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RESUMO

S80 crescentes as evidéncias de interacdo entre 0 sistema nervoso e 0 metabolismo 6sseo.
Estudos recentes evidenciam receptores glutamatérgicos, dopaminérgicos e serotoninérgicos
nas células 6sseas. No entanto ainda ndo esta bem documentado o papel da serotonina no
0sso. No presente estudo, foi investigado o papel da serotonina sobre o crescimento e
desenvolvimento do tecido 6sseo em ratos. Foram utilizados 60 ratos machos Wistar com
idades de 30 e 90 dias. Para cada idade, os animais foram divididos em dois grupos: tratado e
sdina. Ao grupo tratado foi administrada fluoxetina, um potente inibidor seletivo da
recaptacéo da serotonina— ISRS, em dose de 10mg/Kg p.c. (10ul/g p.c., s.c). Ao grupo saina
foi administrada solucéo salina a 0,9% (10ul/g). Os tratamentos foram realizados diariamente
nos primeiros 21 dias pos-natais dos animais. Nas idades de 30 e de 90 dias, foram coletados
para andlise o fémur e o sangue dos animais. O peso corporal (S= 88,38 £ 5,9; F= 81,34*), 0
peso relativo do fémur (S= 3,42 £ 0,3 ; F=3,21 + 0,22*) e o comprimento do fémur (S= 21,97
+ 0,62, F= 21,27+ 0,78*) apresentaram redugdo nos animais tratados com fluoxetina aos 30
dias de vida (*p<0.05). Os nivels séricos da fosfatase alcalina (S= 74 + 11.9; F= 100.4+
12.3*) apresentaram-se maiores nos animais tratados aos 30 dias de idade. Aos 90 dias de
idade ndo houve diferencas para estes parametros entre os grupos. A densidade do fémur e seu
angulo colo-di&fise ndo apresentaram diferencas entre os grupos ou idades. A reducéo do peso
relativo e comprimento femorais entre os animais jovens tratados com |SRS sugere um efeito
precoce do |SRS sobre 0 metabolismo 6sseo. Ja 0 aumento na atividade da fosfatase acalina
precocemente sugere que houve incremento da atividade osteoblastica em resposta a agressao
farmacologica no periodo de aleitamento. Sendo assim, a influéncia da serotonina sobre o
metabolismo ésseo parece ser evidente em idade precoce tendo em vista que houve

recuperacdo dos parametros estudados entre os animais adultos tratados com I SRS.

Palavras-chave: serotonina, metabolismo 6sseo, fosfatase dcalina, fluoxetina, Inibidor

Seletivo da Recaptacdo da Serotonina.
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ABSTRACT

The interaction evidences are growing between the nervous system and the bone metabolism.
Recent studies evidence glutamatergic, dopaminergic and serotoninergic receptors in the bone
cells. However it is not still well documented the paper of the serotonina in the bone. In the
present study, we investigated the role of the serotonin on the growth and development of the
femur. We used 60 male rats Swiss with ages of 30 and 90 days. For each age, the animals
were divided in two groups: treated with fluoxetina and non treasted. The treated group
received fluoxetina , a potent and selective serotonin reuptake inhibitor (SSRI), at 10mg/Kg
(20ul/g). The non —treated group received saline solution at 0.9% (10ul/g). The treatments
was realized during the first 21 rats aged days. In the pre-established ages, we collected and
analyzed the femur and the blood of the animals. The body weight (S= 88.38 £ 5.9; F=
81.34*), the relative weight of the femur (S= 3.42 £ 0.3 ; F=3.21 + 0.22*) and its length (S=
21.97 £ 0.62, F= 21.27+ 0.78*) came reduced in the treated group to the 30 days. Still to the
30 days, the alkaline phosphatase (S= 74 + 11.9; F= 100.4+ 12.3*) presented larger activity
among the treated animals (* p<0.05). At 90 aged days there aren’t differences among groups.
The density of the femur and the femoral neck-shaft angle didn't present differences between
the groups or ages. The precocious reduction of the relative weight and femoral length among
the treated young animals with I1SRS suggest a short term effect of this drug. The increase in
the activity of the akaline phosphatase in a precocious way indicates the increment of the
osteoblastic activity as a compensatory mechanism to the newborns pharmacological
aggression. These found show interaction between bone metabolism and serotonin only in
young rats treated with SSRI.

KEY WORDS: serotonin, bone metabolism, alkaline phosphatase, fluoxetina, Selective
Serotonin Reuptake Inhibitor.
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1. INTRODUCAO

O tecido 0sseo € o principal constituinte do esqueleto sendo composto por um tipo
especializado de tecido conjuntivo (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004). Os principals tipos
celulares que comp&em o tecido Gsseo sdo: células osteoprogenitoras, osteoblastos, ostedcitos
e osteoclastos. Este conjunto de células produz, mantém, adapta ou repara, se necessario, a

matriz 6ssea mineralizada (WESTBROEK et al., 2001).

Derivadas do mesénquima embriondrio, as células osteoprogenitoras possuem
potencialidade de diferenciagdo em osteoblastos (GARTNER; HIATT, 2001). Localizados na
superficie do 0sso, 0s osteoblastos sdo responsavels pela sintese dos componentes organi cos

damatriz 6ssea (BURGER; KLEIN-NULEND, 1999; GARTNER; HIATT, 2001).

Os ostedcitos se diferenciam a partir dos osteoblastos e situam-se em lacunas no
interior da matriz éssea calcificada (BURGER; KLEIN-NULEND, 1999). Ostedcitos vizinhos
formam, entre s, jungbes comunicantes a partir da emissdo de prolongamentos que se
acomodam no interior dos canaliculos presentes entre as lacunas (BURGER; KLEIN-
NULEND, 1999; GARTNER; HIATT, 2001; PARFITT, 2002). Os ostedcitos sdo células
sensoriomecanicas por exceléncia (WESTBROCK et al., 2001). Eles traduzem estimulos
mecanicos resultantes da for¢a gravitaciona e muscular sobre o esqueleto, em sinais
bioquimicos. Os osteoblastos e osteoclastos, fundamentais para a adaptacdo da massa e
estrutura Osseas, sdo ativados por estes sinais (PARFITT, 2002; BURGER; KLEIN-
NULEND, 1999). Dessa forma, através da mecanotransdugdo, os ostedcitos modulam
atividades associadas com a remodelacdo e com a producdo de tecido 6sseo (TATE et al.,

2004).
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Os osteoclastos derivam de células precursoras da linhagem mondcito-macréfago e
sdo atamente diferenciados para a reabsor¢do Ossea (BURGER; KLEIN-NULEND, 1999;
TANAKA et al., 2003). Os osteoclastos ocupam depressdes rasas chamadas lacunas de
Howship (GARTNER; HIATT, 2001). Assm como 0s macrofagos, os osteoclastos séo
atraidos por células em apoptose (BRONCKERS et al., 2000).

No crescimento e desenvolvimento do tecido ésseo, deposicdo e reabsor¢do Gsseas
acontecem de forma harménica compondo dois processos. modelagem e remodelacéo
(RAISZ, 1999; GENESER, 2004).

Segundo Geneser (2004), na modelagem, que em humanos ocorre até que sgja obtido
0 pico de massa 6ssea (entre 20 e 25 anos de idade), as atividades osteoblastica e ostecléstica
sd0 independentes com o predominio da formagdo. Ja a remodelacdo comega na primeira
infancia e se prolonga até 30 a 40 anos de idade. Ainda de acordo com este autor, neste
processo, osteoblastos e osteoclastos trabalham de forma acoplada como uma Unidade
Multicelular Basica (BMU) com o objetivo de substituir o tecido 0sseo envelhecido,
reorganizar a estrutura trabecular do tecido 0sseo e assegurar a manutencao da homeostase do
célcio.

Em ratos, a auséncia de fechamento entre a epifise e a di&fise dos ossos longos
dificulta a determinagdo da maturidade esquelética (BLAND, 2000). Em ratas e ratos
Sporague-Dawley, foi verificado que ocorre reducéo no crescimento esquelético entre 7 a 8
meses de idade (HARLAN, 2005). Baseando-se neste fato, pode-se dizer que os ratos
alcancam sua maturidade esquel ética em torno dos 210 dias de vida (EDITORIAL OPINION,
2005).

Sabe-se que os eventos de crescimento e desenvolvimento sdo observados em todo o
organismo e podem ser modificados por diversos fatores exdgenos, tais como alteragoes

nutricionais (MORGANE et al .,1978) ou por manipulagdes farmacol gicas dos sistemas de
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neurotransmissores (MANHAES DE CASTRO et al., 1993). Podem ocorrer drésticas
mudancas morfo-funcionais quando estas agressdes acontecem numa etapa vulneravel do
desenvolvimento (NOBACK; EISENMAN, 1981). O periodo critico de desenvolvimento do
sistema nervoso corresponde a essa etapa vulneravel (MORGANE et al., 1993). Este periodo
varia entre as diferentes espécies: em humanos, inicia-se no Ultimo trimestre de gestagdo e
perdura até os trés ou quatro primeiros anos de vida (MORGANE et al ., 1978). No rato,
compreende as trés primeiras semanas de vida pés—natal (MORGANE et al ., 1978).

Dentre os sistemas de neurotransmissores, 0 sistema serotoninérgico apresenta-se
como tema de interesse em estudos sobre desenvolvimento pela extensdo e diversidade de
funces as quais esta relacionado (JACOBS; AZMITIA, 1992; MAGALHAES, 2000). A
bioamina serotonina ou 5-Hidroxitriptamina (5-HT), aém de funcionar como
neurotransmissor, regula o crescimento de tecidos neurais e ndo-neurais (LAUDER, 1990;
BUZNIKOV; LAMBERT; LAUDER, 2001). O neurotransmissor 5-HT exerce duplo papel no
desenvolvimento: autoregulagdo dos neurbnios serotoninérgicos e desenvolvimento de
tecidos-alvo (WHITAKER — AZMITIA et al., 1996). Cada func¢éo pode ser mediada por uma
variedade de receptores 5-HT localizados em células neuronais e ndo neuronais (LAUDER,
1990).

O dgistema de neurotransmissdo serotoninérgico € constituido por neurénios que
produzem e liberam a serotonina e por todos 0s seus receptores. A serotonina exerce suas
funcbes através da interacdo com seus multiplos e variados receptores (BARNES, SHARP,
1999). Estes podem estar localizados em deferentes tipos de células, como neurénios, células
daglia, células endoteliais e ependimérias, entre outras (AZMITIA, 2001). Com base nas suas
caracteristicas estruturais e operacionas, estes receptores estdo divididos em sete classes
distintas (5-HT; a 5-HT?7), sendo identificados 14 subtipos (HOY ER; HANNON; MARTIN,

2002).
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A participagdo de neurotransmissores na regulacdo do metabolismo 6sseo tem sido
objeto de interesse e investigacao cientifica crescentes (BLIZIOTES et al., 2001; BLIZIOTES
et al., 2002). A interagdo entre fatores humorais e a atividade de osteoblastos, osteoclastos e
ostedcitos ja estd bem estabelecida (WESTBROEK, et al., 2001). Entretanto, ha crescentes
evidéncias de que outros fatores, particularmente elementos do sistema neural, estgjam
relacionados & regulacdo do metabolismo 6sseo (LAKETIC- LJUBOJEVIC et al., 1999;
TAKEDA; KARSENTY, 2001; JONES et al., 2004, WARDEN, 2005b). Por exemplo, a
presenca de neurdnios imunorreativos para neuroptideos no 0sso indica presenca de inervagéo
sensorial e simpética no 0sso (HARA-IRIE; AMIZUCA; OZAWA, 1996; SERRE €t al.,
1999).

Segundo Bhangu et al. (2001), a presenca de receptores glutamatérgicos em
osteoblastos e osteoclastos sugere mecanismo de sinalizacdo semelhante ao que ocorre na
neurotransmissdo. Osteoblastos também expressam suporte molecular pararegular a exocitose
de glutamato na presenca de neurénios pré-sinapticos. Ainda segundo estes autores, a delecéo
do gene transportador da dopamina resultou em anormaidades esqueléticas em ratos,
sugerindo influéncia dopaminérgica na formag&o da estrutura 6ssea.

Ha ainda evidéncias de interneurbnio na estrutura Gssea cujo neurotransmissor € a
serotonina (TURNER et al., 2002). No interior do periosteo, foram identificados receptores 5-
HT em osteoblastos, precursores dos osteoblastos e ostedcitos (BLIZIOTES et al., 2001,
WESTBROEK et al., 2001). Transportadores de serotonina (5-HTT) e de multiplos receptores
de 5-HT foram evidenciados em osteoblastos de ratos (BLIZIOTE et al., 2002). Além disso, o
método do cDNA reverso transcrito do RNAm indicou um ato grau de expressdo de
receptores 5-HT 5 em ostedcitos de galinhas e de camundongos Swiss adultos (WESTBROEK
et al., 2001). Ainda segundo esses autores, a presenca dos receptores 5-HT,g sugere que eles

participem da regulagdo sensoriomecanica dos ostedcitos. Westbroek et al. (2001), ainda
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propdem que na regulagdo sensoriomecanica, a serotonina inibe o fluxo do fluido lacuno-
candlicular e causa um “pulso” detectado pelos ostedcitos e traduzido nas moléculas
sinalizadoras, como prostaglandinas e 6xido nitrico. Dessa transducéo resultaria a regulacéo
dos ostedcitos e osteoblastos para o carregamento. Processo semelhante ocorre em resposta as
cargas mecanicas.

A 5-HT também potencializa o efeito do paratorménio (PTH), induzindo producdo de
colagenase por osteoblastos (BLIZIOTES et al., 2001). Este achado sugere que os
osteoblastos expressam mecanismos para responder e regular a captagdo de 5-HT
(BLIZIOTES et al., 2001; BLIZIOTES et al., 2002). Adicionalmente, este neurotransmissor
parece relacionar-se com remodelacdo 6ssea e reparo de fraturas através de estimulo as
células precursoras de osteoblastos (WESTBROEK et al., 2001) e com a regulagdo da
morfogénese craniofacial (MOISEWITSCH, 2000; BLIZIOTES et al., 2002).

Os Inibidores Seletivos da Recaptacéo da Serotonina (1SRSs) antagonizam os 5-HTTs
aumentando a disponibilidade sindptica de 5-HT (YAVARONE et al., 1993). Durante o
periodo neonatal, a maior disponibilidade desta bioamina pode potenciaizar ou inibir sua
acdo gerando repercussies sobre o sistema nervoso e outros tecidos-alvos (MANHAES DE
CASTRO et al., 2001.) Evidéncias clinicas preliminares, levantam questfes sobre os efeitos
dos ISRSs no crescimento 6sseo (WARDEN et al., 2005a).

Os ISRSs sdo, com freqUéncia, prescritos para tratar depressdo em criangas e em
adolescentes (WARDEN et al., 2005b). Em humanos, evidéncias clinicas apontam efeitos
colaterais dessas drogas no crescimento 0sseo ja que adolescentes usué&rios de ISRS
manifestaram atenuagcdo do crescimento durante a terapia medicamentosa (WEINTROB et al.,
2002). Observou-se ainda alto risco de criangas usuérias de ISRS apresentarem defeitos no

desenvolvimento dos dentes como adontia e hipodontia (MOISEIWITSH, 2000).
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Em estudos experimentais, embrides de ratos expostos a | SRSs, tais como, sertralina,
fluoxetina e amitriptiling, apresentaram méa formacdo crénio-facial (SHUEI; SADLER,;
LAUDER, 1992). Ratos neonatos tratados com SRS demonstraram reduc&o no peso femoral
(SUASSUNA, 2004) no tamanho, no peso corporal e no peso de diversos Orgaos
(MAGALHAES, 2004; DEIRO et al., 2002). Tais achados evidenciam o papel tréfico da
serotonina no desenvolvimento de tecidos (DEIRO et al., 2002; MAGALHAES, 2004). Em
ratos jovens, o tratamento com I SRS ocasionou déficit naformac&o Gssea cortical e trabecular
do fémur (WARDEN et al., 2005a).

Como o0s o0ssos sdo constituidos de tecido metabolicamente ativo em processo
continuo de remodelagdo (RAISZ, 1999), os marcadores bioquimicos do metabolismo 6sseo
sd0 substancias utilizadas na prética clinica ha décadas para retratar formagéo ou reabsorcéo
Osseas (VIEIRA, 1999). Sendo assim, 0 uso desses marcadores se aplica a qualquer condicéo
gue leve a ateracdo do metabolismo 6sseo (WELSH et al., 1997), inclusive estudos clinicos

ou testes de drogas que alterem o crescimento (SCHONAU; RAUCH, 1997).

Todos os marcadores de formag&o dssea s30 produtos dos osteoblastos (SCHONAU;
RAUCH, 1997). S&o exemplos de marcadores de formagéo fosfatase alcalina, osteocalcina e
peptideos pro- colageno tipo | (SCHONAU; RAUCH, 1997). Durante o processo de formagdo
Ossea a fase da producéo da matriz colagena precede a mineralizacéo e coincide com maior
producéo de fosfatase alcalina (STEIN; LIAN, 1993; BIKLE, 1997). Em ratos, durante a
maturacdo da matriz colédgena foi constatada proliferacéo de osteoblastos (SIGGELKOW et
al., 1999). Esta proliferacdo foi demonstrada através do incremento na atividade da fosfatase

alcalina (SIGGELKOW et al., 1999).

Embora os modelos animais espontaneos ou induzidos ndo sgam réplicas exatas do
gue ocorre em humanos, seu uso abriu novos horizontes para pesquisa em deferentes areas o

gue pode ser de grande valor no estudo de situagdes normais e/ou patologicas (DI MASSO;
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CELORIA; FONT, 1998). A facilidade de criagdo combinada com sua relativa fecundidade,
estabeleceu o rato como o melhor modelo animal para o estudo da fisiologia e genética dos
mamiferos (KLEIN et al., 1998).

Ha grande escassez de estudos que abordem a influéncia da 5-HT na maturagdo do
0ss0. Sendo assim, este trabalho visa acrescentar informacdes cientificas sobre a interacéo
entre este neurotransmissor e 0 desenvolvimento esgueléico em ratos manipulados
farmacol ogicamente com um |ISRS durante o periodo de aeitamento. O estudo dos efeitos
precoces e tardios desta manipulacéo farmacol 6gica sera de grande utilidade clinica, ja que os
ISRSs sdo drogas largamente utilizadas para tratar distUrbios emocionais, inclusive em

pessoas na fase de desenvolvimento.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral
Estudar as repercussdes precoces e tardias decorrentes da inibi¢do farmacologica
seletiva da recaptacéo da serotonina sobre o crescimento e desenvolvimento do fémur

em ratos.

2.2 Objetivos Especificos
Ao0s 30 e 90 dias de idade:

= Determinar 0 peso corpéreo dos animais;

= Determinar o peso, a densidade e o comprimento do fémur dos animais,

= Determinar o peso relativo do fémur, através da razéo entre o peso do fémur e o
peso corpora (PF/PC);

= Mensurar o angulo colo-diéfise do fémur dos animais;

= Quantificar os niveis séricos de fosfatase alcalina dos animais.
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3. MATERIAISE METODOS

3.1 Animais experimentais

Para obtencdo dos animais experimentais foram acasalados ratos com idade entre 90 e
120 dias na proporcdo de um macho para duas fémeas. O diagndstico de prenhez foi feito pela
afericéo do peso corporal a cada trés dias. Confirmado o estado de prenhez, as ratas foram
separadas dos machos e al ojadas individua mente em gaiolas-maternidade.

Foram utilizados 60 ratos machos da linhagem Wistar da col6nia de criagdo do
Departamento de Nutricdo da UFPE. Os animais foram mantidos em ambiente com
temperatura de 23 + 1° C, com um ciclo de luz claro (6:00as 18:00) e escuro (18:00as 6:00).
Os animais tiveram livre acesso a dgua ad libitum e a dieta de manutencéo (L abina-Purina do
Brasil S/A, contendo 23% de proteina). Os procedimentos realizados no presente estudo
foram aprovados pela Comissio de Etica em Experimentacio Animal (CEEA) da UFPE.

Um dia apds o nascimento, foram selecionados os ratos machos com peso entre 6.0 e
8.5g. As ninhadas foram compostas por seis filhotes por mée. Destes seis filhotes, foram
escolhidos aleatoriamente, trés para constituicéo do grupo fluoxetina e trés para constituicéo
do grupo salina. Os animais foram mantidos em companhia da mae até os 21° dia de idade,

guando foram submetidos ao desmame.
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3.2 Grupos de estudo

No primeiro dia pos-natal, os animais foram separados al eatoriamente em dois grupos:

Salina (S) (n=30) — tratado com solucdo fisiolégica de cloreto de sodio a 0,9% (10ul/g
p.c), viasubcutanea (s.c).

Fluoxetina (F) (n=30) — Tratado com Fluoxetina diluida em solucdo salina em dose de
10mg/Kg p.c (10ul/g p.c), via subcutanea (s.c.).

Os tratamentos foram realizados diariamente entre as 7 e Shoras do 1° ao 21° dia de
vida (Figura 1). Quando os animais dos grupos salina e fluoxetina completaram as idades de
30 e 90 dias, foram submetidos a eutanasia por dose excessiva de anestésico associada a

dessangramento para coleta do material a ser estudado.

FLUOXETINA
N =30

Animais 30 Animais 90
. T Y — dias
N=15: S INEHESES

Figura 1 - Organogramados gr upos experimentais segundo a manipulacdo
farmacol 6gica em suas respectivas faixas etérias.
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3.3 Peso cor poral, eutanasia e coleta dos materiais para estudo

No 30° e no 90° dia, os ratos dos grupos salina e fluoxetina foram pesados em balanca
digital (Marte, modelo S-000, capacidade para 4 Kg, sensibilidade 0.01g) e anestesiados, via
intramuscular, com xilazina (Rompum ® — Bayer) (0,05 mi/100g) e cloridrato de Ketamina
(Ketaar®) (0,25ml/100g) (Figura 2). Apdés efeito anestésico, os animais foram posicionados
em decubito dorsal. Foi, entdo, realizada remogdo da pele do térax para abertura da caixa
torécica. O torax foi aberto bilateralmente a0 0sso esterno com auxilio de tesoura cirdrgica
desde o musculo diafragma até a altura das claviculas para evidenciar o coragdo. A seguir, 0
plastréo esternal foi fixado e procedeu-se a puncéo cardiaca direta para retirada de 3ml de
sangue dos animais (Figura 2). A puncdo foi feita com o auxilio de uma seringa estéril com
capacidade méxima para 4ml. Imediatamente apos a morte dos animais, foi realizada uma
incisdo cirargica para remocdo de pele e musculos desde a regido abdominal inferior direita
até porcdo inferior da coxa (Figura 3). O fémur foi evidenciado e desarticulado proximal e
distaimente (Figuras 3). Apos retirado, o fémur foi totalmente dissecado (Figura 3). Logo
apos a dissecacdo, para retirada total das partes moles, foram realizadas as devidas

mensuracoes.

Figura 2: Procedimento de anestesia (A)
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Figura 2: Pun¢do cardiaca (B).

Figura 3- Excisdo e dissecacédo do fémur direito dos ratos: A — Primeira incisdo: a partir do
ligamento inguinal até 0,5cm abaixo do platé tibial; B, C, D — Desarticulagdes proximal e distal do
fémur; E — Fémur apos desarticulagdo; F — Fémur dissecado pronto para as mensuragoes.



GALINDO, L.C.M. Efeitos do tratamento neonatal com ISRS sobre a atividade... 23

3.4 Obtencao dos pesos absoluto erelativo do fémur

Apds dissecados, os fémures foram pesados em balanca de pesagem hidrostética,
utilizando o recurso que permita obter o peso absoluto do fémur (sensibilidade para densidade
0,001g; capacidade maxima de 500g e capacidade minima de 0,02g) (Marte®). (Figura 4). O
peso relativo do fémur foi obtido pela raz&o entre o peso absoluto do fémur e o peso corporal

(PF/PC) dos animais.

Figura 4 — Balanca de pesagem
hidrostatica. Afericdo do peso absoluto do
fémur.
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3.5 Afericéo do comprimento do fémur

O comprimento do fémur foi aferido com auxilio de um paguimetro (DIAL, acurécia:
0,02mm). Para afericdo, o fémur foi posicionado sobre superficie lisa com sua face ventra
voltada para cima (Figura 5). A mensuracéo foi realizada da cabeca do fémur até a superficie

articular dos condilos femorais.

Figura 5 — Mensuracdo do comprimento do fémur
direito com auxilio de um paquimetro.
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3.6 Afericdo da densidade do fémur

A densidade foi aferida com o auxilio de uma balanca de pesagem hidrostética
(sensibilidade para densidade 0,001g; capacidade méxima de 500g e capacidade minima de

0,02g) (Marte®) (Figura6).

Figura 6 - Baanca de pesagem hidrostética
Afericdo da densidade femoral.
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3.7 Mensuracédo do angulo colo-diafisario do fémur

Com o fémur sobre uma folha de papel apoiada em superficie lisa e face ventral
voltada para cima, foram tragadas duas linhas: uma paraela a diafise do fémur e outra
projetada a partir do centro da cabeca do fémur. As linhas foram prolongadas e o angulo
formado por elas foi medido com o auxilio de um transferidor (méximo de 180°) (BAGI et al.,

1997). (Figura 7).

Figura 7 — Mensuragdo do angulo colo-diafisario do
fémur com o auxilio de um transferidor.
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3.8 Dosagem da fosfatase alcalina

O sangue coletado por puncdo cardiaca foi resfriado a temperatura de 5 a 6°C por 24
horas a fim de induzir sua coagulacéo. O sobrenadante foi centrifugado (Centrifuga Avanti J-
25) a 3000 rpm durante 10 minutos (temperatura 25°) (Figura 8). Apés a centrifugac&o, o soro
obtido (em média, 1.5ml) foi pipetado (Pipeta Pasteur) e congelado. Posteriormente, este soro
foi descongelado e mantido atemperatura ambiente (25°) para dosagem, em unidades por litro
(U/L) da fosfatase alcalina pelo método colorimétrico (Labtest — Diagnostica, Brasil). As
amostras foram analisadas em triplicatas, através de um espectrofotébmetro (BEL, modelo

1105) ajustado no modo absorbancia (comprimento de onda de 590nm) (Figura 8).

Figura8: A - Centrifuga Avanti J-25; B — Espectrofotémetro BEL 1105.
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3.9 Analise estatistica

Para andlise estatisticafoi utilizado o teste t student para comparar os grupos salina e

fluoxetina em cada uma das idades estudadas. Os dados estdo representados em X+DP.
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4. RESULTADOS

4.1 Peso cor poral

Em comparagdo com o grupo salina, o grupo fluoxetina, aos 30 dias de idade,
apresentou reducéo (p<0,05) do peso corporal (F=81,34 £ 7,4) (S= 88,38 = 5,9) (Figura9).
N&o houve diferenca significativa dos pesos corporais aos 90 dias de idade entre os

grupos salina e fluoxetina (S= 349,9 + 28; F= 328,1 + 33,3) (Figura9).
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Figura 9- Peso corporal de ratos tratados durante o periodo de aleitamento com fluoxetina. Os filhotes
receberam diariamente fluoxetina (F, n=15, 10 mg/Kg p.c., s.c) ou solucdo sadlina (S, n=15, NaCl 0,9%
1ml/Kg p.c, s.c) do 1° ao 21° dia de vida. Os dados estéo representados em X+ DP. * Indica diferenca
(p< 0,05) entre os grupos, test t student.
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4.2. Peso do fémur

Aos 30 dias de idade, o grupo fluoxetina apresentou reducdo (p<0,05) do peso
absoluto do fémur (F= 0,263 + 0,03) em comparagdo com o grupo salina (S= 0,298 £ 0,03)
(Figura 10A). O peso relativo também apresentou redugdo (p<0.05) no grupo fluoxetina
(F=3,21 £ 0,22) quando comparado ao grupo salina (S= 3,42 + 0,3) (Figura10B).

Ao0s 90 dias de idade ndo houve diferenca significativa dos pesos absoluto (F= 0,906 +
0,08; S= 0,946 £ 0,08) e relativo do fémur (F= 2,76 + 0,18; S= 2,81 + 0,19) entre 0s grupos
estudados (Figuras10A e 10B, respectivamente).
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Figura 10 - Peso absoluto (A) e relativo (B) do fémur de ratos tratados durante o periodo de
aleitamento com fluoxetina. Os filhotes receberam diariamente fluoxetina (F, n=15, 10 mg/Kg p.c.,
s.c.) ou solucdo sdlina (S, n=15, NaCl 0,9%, 1ml/Kg p.c, s.c) do 1° ao 21° dia de vida. Os dados estéo
representados em X+ DP. * Indica diferenca (p< 0,05) entre 0s grupos, test t student.
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4.3. Comprimento do fémur

Em comparagdo com o grupo salina (S= 21,97 £ 0,62), o grupo fluoxetina (F= 21,27+
0,78) apresentou reducdo (p<0.05) do comprimento do fémur aos 30 dias de idade (Figura
11).

N&o houve diferenga do comprimento do fémur entre os grupos estudados aos 90 dias

deidade (F= 35,76 + 1,25; S= 35,72 + 1,78) (Figura 11).

Comprimento fémur (mm)

Dias de vida

Figura 11- Comprimento do fémur de ratos tratados durante o periodo de aleitamento com fluoxetina.
Os filhotes receberam diariamente fluoxetina (F, n=15, 10 mg/Kg p.c., s.c) ou solugdo salina (S, n=15,
NaCl 0,9%, 1ml/Kg p.c, s.c) do 1° ao 21° dia de vida. Os dados estéo representados como X + DP.
*|ndica diferenca (p< 0,05) entre 0s grupos, test t student.
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4.4 Densidade do fémur

N&o houve diferenca significativa na densidade do fémur entre os grupos saina e
fluoxetina aos 30 (F= 35,76 + 1,25; S= 35,72 + 1,78) e 90 dias de idade (F= 21,27+ 0,78;
S=21,97 + 0,62) (Figura 12).

30 90

Dias de vida

Figura 12- Densidade do fémur de ratos tratados durante o periodo de aleitamento com fluoxetina. Os
filhotes receberam diariamente fluoxetina (F, n=15, 10 mg/Kg p.c., s.c.) ou solucéo sdina (S, n=15,
NaCl 0,9%, 1ml/Kg p.c, s.c) do 1° ao 21° dia de vida. Os dados estdo representados em X + DP. Para
analise estatistica dos dados foi utilizado o test t student (p< 0,05).
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4.5 Angulo colo-diafisario do fémur

O éangulo colo-diafisario do fémur ndo apresentou diferenca entre os grupos salina e
fluoxetina aos 30 (F= 122,3 + 4,6; S= 120,5 + 4,3) e 90 dias de idade (F= 117,9+ 4,7; S=

120,6 + 4,3) (Figura 13).
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Figura 13- Angulo colo-diafisario do fémur de ratos tratados durante o periodo de aeitamento com
fluoxetina. Os filhotes receberam diariamente fluoxetina (F, n=15, 10 mg/Kg p.c., s.c.) ou solugéo
sdina (S, n=15, NaCl 0,9%, 1ml/Kg p.c, s.c) do 1° ao 21° dia de vida. Os dados estdo representados
em X + DP. Para andlise estatistica dos dados foi utilizado o test t student (p<0,05).
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4.6 Niveis séricos de fosfatase alcalina

Aos 30 dias de idade, o grupo fluoxetina (F= 100,4+ 12,3) apresentou niveis mais
elevados de fosfatase acalina no sangue em comparacdo com o grupo salina (S= 74 + 11,9)
(p<0,05) (Figura 14).

N&o houve diferenca na quantidade de fosfatase alcalina no sangue entre 0s grupos

estudados aos 90 dias de idade (F= 48,5+ 7,7; S= 46 * 3,5) (Figura 14).
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Figura 14- Niveis séricos de fosfatase alcalina de ratos tratados durante o periodo de
aleitamento com fluoxetina. Os filhotes receberam diariamente fluoxetina (F, n=15, 10 mg/Kg
p.c., s.c.) ou solucdo sdina (S, n=15, NaCl 0,9%, 1ml/Kg p.c, sc) do 1° ao 21° dia de
vida.* Indica diferenca (p< 0,05) entre os grupos, test t student.
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5. DISCUSSAO

O presente estudo demonstrou que 0 uso ISRS durante o periodo critico de
desenvolvimento de ratos originou aterages no peso corporal, no peso relativo e no
comprimento femorais na fase precoce da vida dos animais porém, provavelmente, ndo
repercutiu no amadurecimento do 0sso. Este achado comprova a interferéncia do I SRS sobre
os transportadores de 5-HT com conseqléncias no crescimento e desenvolvimento dos
animais. O estudo da densidade e do angulo colo/diafise sugere que o mesmo ISRS ndo
alterou a estrutura do 0sso, ao contr&rio do que é relatado em vé&rios estudos sobre a
morfologia 6ssea. Os niveis séricos de fosfatase acalina nos animais jovens ndo
acompanharam o0 comportamento do peso e comprimento femorais para a mesma fase. Este
achado demonstra o curioso incremento da atividade osteoblastica, talvez para compensar a
agressao farmacol gica induzida no periodo neonatal.

Como a massa Ossea obtida na juventude provavelmente € o mais importante
determinante da salide do esgueleto tardiamente, o impacto dos I|SRSs no acréscimo mineral
a0 0SS0 em crescimento € uma questdo importantissima a ser abordada (CONSENSUS
CONFERENCE, 2001).

As alteracbes no peso relativo do fémur refletem a interferéncia da 5-HT sobre a
regulacdo da maturacao esguel ética. Em oposi¢do aos achados, ha relatos que a exposi¢éo pré
e pés-natal a ISRSs ndo exerce influéncia na morfologia, mas pode ocasionar efeitos tardios
na salde d6ssea (WARDEN, et al., 20058). Por outro lado, h& evidéncias dos efeitos da
serotonina sobre a aquisicdo de massa O6ssea (WARDEN, et al., 2005a). Foi, inclusive,

demonstrado que filhos de usuarias de ISRSs durante a gestag@o e lactagcdo apresentaram
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reducéo do peso a0 nascimento e ateracdes pds-natais no ganho de peso (SIMON, et al.,
2002; HENDRICK, et al, 2003).

Sabe-se que 0 uso de ISRS aumenta a disponibilidade de 5-HT na fenda sinaptica o
gue pode aterar o comportamento alimentar (SIMANSKY, 1996). Isto poderia ocasionar
reducdo na ingesta alimentar e no ganho de peso (SIMANSKY, 1996). Os ISRSs também
podem induzir diminuicdo da superficie de absorcéo intestinal e conseguiente perda ponderal
de peso (MOTA, et al., 2000). Dessa forma, 0 menor peso relativo do fémur em ratos jovens
tratados com ISRS, poderia advir da desnutricdo por reducdo na ingesta aimentar ou na
absorcgdo intestinal de nutrientes. Ha recuperacéo do peso relativo do fémur na idade adulta
dos animais, porém, este fato ndo descarta a possibilidade de ateractes histomorfométricas na
arquitetura 6ssea.

A 5-HT potencializa o efeito do paratormonio (PTH) e induz produgdo de colagenase
por osteoblastos (BLIZIOTES et al., 2001). Sendo assim, os osteoblastos parecem expressar
mecanismos para responder e regular a captagdo de 5-HT (BLIZIOTES et al., 2001). Isto
aponta estas células como parte do sistema serotoninérgico no osso (BLIZIOTES et al.,
2001). Adicionalmente, a expressdo de receptores 5-HT,z em ostedcitos sugere sua
participagdo na regulacdo sensoriomecénica do metabolismo 6sseo (WESTBROEK et al.,
2001).

O crescimento femoral apresentou-se diminuido entre os animais jovens tratados com
ISRS. Neste caso, a maior disponibilidade da 5-HT pode ter aterado o equilibrio
neurohormonal e sensoriomecéanico do metabolismo 6sseo. Nos animais adultos, a auséncia de
alteracbes no crescimento do fémur, aponta para a ocorréncia de efeitos precoces do ISRS
sobre a maturacdo esquelética. Corroborando com estes achados, o uso de ISRS, acarretou
atenuacdo ou estagnacdo da velocidade de crescimento em quatro adolescentes (WEINTROB

et al., 2002; WARDEN et al., 2005a). Neste caso, o ritmo de crescimento dos adol escentes foi
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restabelecido ap0s a suspensdo do tratamento ou apds a concomitante terapia com hormdnio
do crescimento (GH) (WEINTROB et al., 2002; WARDEN et al., 2005a). Um outro estudo
clinico, constatou que criancas tratadas com ISRS durante dezenove semanas obtiveram
ganho médio de atura menor que individuos tratados com placebo (ELI LILLY and
COMPANY, 2005). Ao contrério, ratos sem o gene 5-HTT e ratos normais manipulados com
fluoxetina ndo apresentaram alteragdes no comprimento femoral (WARDEN et al., 20053).
Entretanto, este mesmo estudo identificou ateragdes na aquisicdo mineral e na arquitetura
6sseas (WARDEN et al., 2005a).

A densidade Gssea mineral geralmente € dada pela relacdo percentua entre 0ssos
cortical e esponjoso (CHENG et al., 1997). Para estuda-la, sdo utilizados imagens de Raio-X
ou de tomografia computadorizada quantitativa (CHENG et al., 1997). Pode-se ainda
determinar a densidade Ossea pelo percentua de trabéculas de 0sso esponjoso por area
(BLIZIOTES et al., 2001; BLIZIOTES et al., 2002). Apesar da interacdo entre fatores
neurohormonais e sensoriomecani cos ter sido evidenciada na regulagéo do metabolismo 0sseo
(WESTBROEK et al., 2001; ENSRUD et al., 2003; HANEY et al., 2004; CAULEY et al.,
2005) ndo foram observadas alteraces na densidade 6ssea. No presente estudo, a densidade
6ssea mineral foi dada em funcéo do volume deslocado (g/cm®) e ndo da &rea, como nos
outros estudos que avaliaram este parametro (CHENG et al., 1997; ENSRUD et al., 2003;
CAULEY et al., 2005). E possivel que esta diferenca metodoldgica tenha se refletido nos
resultados expressados.

Concordando com os achados sobre densidade, ha relatos da inexisténcia de
associagoes entre uma menor densidade mineral 6ssea e 0 uso de anti—depressivos (ENSRUD
et al., 2003). Por outro lado, estudos recentes associam o uso de |SRSs a menor aposicdo de
massa 0ssea (HANEY et al., 2004; CAULEY et al., 2005). O uso de ISRSs foi associado ao

decréscimo na densidade 6ssea mineral em homens e ao aumento da perda 6ssea em mulheres
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idosas (HANEY et al., 2004). Homens idosos tratados com |SRSs apresentaram reducéo da
densidade Gssea mineral associada a fraturas na coluna vertebral e na porcéo proxima do
fémur (CAULEY et al., 2005). Este trabalho, porém, falha ao ndo isolar o uso de ISRSs de
fatores familiares, dietéticos e genéticos. Em mulheres idosas, 0 uso de |ISRSs esta
relacionado ao aumento na perda 6ssea do quadril (ENSRUD et al., 2003). Neste caso, 0
aumento do risco de fraturas no colo do fémur poderia também ser associado a fatores como
alteragBes cognitivas e neuromusculares ou aos efeitos psicotropicos dos antidepressivos
(ENSRUD et al., 2003).

O gjuste entre o acetabulo do quadril e a cabeca femora é fortemente influenciado
pelo angulo entre o colo e a di&fise do fémur (ISAAC et al., 1997). Mudancas neste angulo
podem ser observadas, inclusive, durante o desenvolvimento esguelético normal (ISAAC et
al., 1997). Neste estudo ndo foram evidenciadas alteragdes no angulo colo- diafisario de
fémures de ratos expostos a um ISRS no periodo neonatal. Ao contrério, estudos relatam que
ISRSs, tais como, sertralina, fluoxetina e amitriptilina, estariam relacionados com alteractes
no desenvolvimento cranio-facial normal de ratos neonatos e de criangas tratados com estes
compostos (SHUEI; SADLER; LAUDER, 1992; MOISEIWITSH, 2000). Os ISRSs estariam
ainda associados a malformages fetais quando utilizados no primeiro trimestre de gestacéo
(GOLDISTEIN et al., 1997) e com ateracOes na formagdo cortical e trabecular do fémur de
ratos jovens (WARDEN et al., 2005a). Neste estudo, Warden, et al. (2005a) observa os
mesmos efeitos del etérios no fémur dos ratos com mutagédo nula para o gene 5-HTT.

A fosfatase alcalina representa a atividade osteoblastica e € largamente utilizada como
marcador de formagdo dssea (SCHONAN; RAUCH, 1997; SIGGELKOW et al., 1999).
Entretanto, sd0 raros os estudos experimentais que relacionam diretamente os ISRSs a
atividade desta enzima. O incremento dos niveis séricos de fosfatase acalina nos animais

jovens manipulados farmacologicamente aponta para interagbes entre a atividade
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osteoblastica e a 5-HT durante o periodo de manipulacéo farmacolégica. Nos animais jovens
tratados, era esperado que os niveis de fosfatase alcalina estivessem reduzidos assim como 0
peso relativo e o comprimento femorais, ja que esta enzima reflete a atividade osteobléstica.
Opondo-se a estes achados, adolescentes tratados com ISRS, demonstraram de forma
associada reducdo no crescimento e nos niveis séricos de fosfatase alcalina (KHOLSA,;
KLEEREKOPER, 2003). Sabe-se que modificagdes no tecido 6sseo apos 0 uso de | SRSs sdo
atribuidas a alteragBes em osteoblastos (BLIZIOTES et al., 2001) apesar de também haver
evidéncias entre a interacdo da 5-HT com ostedcitos (WESTBROEK et al., 2001). Em
conseguéncia, o equilibrio entre formagdo e reabsor¢do Osseas pode ser aterado por 1SRSs
(WARDEN et al., 2005b). Nos animais adultos tratados com ISRS, a normalizagdo no peso
relativo e no comprimento femorais justifica o aumento da atividade osteoblastica
precocemente. No entanto, estudos adicionais s0 necessarios para mapear a atividade da
fosfatase al calina frente ao crescimento e desenvolvimento 0Sseos.

Sendo assim, a utilizacdo de ISRS durante a fase de aeitamento resulta em
anormalidades sistémicas e esqueléticas em animais jovens. Especialmente a ateracdo da
fosfatase alcaling, sugere um significante papel da 5-HT sobre o metabolismo 6sseo. A nédo
ocorréncia de alteracdes entre os animais adultos, aponta para o efeito a curto prazo do ISRS.
Clinicamente, este fato € importante ja que os ISRSs séo drogas largamente utilizadas para
tratar distirbios emocionais, inclusive de individuos na fase de desenvolvimento. Vae
salientar que estudos histomorfométricos sdo necessarios para investigar possivels alteracoes

na estrutura 6ssea.
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6. CONCLUSOES

A manipulacdo farmacologica com inibidor seletivo de recaptagdo da serotonina
produz retardo no crescimento 6sseo e somatico dos animais em uma fase precoce da

vida;

A €elevacdo dos niveis séricos de fosfatase acalina em organismos jovens que
sofreram mani pulacdo farmacol 6gica com ISRS no periodo de aleitamento, sugere que
a atividade osteobléstica € mais intensa que aquela esperada para o nivel metabdlico
do tecido Osseo para a faixa etaria. A recuperacdo da atividade osteobléstica nos
organismos adultos aponta para interagdo precoce entre o ISRS e o metabolismo

0Sse0;

A manipulagdo farmacoldgica com ISRS ndo aponta para o surgimento de ateracOes

precoces ou tardias na conformagao 0ssea e na estrutura do fémur ;

A recuperacdo dos parametros estudados em uma fase tardia da vida dos organismos
sugere que o tecido 0sseo0 possui a capacidade de se recuperar ap0s uma agressao

farmacol 6gica com I SRS.
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7. PERSPECTIVAS

» Veificar se a manipulagdo farmacolégica com ISRS promove alteragOes

histomorfométricas no tecido 6sseo de animais jovens e adultos,

» Estudar a curva de atividade da fosfatase alcaina, verificando seu inicio, pico e

retorno avalores basas;

» |dentificar, através de métodos imunohistoquimicos, as correlagdes entre a interagdo

dos I SRS e os receptores serotoninérgicos presentes no tecido 0sseo.
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Para: Profa. Silvia Regina Arruda de Moraes
Departamento de Anatomia - CCB/UFPE

Os membros da Comissdo de Etica em Experimentagcdo Animal do Centro de Ciéncias
Biologicas da Universidade Federal de Pernambuco (CEEA-UFPE) avaliaram a resposta de V. Sa.
referente ao primeiro parecer da CEEA sobre o projeto de pesquisa intitulado “Estudo histomorfométrico
e bioguimico do tecido 6sseo de animais tratados com fluoxetina durante o periodo neonatal”

Concluimos que os procedimentos descritos para a utilizagdo experimental dos animais
encontram-se de acordo com as normas sugeridas pelo Colégio Brasileiro para Experimentagdo Animal
€ com as normas internacionais estabelecidas pelo National Institute of Health Guide for Care and Use of
Laboratory Animals as quais sio adotadas como critérios de avaliagdo e julgamento pela CEEA-UFPE.

Encontra-se de acordo com as normas vigentes no Brasil, especialmente a Lei 9.605 — art. 32 ¢
Decreto 3.179-art 17, de 21/09/1999, que trata da questdo do uso de animais para fins cientificos.

Diante do exposto, emitimos um parecer favoravel aos protocolos experimentais realizados.

Atenciosamente,

5&'51um(_(2irnﬂﬁquj
4. Silene Cameiro do Nascimento
1
. Presidente CEEA
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ABSTRACT

The evidence about the interaction between the nervous system and the bone metabolism is
growing. Recent studies emphasize glutamate, dopaminergic and serotoninergic receptors in
bone cells. However it is not well documented the function of serotonin in the bone. The
present study investigated the function of serotonin in the growth and development of bone
tissue in mice. Sixty male albino Wistar mice at 30 and 90 days of age were used. For each
age, the animals were divided into two groups: fluoxetine and saline. The group fluoxetina
was injected with fluoxetine, a powerful selective serotonin reuptake inhibitor — SSRI. The
group saline was injected with saline solution. Treatment was realized during the first 21
postnatal days of animals. At the ages previously established, femurs and blood of animals
were collected for analysis. The analysis of corporal weight, relative weight and length of
femur emphasized that these parameters showed a precocious decrease (p<0.05). The serum
levels of alkaline phosphatase were higher in the young and fluoxetine animals ((p<0.05). The
density and the neck-shaft angle of femur did not show differences among groups or ages.
The decrease of relative weight and length of femur among young animals treated with SSRI
suggest a short term effect of this substance. The precocious increase in the activity of

alkaline phosphatase suggests that there was an increment of osteoblastic activity to



compensate the pharmacologic aggression during breastfeeding period. These found data
suggest that there is influence of SSRI in bone metabolism only in precocious phase of life of
these animals.

I ntroduction

The nervous system influences bone metabolism “>'® and it is growing the clinical
investigation and interest about the participation of the neurotransmitters in its regulation *°.
Immunoreactive neurons for neuropeptides present in the bone indicate sensoria and
autonomic sympathetic innervation % 2. The presence of glutamate receptors in osteoblasts
and osteoclasts suggest a mechanism of signaling similar to the neurotransmission .
Osteoblasts also express molecular support to regulate the glutamate exocytosis in the
presence of presynaptic neurons Y. The deletion of dopamine transporter gene resulted in
skeletal abnormalities in mice, suggesting dopaminergic influence in the formation of bone
structure ®. There is also evidence of interneuron in bone structure which neurotransmitter is
serotonin or 5-Hydroxytryptamine (5-HT) . Either was found in the interior of periosteum,
serotoninergic receptors in osteocytes, in osteoblasts and its precursors 4. The method of
cDNA reverse transcription of mRNA emphasized a high degree of expression of receptors 5-
HT.g in osteocytes in chickens and mice Swiss . The expression of serotonin transporters
(5-HTT) and the serotoninergic receptors it were also emphasized in osteoblasts in mice ® In
these mice, 5-HT would increase the effect of parathormone (PTH), inducing production of
collagenase . 5-HT seems to be also related to bone remodeling, fracture repair ® and to
the regulation of craniofacial morphogenesis 17

The selective serotonin reuptake inhibitors (SSRI) antagonize the 5-HTT and are
frequently prescribed for the treatment of depression in children and teenagers ®®. Clinical
studies in humans emphasize collatera effects of these drugs in bone growth since teenager
users of SSRI showed decrease of growth during the treatment( 22). It was observed a high risk

of children users of SSRI show defects in the development of teeth like adontia and



hypodontia ™. In experimental studies, embryos of mice exposed to the SSRIs, like
sertraline, fluoxetine and amitriptyline showed malformation craniofacial. Y. In young mice,
the treatment with SSRI caused deficit in the bone formation cortical and trabecular of femur
(26).

Concerning about the influence of serotonin transporter in bone maturation, the dates
in the literature are scarce. The aim of this work was to observe the osteoblastic activity and
its consegquence on the growth and development of femur in mice treated during the
breastfeeding with fluoxetine, a powerful and selective serotonin reuptake inhibitor.
Materials and Methods
Experimental Animals

Sixty male albino Wistar mice from the colony of were used. The animals, in 6-8g
weight range were kept in collective cages with a maximum of 6 animals. It was established a
light-darkness cycle of 12/12h. The temperature was kept at 23 + 1° C. The animals had free
access to filtered water and standard ration (LABINA - Purina do Brasil S/A). The
experimental use of these animals was approved by the Anima Experimental Ethics
Committee from Federal University of Pernambuco (UFPE).

Twenty four hours after the birth, the animals were divided at random into two groups.
saline (N=15) and treated with fluoxetine (N=15). In each cage there were 3 animals of each
group. The animals of saline group was injected subcutaneous with a saline solution at 0,9%
(10ul/g). The fluoxetina group was injected subcutaneous with flouxetine 10mg/Kg (10ul/g).
The groups saline and fluoxetine were manipulated daily from the 1° up to the 21° postnatal
day. After this period, the animals were kept at the same conditions of the vivarium up to the

age of 30 and 90 days, when the material for study was collected.



Euthanasia and collect of material

At the 30° and the 90° day, the mice were weighed and anesthetized with xylazine
(Rompum ® - Bayer) (0,05 ml/100g) and hydrochloride of Ketamine (Ketaar®)
(0,25mlI/100g). Afterwards it was collected 3ml of blood of the animals by heart puncture.
After the death of animals, the right femur was extracted and dissected. After that,
measurements were realized.
Obtainment of the relative weight of femur

After dissected, femurs were weighed on a digital scale (accuracy: 0,1mg, maximum
capacity 210g) (A& D Co., Japan). The relative weight of femur was obtained by the
relationship between the femur weight and corporal weight (FW/CW) of animals.
Checking the femur length

The length of femur was checked with a pachymeter (DIAL, accuracy: 0,02mm)
holding the femur in ventral surface on a flat and smooth surface. The measurement was
realized from the head of femur up to the articular surface of femoral condyles.
Measurement of femur density

The density was measured with a hydrostatic scale (accuracy 0,001g; maximum
capacity 500g and minimum capacity 0,02g) (Marte®).
Measurement of the femur neck-shaft angle

Holding the femur in ventral surface on a sheet of paper on aflat and smooth surface,
two lines were traced: one parallel to femur diaphysis and the other projected from the center
of femur head. The angle formed by the meeting of the prolongation of these lines was
measured with a protractor (maximum of 180°).
Alkaline Phosphatase

The blood collected was cooled down at a temperature of 5 to 6°C by 24 hours up to

coagulate. The supernatant was centrifugated at 3000rpm during 10 minutes. After the



centrifugation the serum was pipetted (Pipeta Pasteur) and frozen. Afterwards, serum was
defrosted and kept at normal temperature (25°) to measure alkaline phosphatase by
colorimeter (Labtest —Diagnostica, Brasil). Samples were analyzed in triplicate by
spectrophotometer (BEL, model 1105) at 590nm of absorbance.
Results
Relative weight of femur

The relative weight of femur showed difference only in animals of 30 days treated
with SSRI. At 90 days there was not expressive difference of relative weight of femur
between groups control and treated (Figure 1).
Checking the femur length

The animals treated with SSRI showed at 30 days, femoral length significantly less
than the animals of group control. The average of length values at 90 days did not show
significant difference between the two groups (Figure 2).
Measurement of density and neck-shaft angle of femur

The average of density and neck-shaft angle did not show differences in any group
(Figures 3 and 4, respectively).
Alkaline Phosphatase

Serum levels of akaline phosphatase were increased in group treated at 30 days. At 90
days there was not significant difference between the two groups (Figure 5).
Discussion

The present study demonstrated that the use of SSRI during the development period of
mice originated alterations of corpora weight, relative weight and length of femur. This work
established the interference of SSRI in the transporters of 5-HT with consequences in the
growth and development of animals. The study of femoral density and femur neck-shaft angle

suggests that the SSRI did not alter the bone structure, contrary to various studies about bone



morphology. The serum levels of alkaline phosphatase in young animals do not follow the
behavior of weight and length of femur at same phase. This work established the curious
increment of osteoblastic activity, perhaps to compensate the pharmacologic aggression

induced during the neonatal period.

The aterations in the relative weight of femur reflect the interference of 5-HT in the
regulation of skeletal maturation. Contrary to found data, there are reports that prenatal and
postnatal exposure to SSRIs does not influence the morphology, but can cause late effects in
bone health ®®. On the other hand, there is evidence of the effects of serotonin in the
acquisition of bone mass #®. Children of users of SSRIs during gestation and lactation

1324 It is known

showed decrease of weight at birth and postnatal alterations of weight gain ¢
that the use of SSRI increases the availability of 5-HT in the synaptic gap what can cause
alteration of feeding “®. This could cause a decrease of feeding and weight gain *®. The
SSRIs can aso induce a decrease of the surface of intestinal absorption and consequent
decrease of weight *®. Thus, the less relative weight of femur of young mice treated with
SSRI could occur due to the decrease of feeding or intestinal absorption of nutrients.
However, the recuperation of relative weight at adult age does not discard the possibility of
histomorphometric alterations in bone architecture.

The femoral growth showed decreased in the young animals treated with SSRI. In this
case, the higher availability of 5-HT can cause alteration of neurohormonal and sensoriomotor
balance of bone metabolism. In adult animals, the absence of aterations in the femur growth
emphasizes the effect of SSRI in skeletal maturation at short term. To corroborate with this
found data, the use of SSRI carried attenuation or stagnation of speed of growth in four

s %2 The rhythm of growth of teenagers was recovered after the interruption of

teenager
treatment or after the therapy with growth hormone (GH) ®®*®. Another study verified that

children treated with SSRI obtained an average gain of height less than the ones treated with



placebo ®. On the contrary, mice without gene 5-HTT and normal mice manipulated with
fluoxetine did not show alterations in femoral length ®®. However, this study also identified
alterations in mineral acquisition and bone architecture °.

The bone mineral density is usually obtained by the percentage relationship between
the bones cortical and spongy . This relationship is analyzed by radiographic images or
computed tomography ”. It is also possible to determine the bone density by the percentage
of cancellous bone per area . Although the interaction between neurohormona and
sensoriomotor factors was emphasized in the regulation of bone metabolism ©**%9 it was
not observed any adterations in bone density. In this study, the bone mineral density was
obtained by the displaced volume (g/cm®) not by the area, like in the other studies that
evaluated this parameter ©"9. It is possible that this difference of methodology can be
reflected in the obtained results.

In accordance with the found data about density, there are relates of the absence of
relationship between a less bone mineral density and the use of antidepressant drugs (°. On
the other hand, recent studies associate the use of SSRIs to the apposition of bone mass ¢,
The use of SSRIs was associated with the decrease of bone mineral density in men and to the
increase of bone loss in aged women ™. Aged men of SSRIs showed decrease of bone
mineral density associated with fractures of vertebral column and proximal portion of femur
© However, this work fails when do not isolate the use of SSRIs from familiar, dietetic and
genetic factors. In aged women the use of SSRIs is related to the increase of bone loss of
hip®. In this case, the increase of risk factors of fractures of femur neck could also be
associated with factors like cognitive and neuromuscular aterations or the psychotropic
effects of antidepressant drugs ©.

Adjustment of the acetabulum to the femoral head is strongly influenced by the neck-

shaft angle of the femur ®9. Alterations in this angle can be observed during the normal



skeletal development @9, There were not emphasized alterations in the neck-shaft angle of
femurs of mice exposed to a SSRI in neonatal period. On the contrary, some studies showed
that SSRIs like sertraline, fluoxetine and amitriptyline would be related to alterations in the
normal development craniofacial of neonate mice and children treated with these substances
7. 2)  The SSRIs would be associated to malformation of fetus when used in the first
trimester of gestation ®® and with structural alterations in femurs of mice with null mutation
for the gene 5-HTT 9,

The alkaline phosphatase represents the osteoblastic activity and it is widely used as

1922 However, experimental studies that relate SSRIs directly to

marker of bone formation
the activity of this enzyme are scarce. The increase of serum levels of alkaline phosphatase in
young animals pharmacologically manipulated emphasizes interactions between osteoblastic
activity and 5-HT. However, it was expected that in these animals, the enzymatic levels
follow the decrease observed in relative weight and length of femur. On the contrary to the
found data, teenagers treated with SSRI showed decrease in the growth and serum levels of
alkaline phosphatase ™. It is known that alterations in bone tissue after the use of SSRIs are
due to alterations in osteoblasts  although there is also evidence between the interaction of
5-HT with osteocytes ®. As a consequence, the balance between the bone formation and
reabsorption can be altered by SSRIs ®”. In adult animals treated with SSRI, the normalizing
of relative weight and length of femur justify the increase of the osteoblastic activity
precociously. However, additional studies are necessary to map the activity of akaline
phosphatase in bone growth and devel opment.

Thus, the use of SSRI during the breastfeeding period results in systemic and skeletal
abnormalities in young animals. Especially the alteration of alkaline phosphatase suggests a

significant action of 5-HT in the bone metabolism. The absence of aterationsin adult animals

emphasizes the short term effect of SSRI. Clinically, this fact isimportant, once the SSRIs are



drugs widely used to treat emotiona disorders of individuals, including the ones in
development phase. It isimportant to emphasize that histomorphometric studies are necessary
to investigate possible alterations in bone structure.
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Figure 1. Relative weigmt or remur or mice tureaiea witn Tiuoxeune during breastfeeding
period. The newborns received daily fluoxetine (F, n=15, 10 mg/Kg p.c., s.c.) or sdine
solution (S, n=15, NaCl 0,9%) from 1°to 21° day of life. At 30 and 90 days of life the animals
were anaesthetized and sacrificed to extract femur. The femur of right thigh was extracted,
dissected and weighed. The found data are represented in X+ DP. * Indicates difference (p<
0.05) between the groups, test t student.
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Figure 2: -Length of femur of mice treated with fluoxetine during breastfeeding period. The
newborns received daily fluoxetine (F, n=15, 10 mg/Kg p.c., s.c.) or saline solution (S, n=15,
NaCl 0,9%) from 1° to 21° day of life. At 30 and 90 days of life the animas were
anaesthetized and sacrificed to extract femur. Femur was excised by a surgical procedure.
Measurement was realized from the head up to the condyles with the use of a pachymeter.
The found data are represented in X+ DP. It was used the test t student to statistical analysis
of data.
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Figure 3: Femur density of mice treated with fluoxetine during breastfeeding period. The
newborns received daily fluoxetine (F, n=15, 10 mg/Kg p.c., s.c.) or saline solution (S, n=15,
NaCl 0,9%) from 1° to 21° day of life. At 30 and 90 days of life the animas were
anaesthetized. Femur was excised by a surgical procedure. The density was measured with a
hydrostatic scale. The found data are represented in X+ DP. It was used the test t student to
statistical analysis of data (p< 0.05).
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Figura 4: Femora neck-shaft angle of mice treated with fluoxetine during breastfeeding
period. The newborns received daily fluoxetine (F, n=15, 10 mg/Kg p.c.,, s.c.) or sdine
solution (S, n=15, NaCl 0,9%) from 1° to 21° day of life. At 30 and 90 days, after
anaesthetized, femur was excised. The angle was measured with a protractor.
The found data are represented in X+ DP. It was used the test t student to statistical analysis
of data (p< 0.05).
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Figura 5: Serum alkaline phosphatase of mice treated with fluoxetine during breastfeeding
period. The newborns received daily fluoxetine (F, n=15, 10 mg/Kg p.c., s.c.) or sdine
solution (S, n=15, NaCl 0,9%) from 1° to 21° day of life. At 30 and 90 days of life the femur
was excised by a surgical procedure. Blood was collected by heart puncture and the alkaline
phosphatase was measured by colorimeter method. The found data are represented in X+ DP.
* Indicates difference (p< 0.05) between the groups, test t student.
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