um indicador de aumento de danos oxidativos no tecido hepatico, causado por
estimulos adversos, tais como o tratamento com fluoxetina e o exercicio fisico. No
entanto, o aumento dos fatores antioxidantes pode reduzir a producdo de ROS em
linfécitos, granuldcitos e mondcitos este, diminuindo assim o estresse oxidativo
periférico (RAMMAL et al. 2008).

Outra explicacdo para o aumento dos niveis de GSH no figado dos animais

tratados com fluoxetina e expostos ao exercicio fisico, € que no sistema redox da
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GSH, a enzima GPx apresenta alta atividade no figado, moderada no cérebro, e
baixa nos musculos (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1989). A quantidade e atividade
dessa enzima variam entre diferentes espécies, bem como de entre tecidos em uma
mesma espécie (MANNERVIK, 1985). Além disso, o rim e figado estdo expostos
varios xenobibticos, logo € admitido que estes 6rgdos apresentem alto niveis de
GSH, pois tem papel crucial na desintoxicacdo do substancias téxicas orgéanicas e
inorganicas no organismo (ANDERSON, 1998).

Outra medida analisada no sangue e nos tecidos por meio do método de
TEAC foi a capacidade de antioxidante total, que representa a agao simultanea de
todos os antioxidantes presentes em uma amostra, pode ser utilizado como
marcador para detectar mudancas no estresse oxidativos (GHISELLI et al. 2000).
No entanto, ndo possui especificidade para determinar alteracbes em atividade
enzimaticas. Em nosso estudo, os niveis de TEAC no sangue nao estavam
alterados, porém os niveis de GSH estavam reduzidos nos grupos tratados com
fluoxetina e os expostos ao exercicio fisico exaustivo. A auséncia de diferencas
significada na capacidade antioxidante total no sangue pode estar relacionada aos
niveis normais de proteinas plasmaticas, como ceruloplasmina, transferrina, acido
arico e pequenas moléculas antioxidantes como vitaminas C e E, (RAHMAN et al.
2000).

No cérebro, todos os animais tratados com fluoxetina e exposto ao exercicio
fisico apresentaram niveis reduzidos na capacidade antioxidante total. Essa
diminuicdo pode ter ocorrido em razdo do SNC ser mais sensivel aos danos
oxidativos, pois apresenta grande atividade enérgica mitocondrial dependente de
oxigénio, associada a alta concentracdo de ferro, lipidios insaturados, baixos niveis
de glutationa e enzimas antioxidante (BEHL, 2005; COSKUN et al. 2005; SEN e
PACKER 2000). As areas cerebrais, tais como, ganglios da base, cértex frontal e
hipocampo apresentam altas concentragédo de ferro (JELLINGER et al. 1990;
NUNEZ-MILLACURA et al. 2002), o que se torna potencialmente toxico ao SNC em
situacOes de estresse oxidativo (BOSTANCI et al. 2006: LIU et al. 2003). Com isso, 0

tratamento com fluoxetina pode aumentar a atividade serotonérgica no SNC e a
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exposicdo ao exercicio fisico exaustivo pode elevar o consumo de oxigénio,

ocasionando o estresse oxidativo neste tecido.

Por outro lado, ndo se observou diferencas significativas nos niveis de TEAC
no figado dos animais, exceto no grupo sedentario e tratado com fluoxetina que
diminuiu os niveis de TEAC. Esta situacdo pode estar relacionada a producédo de
energia e a sintese de fosfolipidios que ocorre no figado, por meio da oxidacao dos
acidos graxos (MOTTA. 200), assim como pelo aumento de antioxidantes tidis GSH
ou nao-tidis, que se apresentam em altas concentracfes em situacbes normais
neste orgdo. A diminuicdo de TEAC ocasionada pela fluoxetina pode ser
consequéncia do aumento das concentracdes de Ferro neste tecido, visto que o
processo de oxidacdo e reducdo que acontece no interior dos eritrocitos leva ao
aumento da forma reduzida de Fe?+ que circula no plasma, que uma vez ligado a
ceruloplasmina retorna a sua forma oxidada. Esta forma pode ser captada pela
transferrina e assim transportada para o figado, onde € armazenado e distribuido
paras ceélulas, e isso pode ocasionar queda nos niveis destes antioxidantes
(HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2007).

Além disso, do sistema antioxidante, nesse estudo também se avaliou os
fatores oxidantes. O NO que é um potente vasodilatador cerebral que mantém o
fluxo basal do cérebro, promovendo aumento do fluxo sanguineo nas atividades
neuronais intensas, e controlando varios de processos biolégicos complexos,
incluindo a homeostase da pressao sanguinea, agregacao plaquetéria e transmissao
de sinais pelo sistema nervoso (WANG e MARDSEN, 1995; DURNER et al. 1999).
Uma caracteristica importante do NO € a sua capacidade de ser benéfica ou
potencialmente téxica dependendo da concentracdo ou depuracao tecidual (SCMIDT
e WALTER, 1994; DALLAIRE e MARETTE, 2004). Desta forma, determinadas
situacdes, como por exemplo, a intoxicagdo por farmacos, como a fluoxetina
associada ao exercicio fisico exaustivo podem acarretar aumento do estresse
oxidativo com ativacao de eixo hipotalamo-hipoéfise-adrenal, provocando aumento no
metabolismo celular mediado pela liberacéo de glicocorticoides, levando a formacao
de radicais de nitrogénio e oxigénio (CHEN et al. 2015).
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Também foi observado que a associagdo da fluoxetina com o exercicio fisico
exaustivo diminuiu os niveis de NO no sangue e no cérebro, mostrando que esta
associacdo pode ocasionar efeitos sinérgicos na diminuicdo do NO em alguns
orgaos. A reducdo nos niveis desse mediador pode estar associada ao declinio da
atividade funcional da NOS (NO-sintase), enzima responsavel pela catalisacdo do
oxido nitrico no organismo, principalmente da NOS constitutiva (c-NOS). A cNOS
estd presente nos neurdbnios, nas células endoteliais vasculares e plaquetas, que
produzem pequena quantidade NO (WANG e MARDSEN, 1995; KONTUREK e
KONTUREK, 1995; MONCADA, et al. 1991).

Por outro lado, os niveis de NO estavam elevados no figado dos animais
tratados com fluoxetina e exposto ao exercicio fisico exaustivo, o0 que pode resultado
da inducdo da expressdo e atividade da NOS induzivel (i-NOS) que leva a
manutencao de niveis elevados de NO nos tecidos (CLEMENT, et al. 2014). A iINOS
€ produzida por macrofagos, linfocitos T, células endoteliais, hepatdcitos,
condrdcitos, neutrofilos e outras células ativadas por citocinas (STUEHR et al. 1991;
GELLER et al. 1993). Além disso, a i-NOS néo é expressa sob condi¢cdes normais,
com isso requer algumas horas para a sua expressao, mas apoés sintetizada, induz a
producdo de grandes quantidades de NO comparado a c-NOS e a producao deste
mediador continua indefinidamente até a inibicdo da enzima ou que ocorra a morte
celular (DUSTING, 1995; MONCADA et al. 1991; NATHAN e XIE,1994).

Li et al. (2014) relataram que o exercicio exaustivo de alta intensidade elevou
os niveis de NO, que foi decaindo lentamente apds 24 horas do exercicio,
corroborando com os nossos dados. Desta forma, sugere-se que a i-NOS pode ser
responsavel pelo aumento nos niveis de NO no figado, produzido pelos hepatécitos
em condi¢cbes anormais do organismo, tais como o exercicio fisico exaustivo e a
intoxicacdo por fluoxetina. Sendo assim, o exercicio de alta intensidade pode
resultar na infiltracdo de células inflamatorias e a estimulagcdo dos neurogliocitos e
macrofagos, causando um processo inflamatorio e induzindo a ativacédo de i-NOS
e a reducdo na atividade da c-NOS (LI et al. 2015).

Durante o exercicio fisico exaustivo, 0 aumento no consumo de oxigénio

estimula a atividade dos linfocitos e das mitocondrias em diversos 0rgaos, levando
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ao aumento na producao de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio (JACKSON
et al. 2007; SACHDEYV e DAVIES, 2007). Com isso, 0 aumento dos niveis de NO no
figado por ter sido provocado pelo aumento do fluxo sanguineo muscular e do
estresse causado pela vasodilatacdo durante o exercicio, promovendo a geragao
continua de NO e EROS por células endoteliais (BUSCONI e MICHEL, 1994;
BALAGANUR et al. 2014).

Kim et al. (2017) relataram que durante o exercicio exaustivo ocorre a inducao
do estresse no SNC, promovendo o excesso de sintese e metabolismo da
serotonina no cérebro, levando a fadiga e a reducdo do desempenho do exercicio
humano e animal (DAVIS et al. 2000; NEWSHOLME et al. 1992; STRUDER e
WEICKER, 2001). Esta situacdo se deve ao aumento da atividade da TPH que é a
principal enzima responséavel pela regulacdo da sintese da serotonina, aumentando
assim atividade serotonérgica (SOARES et al. 2007). No entanto, ha relatos que
fluoxetina e o exercicio fisico exercem efeitos semelhantes sobre o sistema
serotonérgico pelo aumento da disponibilidade de serotonina no SNC (LAN et al.
2014; MEEUSEN et al. 1996). Com isso, a associa¢ao do tratamento com fluoxetina
e a exposicao ao exercicio fisico moderado (esteira elétrica) melhorou a depresséo
de espalhamento cortical (CSD) em ratos adultos (MONTEIRO et al. 2015).

O exercicio fisico exaustivo pode provocar alteracdo no sistema imune com
aumento da liberacdo de radicais livres e o desequilibrio sistémico das citocinas,
especificamente as interleucinas e o fator de necrose tumoral, semelhante a
resposta inflamatéria (BRUUNSGAARD, 2005). O aumento do estresse pode
provocar danos nas membranas das células, DNA, proteinas e até causar a morte,
efeitos que podem estar relacionados com desenvolvimento de véarias doencas
(SINGH et al. 2011).

Delmondes et al. (2012) relatam que apdés a realizacdo de exercicio fisico
moderado e exaustivo, a producdo de NO nos animais aumentou em relacdo ao
grupo controle. Porém o grupo de exposto ao treinamento fisico exaustivo
apresentou maior nivel de NO, que pode estar interligado ao aumento do
metabolismo e do consumo de oxigénio (NUNES e FERNANDES, 2009). Achados
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deste estudo que pode vim fortalecer os resultados da nossa pesquisa, visto que, 0s

grupos expostos ao exercicio fisico também mostraram niveis maiores de NO.

Durante a peroxidacgéo lipidica, varios aldeidos séo liberados no interior da
célula, dentre eles o MDA que é um indicador de danos a membrana plasmatica e
utilizado como marcador do estresse oxidativo (LIU et al. 2011; YANG et al. 2015). A
peroxidagdo lipidica pode ser induzida pelo exercicio fisico ou farmacos,
promovendo a inativagdo de enzimas de membrana celular, extravasamento de
organelas e formacdo de produtos como o MDA. Estas modificacdes podem
prejudicar as atividades funcionais e estruturais de proteinas sinalizadoras
(SPICKETT e PITT 2012) ocasionando desordens celulares e induzindo a
progressdo de doencas crbnicas degenerativas e morte das células (DEAN et al.
1997).

Li et al. (2015) relataram que o grupo de ratos que praticaram exercicio de
alta intensidade (corrida) apresentaram aumento da peroxidacéo lipidica, causando
a elevacdo significativa nos niveis de MDA no sangue. Esses resultados foram
similares aos nossos, visto que o0s animais tratados com fluoxetina e expostos ao
exercicio fisico também elevaram os niveis de MDA no sangue e figado, mostrando
que estes estimulos quando associados potencializam o estresse oxidativo nos
tecidos dos animais. Além disso, Wang et al. (2014) descreveram que 0 exercicio
exaustivo também diminuiu a capacidade dos antioxidantes em eliminar os radicais
livres, levando ao aumento dos danos celulares, representado pelo aumento nos
niveis de MDA.

Os niveis elevados de MDA no figado ocasionados pela fluoxetina associada
ao exercicio fisico exaustivo pode estar relacionado as modificacbes metabdlicas
que favorecem a elevacdo da producdo de EROs nas células ocasionada pelo
exercicio fisico intenso (BASU, 2004; ATALAY et al. 2006). Durante esse tipo de
atividade fisica, as principais vias aerobias estimulam a formacado de EROS durante
0 metabolismo mitocondrial e o ciclo de degradacdo de purinas. Além disso, nessa
situacdo ocorre a transferéncia dos lipoperéxidos de um tecido para outro, que séo
metabolizados no figado por componentes com alta capacidade oxidativa (SUZUKI
et al. 1983; JENKINS, 1993).
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Além do exercicio fisico, a fluoxetina também pode ter induzido aumento dos
niveis de MDA nesses animais, visto que este farmaco € metabolizado no figado.
Este 6rgdo é abundante em mitocondrias e tem sua funcao respiratéria aumentada
durante a pratica de exercicio exaustivo, sendo fonte, e ao mesmo tempo, estando
expostos a grande quantidade de EROS e ao estresse oxidativo (CASTILHO et al.
2005). Desta forma, sugere-se que a fluoxetina e exercicio causaram aumento da
peroxidacao lipidica nestes animais, devido ao excesso de radicais livres produzidos
e diminuicdo de fatores antioxidantes que possam remover adequadamente o
EROS. Segundo Souza et al. (1994), a fluoxetina afeta diretamente a estrutura da
membrana mitocondrial de hepatdcitos, gerando um aumento de peroxidacdo de
lipidios e a diminuicdo das enzimas antioxidantes. Monteiro et al. (2015) mostraram
gue a combinacado de fluoxetina e exercicio fisico (esteira elétrica) em ratos wistar foi
capaz de reduzir a depressao no espalhamento cortical, mostrando efeito benéfico

dessa combinacédo no cérebro.

Os niveis diminuidos de MDA no cérebro dos animais tratado com fluoxetina
podem estar associados a um efeito estimulador do farmaco sobre fatores
antioxidantes, como GSH que pode reduzir os niveis de MDA neste tecido. Além
disso, estudos comprovam o aumento da peroxidacdo lipidica causada pelo
exercicio fisico exaustivo (BASU, 2004; ATALAY et al. 2006). Entretanto, o
tratamento com fluoxetina pode em algumas situacbes promover o aumento do
estresse oxidativo (INKIELEWICZ-STEPNIAK, 2011) e em outras apresenta efeito
antioxidante, como observado em nosso estudo (SOUZA et al. 1994). Tal fato,
deve-se ao cérebro desenvolver um processo de adaptacdo em casos de aumento
da producao de ROS, ocasionada por suas caracteristicas fisioloégicas e anatbmicas
especificas (BRAGA, 2008).

No SNC, a oxidacao de lipidios ocorre de forma diferenciada em diversas
regides cerebrais, devido ao consumo de oxigénio e o metabolismo de proteinas e
células serem diferentes as diferentes areas do cérebro (FLOYD e CARNEY, 1991,
ZHANG et al. 1993). Apoés treinamento de natacdo, ratos jovens e velhos
apresentaram melhoras no aprendizado e na memoéria (RADAK et al. 2001), além de

diminuir a lipoperoxidacdo em cerebelo, hipocampo e cortex cerebral (RADAK et al.
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2006; JOLITHA et al. 2006). Moretti et al. (2012) por sua vez, relataram que o a
utilizacdo da fluoxetina apresentou efeito preventivo contra o estresse induzido,
sugerindo uma reducéo da peroxidacao lipidica no hipocampo. Segundo Réus et al.
(2012), os efeitos da fluoxetina sdo dependentes da dose e da area do cérebro.
Esses dados corroboram ao nosso estudo que mostraram que a fluoxetina no

cérebro levou a diminuicdo do MDA, entretanto aumentou os niveis deste parametro
no sangue e figado.
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7. CONCLUSAO

Baseado nos resultados obtidos neste trabalho, concluiu-se que:

- O tratamento com a fluoxetina associada a pratica de exercicio fisico exaustivo
induziu uma redugcdo na locomogcdo ou aumento da imobilidade no parametro
namero de entradas no campo aberto, e uma diminuigdo no comportamento
semelhante a ansiedade.

- Quanto aos parametros oxidativos, a fluoxetina associada a pratica de exercicio
fisico exaustivo, de maneira geral, induziu estresse oxidativo no organismo,
principalmente no sangue e figado destes animais, com reducéo dos niveis de GSH
e TEAC e aumento dos niveis de NO e MDA. Por outro lado, no cérebro, o
tratamento com fluoxetina mostrou efeito protetor sobre o estresse oxidativo, com

reducdo nos niveis de NO e MDA e aumento em fatores antioxidantes.

Diante destes achados, sugere-se que 0s mecanismos envolvidos na producao
da ansiedade sdo complexos e ndo sdo totalmente compreendidos. Além disso, as
interacdes entre estresse oxidativo e estresse emocional podem estar envolvidos
nas mudancas no comportamento de ansiedade. Com isso, sugere-se que a
modulagdo dos niveis de serotonina pela fluoxetina tenha efeito dual sobre os
parametros oxidativos, visto que, dependendo do local de acdo este farmaco
apresentou efeito antioxidante ou pro-oxidante. Tais resultados sugerem que a
utilizacdo da fluoxetina associada ao exercicio fisico pode contribuir para a melhora
de alguns dos efeitos ansioliticos, por meio de alteragdes na funcédo neural com
reducdes no estresse oxidativo no SNC. No entanto, também se conclui que
fluoxetina associada ao exercicio fisico exaustivo tem efeito ansiolitico e dual nos
parametros oxidativos, dependendo do tecido investigado. Desta forma, ainda ha
necessidades de estudos mais aprofundados que esclarecam melhor os possiveis
mecanismos de acdo e expliqguem este efeito este efeito dual pro-oxidante e
antioxidante, visto que ha escassez de publicacdes abordando o uso da fluoxetina

em praticantes de exercicio fisico exaustivo.
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