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RESUMO

7

O transtorno Depressivo Maior € um grave problema de saude publica e
estudos retrospectivos tém demonstrado que h& maior incidéncia desta doenca
em mulheres do que em homens. Além disso, a gestacdo e o0 pos-parto séo
considerados periodos de maior suscetibildade para o acometimento ou
recorréncia da depresséo.Dentre os medicamentos utilizados, os inibidores
seletivosda recaptacdo da serotonina sdo a classe mais prescrita para as
gestantes, enquanto os inibidores ndo seletivos e o0s antagonistas de
receptores ay-adrenérgicos constituem classes as quais 0 Uuso vem
aumentando bastante nos Ultimos anos. Existem evidéncias de que a
Fluoxetina poderia apresentar efeitos estrogénicosin vivo podendo, desta
maneira, interferir nos processos reprodutivos. Na tentativa de identificar outras
drogas antidepressivas com potencial efeito estrogénico, este trabalho teve por
objetivo realizar uma triagem de trés drogas pertencentes as classes descritas
acima: a paroxetina (ISRS) nas doses de 0,5, 2,0e 20 mg/kg,a venlafaxina
(INSRS) nas doses de 2,1, 8,4 e 84 mg/kg e a mirtazapina ( antagonista a, )
nas doses de 0,4, 1,7 e 17 mg/kg respectivamente. Para tanto foi realizado o
teste uterotréfico utilizando ratas imaturas tratadas via gavage durante trés
dias, além de andlise histologica e morfométrica do tecido uterino. A paroxetina
isolada ndo mostrou efeito estrogénico, porém potencializou o efeito do
estradiol quando administrada concomitantemente. Ja a venlafaxina e a
mirtazapina isoladas foram capazes de produzir efeitos estrogénicos neste
modelo. As analises histologicas corroboram estes achados, mostrando
rarefacao das células da submucosa endometrial em funcdo de edema uterino.
Estes resultadosindicam um possivel efeito estrogénico destes antidepressivos
e este estudo adquire relevada importancia no sentido que substancias que
possuem potencial para mimetizar horménios enddégenos podem interferir com
diversos processos fisiolégiocos incluindo os processos reprodutivos e

comportamentais.

Palavras Chave: Teste Uterotréfico, drogas antidepressivas, estrogenicidade,

paroxetina, venlafaxina e mirtazapina.



ABSTRACT

Depression is a serious public health problem and leads to significant disability
and suffering in daily living. The selective serotonin reuptake innibitors
(SSRl)are the most prescribed class to treatment, while the non-selective
inhibitors and a,-adrenergic receptor antagonists are classes which use has
been increasing in recent years. Scientific evidence shows that fluoxetine
(SSRI), has estrogenic effects and interfere with reproductive processes.This
study aimed to perform a screening with antidepressant drugs (paroxetine,
venlafaxine and mirtazapine) using uterotrophic assay in immature rats to
investigatethem estrogenic action. The results indicate that isolated paroxetine
showed no estrogenic effect, but produced interaction with the estradiol. In the
other hand, venlafaxine and mirtazapine isolated produced estrogenic effects in
this model. Histological analysis and morphometry also performed, corroborate
these findings, showing thinning of the endometrial cells due to uterine edema
and proliferation celular. The results show that these antidepressants have the
potential to mimic estrogenic activity, which may interfere with reproductive

processes.

Keywords
Uterotrophic assay, antidepressants drugs, estrogenicity,paroxetine,

venlafaxine, mirtazapine
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1. INTRODUCAO

De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (OMS, 2009), a depressao é
o transtorno psiquiatrico mais comum encontrado na clinica e vem
apresentando aumento nos indices de morbidade e mortalidade (Willner et al,
2012). A depressao € caracterizada por sensacdes de tristeza e desespero
intensos, perda da concentracdo, preocupacfes pessimistas, agitacdo e auto
depreciacdo. Também s&o relatadas alteracbes fisicas, compreendendo
insdnia ou hipersonia, anorexia, perda ou ganho de peso, libido e energia
diminuidos e comprometimento dos ritmos circadianos normais (Hardman et al,
2001). Durante a gravidez e no poés-parto, a depressédo também é considerada
um problema significativo para a saude publica, podendo atingir até 20% das
mulheres (Rayenet al, 2013).Isto pode ser explicado, pois a gestacdo e o
puerpério sdo periodos que envolvem inimeras alteragfes fisicas, hormonais,
psiquicas e de insercao social, que podem refletir diretamente na satde mental
dessas pacientes (Camacho et al, 2006). O tratamento da depresséo baseia-se
na utilizacdo de um grupo variado de agentes terapéuticos, em parte porque a
depressdao é uma sindrome complexa de gravidade amplamente variada. A
decisdo de tratar esta doenca com um agente antidepressivo € orientada pela
sindrome clinica manifestada e por sua gravidade, além da histéria pessoal e
familiar do paciente (Hardman et al, 2001). Em particular durante a gravidez e
no periodo pos-parto, o tratamento € recomendado, se os efeitos benéficos da
farmacoterapia materna superarem 0S seus potenciais riscos fetais e
neonatais. Estima-se que 2-3% de mulheres gravidas recebem antidepressivos,
sendo os inibidores seletivos da recaptacdo da serotonina (ISRS) a classe mais
comumente prescrita para esta populacdo (Oliveira et al, 2013).Atualmente
estdo disponiveis outras opcdes terapéuticas farmacolégicas. Alguns exemplos
sdo os inibidores ndo seletivos da recaptacdo de serotonina (INRS),sendo a
venlafaxina a principal representante da classe, bem como os antagonistas de
alfa-2 adrenorreceptores (mirtazapina), que substituem as classes mais antigas
como os antidepressivos triciclicos e inibidores das monoaminas oxigenases.
Porém, o uso destas drogas em gestantes e lactantes, representa um desafio

clinico. De acordo com Oliveira et al (2013) e Hackley (2010), a exposicéo pré-



natal a antidepressivos tem sido associada em seres humanos com baixa idade
gestacional, parto prematuro, baixo peso ao nascer, restricdo do crescimento
intrauterino, diminui¢éo do indice de Apgar, aumento de internacdo em unidade
de terapia intensiva neonatal ou bercario de cuidados especiais. Por outro lado,
qualquer fator que afeta a fisiologia e o comportamento da mée é susceptivel
de modular o desenvolvimento do concepto. Por exemplo, o estresse materno,
depressao e ansiedade, podem ter influéncias em longo prazo sobre o
desenvolvimento fisico e mental das criancas, prejudicando os resultados
cognitivos e emocionais (Rayen et al, 2013; Hackley, 2010 ).Fatos estes que
justificam uma ponderacdo quanto ao tratamento farmacolégico neste periodo.
Outro fator a se considerar, € que a diferenciacdo sexual gonodal e cerebral em
ratos e humanos ocorrem predominantemente durante o periodo fetal (Wilson e
Davies, 2007), e o fato das drogas antidepressivas apresentarem propriedade
de atravessar a barreira placentéria, torna o feto susceptivel a efeitos adversos
reprodutivos. A funcéo reprodutiva de uma maneira geral, pode ser influenciada
por diversas substancias (incluindo drogas antidepressivas), que sao capazes
de atuar no sistema endaocrino, interferindo na interacdo de horménios naturais
com seus receptores, na sintese dos horménios naturais, ou na remo¢ao dos
mesmos da circulagcdo (EPA, 1997). Existem evidéncias de que algumas
drogas antidepressivas podem ter efeitos estrogénicos e tais efeitos
interferirem na gestacdo e/ou desenvolvimento fetal. Muller et al (2012),
demonstraram o efeito estrogénico da fluoxetina em testes in vivo e in
vitro.Assim, na tentativa de identificar outras drogas com possivel acéo
estrogénica, este trabalho teve por objetivo realizar uma triagem com trés
drogas antidepressivas amplamente prescritas na clinica (mirtazapina,
paroxetina e venlafaxina), utilizando o teste uterotréfico como modelo de
protocolo, bem como a avaliacdo de parametros adicionais como a histologia

uterina e morfometria.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 DEPRESSAO

Aproximadamente 80% das desordens psiquiatricas diagnosticadas consistem
em depressédo e ansiedade (Erdemir et al, 2014). O Transtorno Depressivo
Maior (TDM) é uma desordem mental prevalente em todo o mundo que leva a
um significante sofrimento e incapacidade na vida diaria (Jung et al, 2014). E
uma das condi¢des mais comumente encontradas na atencdo primaria sendo
particularmente mais prevalente entre as mulheres, com taxas relatadas de
6,3% em homens e 12,6% em mulheres (Hackley et al, 2010). Evidencia-se
como grande diferencial biologico, o ciclo reprodutivo feminino que é marcado
por oscilagbes no perfil hormonal na puberdade, na gravidez no puerpério e no
climatério (Veras, 2008). Existe uma forte correlagdo entre o0 aumento do risco
para sintomas depressivos ou desordens afetivas e flutuacdes hormonais,
principalmente nos niveis de estrogenos que ocorrem nos periodos pré-
menstrual, pdés-parto e perimenopausa. E proposto que o histérico de
desordens do humor como depressédo pdés-parto, disforia pré-menstrual, ou
depressdo aumenta 0 risco para sintomas depressivos durante a
perimenopausa (Osterlund, 2010).Prevé-se que até 2030 a depressdo sera o
principal contribuinte para o aumento dos gastos financeiros em saude em todo
o mundo (Willner et al, 2012). Os transtornos depressivos estéo classificados
dentro da sessao dos transtornos do humor do DSM-IV(Manual diagnéstico e
estatistico de transtornos mentais) e do CID-10 (Classificacao Internacional de
Doencas), por se caracterizarem, predominantemente, por uma perturbacao
basica dentro da esfera do humor. A depresséo é definida como um transtorno
psiquiatrico heterogéneo, que se manifesta a nivel psicolégico, comportamental
e fisioldgico (APA, 2010). Apesar de existir varios estudos sobre a fisiologia do
humor normal e a fisiologia associada a doenca mental, ainda ha muito a se
desvendar. Verifica - se que a etiologia da depressao € multifatorial e ndo afeta
uma Unica regido do cérebro, mas sim, varias areas incluindo o cortex, o
hipocampo, a amigdala e o talamo (Hackley, 2010). Recentes estudos de
neuroimagem tém sugerido que anormalidades estruturais e funcionais

apresentam um papel importante na génese daTDM (Jung et al, 2014). De



acordo com Osborne et al (2013),a investigacdo sobre a etiologia biologica da
depressao tem incidido sobre o papel de monoaminas e a desregulacdo do
eixo Hipotdlamo Pituitdria Adrenal (HPA). A hipétese da deficiéncia de
monoaminas é a mais antiga teoria que explica o transtorno depressivo
(Osterlund, 2010). Aminas biogénicas como a serotonina (5-HT), norepinefrina
(NE) e dopamina (DA) sédo neurotransmissores chave encontrados em regioes
limbicas do Sistema Nervoso Central (SNC), e conhecidamente importantes na
regulacdo de fungdes cognitivas, do humor, termo regulacdo, sensacéo de dor,
funcdo sexual e varios aspectos da funcdo enddcrina relacionado com a
homeostasia. A sintese e liberacdo dos neurotransmissores sdo altamente
reguladas, e isto se torna alvo de muitos agentes farmacoldgicos (Deecher et
al, 2006). Assim, proteinas transportadoras de serotonina e noradrenalina, bem
como as enzimas monoaminoxidases (MAQO), sdo importantes mecanismos
pelos quais as drogas antidepressivas atuam no sentido de aumentar os niveis
destes, através do bloqueio dos seus transportadores e inibicdo da acédo
enzimatica que degrada os mesmos (Osterlund, 2010).A observacdo dos
efeitos antidepressivos dos inibidores da MAO e dos antidepressivos triciclicos
(ADTs) culminou com a hipétese monoaminérgica, que propunha a existéncia
de uma deplecdo de neurotransmissores a nivel sindptico como fator
patogenético nos transtornos depressivos (Lafer et al,1999). Os
antidepressivos podem ser classificados de acordo com a estrutura quimica ou
as propriedades farmacoldgicas. A estrutura ciclica (anéis benzénicos)
caracteriza os antidepressivos heterociclicos (triciclicos e tetraciclicos). Os
ADTs se dividem em dois grandes grupos: as aminas terciarias (imipramina,
amitriptilina, trimipramina e doxepina) e as aminas secundarias
(desmetilimipramina, nortriptilina e protriptilina). Seu mecanismo de acdo em
nivel pré — sinptico é o bloqueio de recaptura de monoaminas, principalmente
norepinefrina (NE) e serotonina (5-HT), em menor propor¢do dopamina (DA).
Os ADTs bloqueiam receptores muscarinicos (colinérgicos), histaminérgicos de
tipo 1, a2 e B - adrenérgicos, serotonérgicos diversos e mais raramente
dopaminérgicos. Essas acdes ndo se correlacionam necessariamente com
efeito antidepressivo, mas com efeitos colaterais. O bloqueio do receptor 5-HT1

contribuiria para o efeito terapéutico (Moreno et al, 1999).



A outra hipotese esta relacionada ao eixo HPA que apresenta sua atividade
controlada pela secrecdo do Hormonio Liberador de Corticotropina (CRH) e
Vasopressina (AVP) pelo hipotalamo, os quais, por sua vez, ativam a secre¢ao
do horménio adrenocorticotrépico (ACTH) pela pituitaria, que finalmente
estimula a secrecdo de glicocorticoides pelo coértex da adrenal.Os
glicocorticéides, entdo, interagem com seus receptores em mudltiplos tecidos-
alvo, incluindo o eixo HPA, onde sdo responséaveis pela inibicdo por feedback
negativo da secrecdo do ACTH pela pituitaria e do HLC a partir do hipotalamo
(Nemeroff,1996). A hiperatividade do eixo HPA esta implicada na etiologia da
depressao e o papel do estresse como precipitante de episddios de transtornos
psiquiatricos € bem conhecido, visto que individuos deprimidos apresentam
elevados niveis de cortisol no soro, urina e liquido cefalorraquidiano bem como
apresentam estes parametros normalizados apoOs tratamento com drogas
antidepressivas (Binder et al, 2009).Essas anormalidades parecem estar
relacionadas as alteracdes na capacidade dos glicocorticéides circulantes
emexercer seu feedback negativo na secrecdo dos horménios do eixo HPA por
meio da ligacdo aos receptores de mineralocorticoides (RM) e glicocorticoides
(RG) nos tecidos do eixo, fato este que d& suporte ao conceito de que a
sinalizacdo deficiente dos RGs é parte fundamental na fisiopatogenia da
depressao (Juruena et al, 2004).A interacdo de hormonios sexuais femininos
(estrogénio e progesterona) e o eixo HPA, também é complexa. Altos niveis de
estrégenos tém mostrado um aumento no estresse relacionado com aumento
na liberacdo de cortisol e hormdnio adrenocorticotréfico — ACTH (Binder et al,
2009). Além destes, fatores genéticos e ambientais também participam da
génese dos transtornos depressivos, sendo que o0 componente genético
representa cerca de 40% da susceptibilidade para depressao unipolar e 70%
para transtorno bipolar (Lafer et al,1999). Estudos em gémeos demonstraram
esta importante influéncia genética. 60% dos filhos gémeos idénticos de
pacientes em tratamento para depressdo apresentaram o0 transtorno, em
contrapartida indice significativamente inferior (20%) foram encontrados em

gémeos dizigoticos (Veras et al, 2008).



2.2 DEPRESSAO NA GRAVIDEZ

Depressdo é um problema comum para mulheres em idade reprodutiva,
periodo compreendido entre 15 e 45 anos, e deve ser diagnosticada com
precisdo especialmente durante a gestacdo (Yaris et al, 2004). A depressao
durante a gravidez e pos-parto em especial, € um problema significativo para a
salde publica atingindo até20% das mulheres (Rayenet al, 2013). A
prevaléncia destes transtornos durante a gravidez é semelhante a prevaléncia
no periodo pés-parto, sendo maior em mulheres de classes socioeconémicas
menos favorecidas, muito jovens e com historia de distarbios psiquiatricos
(Ibanez et al, 2012). Neste sentido, mulheres com historico de depresséo, tem
aumentado o risco para depressao pos-parto e mulheres com histérico de
depressdo pOs - parto tem aumentada a incidéncia em gestacdes futuras
(Osterlund, 2010). H4 uma estimativa de que 10% das mulheres em idade
reprodutiva irdo desenvolver depressédo durante a gestacao e 20% no pés-parto
(Marcus et al, 2003; Moraes et al 2006).0 DSM IV- TR (Texto Revisado), no
entanto, ndo distingue os transtornos do humor do poés-parto dos que
acontecem em outros periodos, apenas especifica “inicio no pés-parto”, quando
0s sintomas ocorrem até quatro semanas apés o parto (Camacho, 2006).0s
principais transtornos psiquiatricos relacionados a gravidez sdo a depressao
pré-natal e pds-natal, recorréncia de episédios depressivos ou maniacos,
transtorno bipolar e esquizofrenia e adquirem relevante importancia no sentido
de que muitas vezes existe a necessidade de iniciar o tratamento antes do final
da gravidez como medida de precaucdo (Oyebode et al, 2012). Camacho
(2006) citou ainda um transtorno denominado disforia do pés-parto que
costuma acometer as mulheres nos primeiros dias apds o nascimento do bebé
e se manifesta por choro facil, labilidade do humor, irritabilidade e
comportamento hostil para com os familiares. A literatura cientifica indica que a
fase de maior prevaléncia de transtornos mentais na mulher ocorre
principalmente no segundo e terceiro trimestres de gestacao e nos primeiros 30
dias de puerpério e apresentam diferentes intensidades de alteracdes
psiquicas (Araudjo et al, 2010). Estima-se uma prevaléncia da ordem de 7,4%
no primeiro, 12,8% no segundo e 12% no terceiro trimestre de gestacao
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transformacdes bioldgicas, psicoldgicas e sociais, que afetam a saude mental e
fisica da gestante, podendo exercer influéncia sobre a saude do bebé (Araujo
et al, 2010). Além desta mistura complexa de fatores psicolégicos e sociais, e
das teorias propostas para entender a fisiopatologia da depressdo, o
desequilibrio hormonal que ocorre durante a gestacdo é considerado fator
determinante (Osborne et al, 2013). Tem - se que durante a gestacao as taxas
de horménios produzidos pelos ovarios e placenta aumentam
consideravelmente. Os niveis de estrégeno e progesterona sdo superiores aos
vistos em mulheres fora do periodo gestacional, aliado a isto, a queda abrupta
destes horménios no periodo poés-parto pode estar relacionado com as
alteragcbes de humor que ocorrem nesta fase e pode estar envolvida na
etiologia da depressao puerperal (Camacho et al, 2006).A depressao esta
associada a inuameros fatores de risco tais como antecedentes psiquiatricos,
dificuldades financeiras, baixa escolaridade, gestagéo na adolescéncia, falta de
suporte social, eventos estressores e histéria de violéncia doméstica (Araujo et
al, 2010).Camacho et al (2006) afirmam que nas adolescentes foi observada
uma prevaléncia duas vezes maior que nas gestantes adultas, o que pode
estar relacionado a falta de maturidade afetiva e de relacionamento, bem como
0 abandono dos estudos em razdo da maternidade. Os sinais e sintomas de
depressdo perinatal sdo basicamente os mesmos sintomas caracteristicos,
acrescido de pensamentos recorrentes de causar danos ao bebé. Nao existem
escalas especificas para deteccdo de depressao durante a gravidez, o que tem
sido utilizado sédo escalas que abordam preditores e listam fatores de risco
psicossocial para depressdo poés-parto.Trabalhos recentes vém mostrando a
utiidade destas escalas de auto avaliacdo para triagem de mulheres com
depressdo pos-parto em servicos de atendimento priméario, onde a
possibilidade de deteccdo tem se mostrado maior que a deteccdo espontanea
durante as avalia¢c@es clinicas de rotina (Buist et al, 2002).As escalas serviriam
para alertar clinicos, obstetras e pediatras para aquelas mulheres que
possivelmente precisariam de avaliagdo mais profunda e tratamento. Pensando
nesta praticidade, foram criadas duas escalas especificamente para
rastreamento de depresséo poés-parto: EPDS (Edinburgh Postnatal Depression
Scale) e PDSS (Postpartum Depression Screening Scale), ambas com

traducdo para o portugués e validacdo no Brasil (Cantilino, 2003). A PDSS é
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um instrumento que possui trinta e cinco itens que avaliam disturbios do sono,
apetite, ansiedade, inseguranca, labilidade emocional, prejuizo cognitivo, perda

do eu, culpa, vergonha e intencdo de causar dano a si (Camacho et al, 2006).
2.3 TRATAMENTO E DROGAS ANTIDEPRESSIVAS

O uso de drogas antidepressivas tem experimentado um grande aumento nas
Gltimas décadas em muitos paises, especialmente no final da década de 80 e
inicio de 90, coincidindo com a comercializacdo de novos antidepressivos,
especialmente os ISRSs (Verdd et al, 2014). Os ISRSs sd&o: citalopram,
escitalopram, fluoxetina, fluvoxamina, paroxetina e sertralina (Montagnini et al,
2013). Os antidepressivos mais frequentemente prescritos em todo o mundo
sao os ISRS seguido dos INSRS (Fong e Ford, 2014). N&o se sabe ao certo se
este aumento na prescricdo de antidepressivos esta justificado por uma melhor
deteccdo e diagnostico, ou se responde a uma situacdo de sobre diagnéstico e
sobre tratamento relacionado com o progressivo uso de medicamento durante
a vida (Verdu et al, 2014).0 fato é que o modo de acdo de ambos (ISRS/
INSRS) é similar ao dos antidepressivos triciclicos na ligacdo e inibicdo de
proteinas transportadoras pré-sinapticas responsaveis pela recaptacao de
neurotransmissores, 0 que prolonga a presenca destes na fenda sinaptica,
modulando assim a neurotransmissdo serotoninérgica, dopaminérgica ou

noradrenérgica (Fong e Ford, 2014).
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Fig. 1. Mecanismo do efeito terapéutico dos farmacos antidepressivos. A) Antes do
tratamento, 0s neurotransmissores séo liberados em niveis patologicamente baixos e
exercem niveis de retroalimentacéo auto inibitéria em estado de equilibrio dindmico.O
efeito final consiste em nivel basal anormalmente baixo de atividade dos receptores
pés-sinapticos (sinalizacdo). B) O uso em curto prazo de medicacdo antidepressiva
resulta em liberagcdo aumentada de neurotransmissor e/ou aumento da duracdo da
acao do neurotransmissor na fenda sinaptica. Ambos os efeitos produzem aumento da
estimulagcdo dos autoreceptores inibitorios, com inibicdo aumentada da sintese de
neurotransmissores e da exocitose.O efeito final consiste em reduzir o efeito inicial da
medicacao, e a atividade dos receptores pos-sinapticos permanece em niveis de pré-
tratamento. C) O wuso cronico de medicacdo antidepressiva resulta em
dessensibilizacdo dos autoreceptores pré-sinapticos. Em consequéncia, ocorre
reducdo na inibicdo da sintese de neurotransmissor e da exocitose. O efeito final
consiste em aumento de atividade dos receptores pos-sinapticos, levando a uma
resposta terapéutica. NE, norepinefrina. 5HT, serotonina. ATC, antidepressivo
triciclico. ISRS, inibidor seletivo da recaptacdo de serotonina.

Fonte: Figura adaptada a partir de Mireya et al. (2005)

O tratamento destas condi¢cdes durante a gravidez tem incluido técnicas
psicofarmacoldgicas, psicossocial, psicoterapica, hormonais e de
eletroconvulsoterapia indicada para casos mais graves ou refratarios a outras
formas de tratamento (Camacho et al, 2006). Quando requer 0 uso de agentes
psicotrépicos, isso levanta questfes sobre a seguranca destes medicamentos,
0 seu provavel impacto sobre a saude da mulher gravida, os resultados na
gravidez, no desenvolvimento fetal, na salude neonatal, o potencial para
grandes e pequenas malformacdes, e no desenvolvimento em longo prazo da
saude da crianca (Oyebode et al, 2012). O uso de medicamentos
antidepressivos em mulheres gravidas tem crescido de forma constante ao
longo do tempo, no entanto, tem havido uma preocupacao crescente quanto a

seguranca do uso de antidepressivos durante a gravidez (Huybrechts et al,



2013).0 tratamento da depressdo durante a gravidez é acompanhado por
dilemas. Por um lado, sabe-se que a depressdo poés-parto pode afetar
negativamente muitos aspectos do desenvolvimento da crianca, incluindo os
efeitos sobre o apego, comportamento e funcédo neurocognitiva. Por outro lado,
a decisdo de prescricdo e uso de drogas psicotropicas durante a gestacao e
lactacdo é uma tarefa dificil devido & escassez de estudos investigando a
seguranca dessas drogas para oS bebés, especialmente para o0 seu
desenvolvimento neurocomportamental em longo prazo. Estudos revelaram
que transtornos psiquiatricos subdiagnosticados e néo tratados em gestantes
podem levar a graves consequéncias materno-fetais (Camacho et al,
2006).Pawluski et al (2012), afirmam que a exposicdo maternal a desordens do
humor, estresse e depressdo alteram o desenvolvimento do eixo HPA com
consequente alteracdo da regulacdo do estresse e elevacdo dos niveis basais
de cortisol salivar e urinério. A origem do desenvolvimento do sistema nervoso
central é influenciada pelo ambiente, assim, qualquer fator que afeta a fisiologia
e 0 comportamento da mée é susceptivel de modular o desenvolvimento da
prole. Os filhos de mées depressivas apresentaram dificuldades para dormir e
se alimentar, além de prejuizos de interacdo corporal com o
ambiente(Camacho et al, 2006). Ha evidéncias de que este transtorno seja
possivel fator de risco para baixo peso ao nascer, estando este associado ao
maior risco de morbidade e mortalidade perinatal e neonatal. A associacao
entre depressao materna e baixo peso ao nascer pode ser explicada por dois
mecanismos: alteragcdes hormonais e bioquimicas que levam a reducao do
fluxo sanguineo uteroplacentario, bem como a interferéncia da depressao em
comportamentos de risco, tais como, consumo de alcool e drogas, diminuicdo
do apetite e consumo alimentar e negligénciamento do pré-natal (Araujo et al,
2010). De acordo com Vieira et al, (2013), balancear os riscos e beneficios da
medicacdo antidepressiva com 0s riscos de depressdo nao tratada é dificil.
Estudos comparativos observaram que a depressdo pos-parto requer mais
tempo para responder a farmacoterapia e tende a necessitar de mais agentes
antidepressivos para se obter remissdao dos sintomas (Camacho et al,
2006).Um estudo recente também encontrou um aumento do risco de
desenvolvimento de pré-eclampsia em mulheres com depresséo (Osborne et

al, 2013). A utilizacdo de drogas antidepressivas, durante a gravidez € comum

10



e € estimada entre 5% e14% das mulheres em todo o mundo(lbanez et al,
2012). Os médicos que prestam cuidados de saude para mulheres gravidas
com depresséo devem equilibrar bem-estar materno fetal com potenciais riscos
desses medicamentos. Ha de se considerar ainda, que doses mais elevadas
podem ser necessarias durante a gravidez devido aos efeitos de diluicdo que
ocorrem em decorréncia do aumento do volume plasmético, uma alteracdo
fisiologica deste periodo (Hackley, 2010). Quando uma condi¢cdo psiquiatrica
torna necessaria a farmacoterapia, os beneficios da tal terapia devem superar
0s potenciais riscos minimosde malformacgfes (Koren et al, 2012). Estudos
demonstraram que a maioria dos antidepressivos nao induzem malformacdes
congénitas maiores (Oliveira et al, 2013).Porém, resultados da exposicao fetal
durante a gestacdo a novas drogas antidepressivas como venlafaxina (VX) e
mirtazapina (MZ), sdo menos conhecidos, os dados existentes sdo para
antidepressivos triciclicos e ISRS (Yaris et al, 2004) Os tratamentos atuais da
depressdo materna tém como principal alvo o sistema serotoninérgico com
ISRS, tendo estes a maior frequéncia de medicamentos prescritos para a
depressdao materna, tanto durante gravidez quanto no pés-parto (Rayen et al,
2013). A Fluoxetina (FLX), principal representante da classe, apresenta alto
grau de seletividade e minimos efeitos colaterais comparados com o0s
antidepressivos triciclicos e inibidores da monoamina oxidase (Vieira et al,
2013). A descoberta no final da década de 50 de drogas antidepressivas e sua
utilizac@o na prética clinica trouxe um avanco importante no tratamento e no
entendimento de possiveis mecanismos subjacentes aos transtornos
depressivos. A nova geracdo de antidepressivos € constituida por
medicamentos que agem em um Unico neurotransmissor como 0s ISRS, ou em
multiplos neurotransmissores/ receptores como os INRS, e bloqueadores de a2
adrenoreceptores, sem ter como alvo outros sitios receptores cerebrais nao
relacionados com a depresséo, tais como histamina e acetilcolina (Moreno et
al, 1999).No entanto, o efeito combinado da depressdo materna e da exposi¢cao
perinatal a antidepressivos no desenvolvimento da prole é pouco investigada
(Rayenet al, 2013). Nenhum estudo epidemiolégico até o momento seguiu
descendentes para além da primeira infancia e informacdes sobre os efeitos
posteriores da exposicdo materna ainda nao estao disponiveis (Oliveira et al,

2013). Logo apos a introducdo da fluoxetina, que foi o primeiro ISRS a ser
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utilizado, casos de exposicao fetal a droga comecaram a acumular-se e isto
levantou preocupacgfes de profissionais de saude e mulheres gravidas em
relagdo a seguranca fetal. A exposi¢do pré-natal a ISRS no utero tem sido
associada em seres humanos com trabalho de parto prematuro, baixo peso ao
nascer, restricdo do crescimento intra-uterino, diminuicdo do indice de Apgar,
defeitos cardiacos e aumento de internacdo em unidade de terapia intensiva
neonatal ou bercario de cuidados especiais (Hayes et al, 2012). O aumento do
risco de hospitalizacbes € explicado pela sindrome de abstinéncia ao
antidepressivo e fornece evidéncias de que as criancas podem ser expostas a
doses neurobiologicamente relevantes no utero (Oliveira et al, 2013).A
sindrome de abstinéncia ou descontinuacdo é caracterizada por excessivo
choro, nervosismo, tremores, dificuldade de alimentacao, refluxo, espirros e
disturbio do sono (Oyebode et al, 2012). A exposi¢do no final da gravidez a
estas substancias tem sido associada com hipertensdo pulmonar do recém-
nascido(HPP) também chamada sindrome do desconforto respiratorio,
distarbios metabdlicos, enddcrinos e hipoglicemia (Huybrechts et al, 2013). Os
ISRS e IRSN atuam inibindo a receptacdo da serotonina e norepinefrina nas
regides do cérebro que estdo envolvidas na regulacdo do humor (Koren et al,
2012). Os ISRSs atravessam a barreira placentaria e estdo presentes no leite
materno, além de inibir transportadores de mudltiplas drogas como a
fosfoglicoproteina (P-gp) presente na barreira placentaria, podendo, portanto,
expor o feto a elevados niveis de serotonina o que pode afetar o
desenvolvimento fetal e neonatal (Oliveira et al, 2013). Os sistemas
serotoninérgicos, adrenérgicos e dopaminérgicos, trabalham em conjunto, mas
com efeitos ligeiramente diferentes. A serotonina é formada a partir do
aminoacido essencial acido triptofano, é encontrada em niveis mais elevados

no ganglio basal, no cortex frontal, no hipotalamo e no sistema limbico.
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Fig. 2. Sintese de serotonina. A 5-hidroxitriptamina (serotonina) é sintetizada a partir
do aminoécido triptofano em duas etapas: a hidroxilagéo do triptofano, para formar 5-
hidroxitriptofano, e a descarboxilacao subseqiiente desse intermediario, produzindo a
5-hidroxitriptamina (5HT). A triptofano hidroxilase é a enzima que limita a velocidade
nessa via.

Fonte: Figura adaptada a partir de Mireya et al. (2005)

A serotonina esta implicada em diversos processos do desenvolvimento,
incluindo a divisdo celular, a migracdo neuronal, a diferenciacdo celular e
sinaptogénese, além da regulacdo do sono, a sensibilidade a dor, a funcéo
sexual, apetite e ajuda a manter a integridade da juncdo sinaptica (Hackley,
2010). Assim, alterando a disponibilidade de serotonina para o recém-nascido,
através da exposicdo aos ISRS, pode-se afetar mecanismos de
desenvolvimento crucial. Além disso, a serotonina € um dos principais
neurotransmissores implicado no controle do comportamento sexual durante a
idade adulta. Este dimorfismo sexual é estabelecido no periodo pés-natal
precoce pela acdo dos esteroides sexuais e € modulada em parte por
serotonina, embora poucos trabalhos tém sido feito sobre os efeitos da
exposicdo de ISRSs na diferenciagdo sexual cerebral e o comportamento
sexual. Recente pesquisa pré-clinica demonstrou que a exposicdo a estas
drogas pode ter um impacto em longo prazo sobre o comportamento sexual da

prole masculina (Rayen et al, 2013).
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2.3.1 Mirtazapina (M2)

A mirtazapina € um novo antidepressivo, membro da classe das
piperazinoazepinas, que possui modo de agdo diferente de qualquer outro
antidepressivo utilizado atualmente. E o primeiro antidepressivo noradrenérgico
e serotoninérgico especifico (Suzuki et al, 2013). Apresenta como principais
nomes comerciais o Menelat®, Remeron®, Razapina®, Avanza®,Remergil®
entre outros. A agdo antidepressiva da mirtazapina ocorre por meio de dois
mecanismos aumentando a atividade central noradrenérgica e serotoninérgica,
através do bloqueio de autoreceptores e heteroreceptores a, que controlam a
liberacdo de noradrenalina e serotonina respectivamente, bem como do
antagonismo seletivo de receptores 5HT, e 5HT3 (Verster et al, 2014). Isso
resulta num aumento e num melhoramento da neurotransmisséo
noradrenérgica e serotoninérgica (Suzuki et al, 2013). Devido a sua meia-vida
de eliminacdo, de 20 a 40 horas, a mirtazapina € administrada em uma dose
Unica diaria que varia de 15 a 45 mg (Briguenti e Bonato, 2005).E bem
absorvida pelo trato gastrointestinal sofrendo pouca interacdo com o alimento e
atingindo pico plasmatico apos duas horas da ingestdo. Sua metabolizacao
ocorre principalmente via oxidacdo hepatica, catalisada pelas isoenzimas do
citocromo P450 - CYP2D6, CYP3A4 e CYP1A2 (Suzuki et al, 2013). O
metabdlito ativo da mirtazapina € a N-desmetilmirtazapina (DMTZ), que
apresenta atividade farmacologica de 5 a 10 % da droga original (Delbressine
et al, 1998).
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Fig. 3. Estrutura Quimica da Mirtazapina
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Fonte: Figura adaptada a partir de Soares PJR (2006)

Apresenta baixa toxicidade aguda e de acordo com estudos de
embriotoxicidade € relativamente seguro para mulheres gravidas (Scharnholz
et al, 2010), ndo sendo observadas diferencas estatisticas significantes em
criancas nascidas de gestantes expostas a mirtazapina comparadas com as
nao expostas (Winterfeld et al, 2013). Por bloquear pré-sinapticamente os
receptores 5HT-3, pode ser usada também para o tratamento e ou profilaxia de
nauseas e hiperemese gravidica, jA que nauseas e vomitos sao sintomas que
afetam até 80% das mulheres gravidas (Janu e Rackova, 2006). Pelo mesmo
motivo (bloqueio de 5HT-2 e 5HT-3), apresenta a caracteristica de reduzir a
incidéncia de efeitos adversos associados ao uso de ISRS como inquietacéo e
disfuncdo sexual (Rouini et al, 2013). A eficacia da mirtazapina para o
tratamento da depressado tem sido estabelecida claramente por varios estudos

comparativos controlados.

2.3.2 Paroxetina (PX)

Cloridrato de Paroxetina se apresenta quimicamente como (-) trans-4-(4'-
fluorofenil)-3-(3’, 4’-metilenodioxifenoximetil)-piperidina, um derivado fenilpipe
ridinico. Possui como nomes comerciais Aropax®, Arotin ®, Parox®, Paxil®,
dentre outros e sua acdo antidepressiva esta relacionada a sua inibicdo
especifica da recaptacédo de 5-HT pelos neurbnios. A paroxetina ndo apresenta
estrutura quimica relacionada aos antidepressivos triciclicos, tetraciclicos e a

maioria de outros antidepressivos disponiveis.

{-)trans-4-{4-fenoro-fenil}-3-(3' 4'-metilenedioxifenoximetil}-piperidina (Paroxetina) 15



Fig. 4. Estrutura Quimica da Paroxetina

Fonte: Figura adaptada a partir de Soares PJR (2006)

E indicada para o tratamento da depressao, incluindo as formas graves e as
acompanhadas por ansiedade e transtorno obsessivo compulsivo (Paulus et al,
2010). O tratamento pode ser iniciado com 10 ou 15 mg ao dia, ou a critério
médico. A dose recomendada para tratamento da depresséo é de 20 mg ao dia
e se necessario, elevar a dose semanalmente, até atingir a dose ideal
recomendada, conforme a indicacéo, nao ultrapassando 50 mg ao dia. No final
de 2005, a agéncia norte americana “Food and Drug Administration”
(FDA),recomendou que fosse evitado o uso da paroxetina durante a gravidez
devido a um aumento do risco de malformacdes cardiovasculares. Desde
aguela época, ha um continuo e controverso debate sobre a seguranca de
paroxetina durante a gravidez, no entanto estudos realizados para esta
finalidade ndo suportaram a hip6tese de um efeito teratogénico da paroxetina
(Paulus et al, 2010).

2.3.3 Venlafaxina (VX)

A venlafaxina € uma nova droga que inibe de modo ndo seletivo a recaptacao
de neurotransmissores que mostrou boa penetracdo na barreira
hematoencefélica tanto in vivo quanto in vitro, podendo assim ser utilizada para
o tratamento de uma série de desordens do SNC. Atualmente existem duas
drogas aprovadas nos Estados Unidos (venlafaxina e duloxetina) que atuam
como inibidores seletivos da recaptacdo de serotonina e norepinefrina, estas
experimentaram um aumento significativo em seu consumo nos ultimos anos
(Verdu et al, 2014). Apresentam como principais nomes comerciais Efexor®,
Alenthus®, Venlift® entre outros. A desvenlafaxina, o maior metabdlito ativo da
venlafaxina, € um novo INSRS e existe nas formas de misturas racémicas
(R+S) sendo administrada clinicamente na forma de succinato (Bellaire et al,

2013).

16



HO o

O\

Fig. 5. Estrutura Quimica da Venlafaxina
Fonte: winkimedia.org/wiki/venlafaxina

Seu mecanismo de acdo se da pela elevacdo dos niveis de certos
neurotransmissores (5HT e NE) na fenda sinaptica através do bloqueio de
transportadores na membrana pré-sinaptica, responsaveis pela sua remocao
(Ings et al, 2012). A seletividade destas drogas por transportadores 5-Ht e NE
reduz o potencial para efeitos adversos, sendo a venlafaxina indicada para o
tratamento de desordens de depressdo maior, ansiedade generalizada,
ansiedade social, desordens do panico (Deecher et al,2006). De acordo com a
bula do medicamento, a venlafaxina € um inibidor da recaptacdo de 5-HT e NE,
gue nao apresenta nenhuma atividade inibitéria da MAO, nenhuma afinidade
por receptores muscarinicos colinérgicos, H1-histaminérgicos ou alfal-
adrenérgicos. Sua eficacia no tratamento de depressdo maior esta relacionada
a potencializacdo dos neurotransmissores da 5-HT e NE no SNC.Como em
outros antidepressivos, a seguranca da venlafaxina na gravidez em humanos
nao foi estabelecida, devendo ser administrada a mulheres gravidas se os
beneficios esperados superarem 0s possiveis riscos.Yaris et al (2004), relatam
que a venlafaxina ndo aumentou o risco de malformagéo maior em humanos.
Se for usada até ou logo antes do nascimento, os efeitos da descontinuacao no
recém-nascido devem ser considerados. Complicacbes incluindo a
necessidade de suporte respiratério, alimentacdo por sonda ou hospitalizacao
prolongada, foram relatadas em recém-nascidos expostos a INSRSs no final do
terceiro trimestre. Essas complicacdes podem surgir imediatamente apds o
parto. A venlafaxina € excretada no leite humano na forma de O-

desmetilvenlafaxina. Devido ao potencial para reacdes adversas sérias em
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lactentes em decorréncia da exposicdo a venlafaxina, deve-se decidir pela
descontinuacdo ou nao da amamentagcdo ou pela descontinuagdo do
medicamento, levando em consideracdo a importancia do medicamento para a
mae. Ainda segundo a bula do medicamento, a dose recomendada para
transtorno depressivo maior é de 50 mg uma vez por dia, com ou sem
alimentos. Se o aumento de dose for indicado para alguns pacientes, deve
ocorrer gradativamente e em intervalos de no minimo sete dias. A dose

maxima nao deve exceder 200 mg/dia.
2.4 DESREGULADORES ENDOCRINOS

O sistema endodcrino esta envolvido no controle de varios e complexos
mecanismos fisiolégicos (Kang et al, 2005). Substancias que interferem com a
regulacdo hormonal do individuo sédo designadas desreguladores endocrinos

(EDs) e segundo Waye e Trudeau (2011), recebem a seguinte definicéo:

“Desreguladores neuroenddcrinos sdo substéncias exégenas encontradas no
ambiente, capazes de agir como agonista/antagonistas ou alterando a sintese
e/ou metabolismo de neuropeptideos, neurotransmissores ou neurohormonios
com subsequentes alteracdes na fisiologia, no desenvolvimento, reproducédo e

comportamento sexual de organismos ou populagdes”.

Isso ocorre principalmente quando o organismo imaturo é exposto, pois
apresenta menor capacidade metabdlica e de eliminacao de substancias (Aziz
et al, 2001). Um dos mais graves problemas em se tratando de produtos
quimicos enddcrino-ativos, é que eles podem afetar fetos e recém-nascidos de
uma maneira mais pronunciada que o0s adultos, pois os tecidos destes
proliferam e se diferenciam de forma mais ativa e, assim, eles podem ser mais
sensiveis a essas substancias (Sawaki et al, 2003).Eles podem agir através de
uma ampla gama de mecanismos, incluindo processos de receptores
dependentes e independentes (Mdilleret al, 2012). Testes de triagem incluem
vias mediadas por receptor estrogénico (ER) como o0s ensaios in vitro de
ligacdo e transcricdo do ER, e os ensaios in vivo Uterotréfico e Hersberger,
bem como teste de 21 dias em peixes para avaliagcdo ambiental (Dang et al,
2011). Embora os testes in vitro sejam requeridos em estratégias de pré

screening, substancias com potencial efeito endécrino podem se apresentar

18



com resultado negativo, sendo, portanto, os testes in vivo recomendados por
refletir de forma mais consistente 0 metabolismo dos quimicos e seu complexo
mecanismo de interacdo com o sistema enddcrino (Kang et al, 2005). Os
horménios enddgenos séo ativos em doses extremamente baixas, na ordem de
picomolar. Em se tratando destas substancias, efeitos observados em baixas
doses podem diferir dos observados em altas doses, 0 que vem provocando
mudancas em conceitos toxicologicos até entdo bem estabelecidos
(Vandenberg et al, 2012). Futuros estudos precisam ser projetados para testar
cuidadosamente uma vasta gama de concentracbes, sendo essencial
determinar se baixas concentracdes de varios quimicos que podem induzir
desregulacdo endocrina (Olea et al, 2014). Recentes estudos laboratoriais
mostraram que alguns antidepressivos apresentam efeito em funcbes
fisiolégicas criticas em invertebrados como o crescimento ovariano e testicular
(Fong e Ford, 2014). Neste contexto, ha de se considerar que muitos farmacos
estdo sendo considerados contaminantes potenciais devido sua presenga nos
ecossistemas aquaticos, sendo necessario, portanto, avaliar seu risco
ecolégico em particular no que diz respeito a atividade hormonal (Fent et al,
2006). A presenca de substancias estrogénicas e ISRS na superficie e aguas
residuais e a bioconcentracdo de 17a estradiol e fluoxetina em tecidos de
peixes € uma preocupacao, sendo atribuidas as descargas de esgoto (Assis et
al, 2013). A funcao fisiologica de compostos estrogénicos é modular receptores
estrogénicos subtipos a e 3, agindo no nucleo da célula regulando a transcrigéo
de genes alvos especificos pela ligacdo e associacdo a sequéncias reguladas
do DNA (Paterni et al, 2014).Segundo Osterlund (2010), o horménio natural
17B-estradiol se liga igualmente em ambos o0s subtipos de receptores
estrogénicos (ERa e Er), porém o subtipo a € mais proeminente nas glandulas
mamarias e no Utero (Paterni et al, 2014). No decorrer da Ultima década, a
classe de drogas ISRS tem sido associada com disfuncfes sexuais, desordens
gastrointestinais, insdnia, dor de cabeca, anorexia, perda de peso, bem como
infertilidade principalmente em machos, isto porque a serotonina tem um
importante papel na espermatogénese e seu excesso pode levar a disfuncao
(Erdemir et al, 2014). Muller et al (2012), demonstraram através de testes in
Vivo e in vitro, uma acgéo estrogénica da fluoxetina, principal representante da

classe dos ISRS. Esses resultados indicam uma possivel interferéncia com o
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sistema enddcrino, e varias destas modificacbes estdo descritas como o0s
efeitos das substancias com agdo estrogénica ou anti-androgénica. Muitos
esforcos tem sido feito para desenvolver testes que detectem EDs (kang et al,
2000), e para a avaliacdo (triagem) de substancias desreguladoras enddcrinas
existem varios protocolos recomendados. A Agéncia de Protecdo Ambiental
(EPA) dos Estados Unidos preconiza que uma substancia s6 pode ser
considerada ED apds passar por varios testes e baseado nas recomendacdes
do EDSTAC (Endocrine Disruptor Screening and Testing Advisory Committee),
tem desenvolvido dois niveis de abordagens que avaliam de maneira
sequencial o potencial desregulador de um quimico. O primeiro nivel inclui
uma bateria de testes designados para identificar quimicos que interagem com
0s sistemas estrogénicos, androgénicos e tireoideanos, enquanto os testes do
segundo nivel sdo designados para determinar uma relacdo com a dose
(Clode, 2006). Na toxicologia regulatéria, assumia-se que as curvas dose
resposta teriam um carater monotonico, isto é, estabelecia relacdo linear entre
a dose e o efeito observado. Porém, complexas e multifasicas curvas tém sido
observadas e denominadas curvas dose resposta ndo monotdnicas, 0 que vem
promovendo mudanc¢as nos conceitos tradicionais e despertando para a
necessidade de modificacbes nos testes de toxicidade reprodutiva e de
desenvolvimento. Nestas, apenas a maior e a menor dose testada apresentam
significativa acdo desreguladora enddcrina (Vandenberg et al, 2012). Estes
estudos podem ajudar no estabelecimento de novos guidelines para a
exposicao aceitavel com minimos riscos para humanos e animais (Olea et al,
2014). Embora testes in vitro sejam capazes de identificar tais substancias, a
farmacodinamica e a farmacocinética do metabolismo enddcrino requer o uso
de testes in vivo para a completa avaliacdo (Clode, 2006). De acordo com a
EDSTAC (1998), os testes que caracterizam uma substancia como agonista ou
antagonista sdo: uterotrofico, Hershberger, cultivo de células MCF-7 e gene
reporter. A exposicado a muitos EDs especialmente durante o desenvolvimento
interfere com diferenciacdo sexual, maturacdo, comportamento e funcao
endocrina quando adultos. Futuras investigacdes sobre o mecanismo de acao
destas substéncias sdo necessarias para um melhor entendimento de como

eles alteram a neurofisiologia dos organismos (Olea et al, 2014).
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2.5 TESTE UTEROTROFICO

O teste uterotréfico € um ensaio in vivo de curta duracéo utilizado na triagem
de substancias com atividade estrogénica ou antiestrogénica, recomendado
pelo comité consultivo de teste e triagem de substancias desreguladoras
enddcrinas da Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (EDSTAC,
1998). Foi submetido a um extenso processo de validacdo que mostrou sua
relevancia e reprodutibilidade. O teste avalia a capacidade de um produto
quimico induzir atividades biolégicas consistentes com agonistas ou
antagonistas de estrogenos naturais, sendo a detec¢cdo de antagonistas menos
comum que a agonista (OECD, 2007). O crescimento uterino em ratas imaturas
é utilizado como indicador da acdo estrogénica de uma substancia enquanto o
blogueio do efeito uterotréfico do estradiol € utilizado como indicador de
antiestrogenicidade (Odum et al, 1997). O Gtero responde aos estrogenos de
duas maneiras: de inicio ocorre um aumento do peso devido a absorcdo de
dgua seguido de aumento de peso devido a crescimento tecidual.Tecidos
uterinos respondem com répido e vigoroso crescimento apos estimulagdo por
estrogenos, particularmente em ratos de laboratério onde o ciclo estral € de
aproximadamente quatro dias, assim tais espécies sdo amplamente utilizadas
em estudos toxicolOogicos para caracterizacao de risco. Desta forma, o Utero de
roedores é um 6rgédo alvo apropriado para triagem in vivo de substancias com
potencial efeito estrogénico. Agonistas e antagonistas estrogénicos agem se
ligando a receptores a e B e podem ativar ou inibir respectivamente a acao
transcripcional dos receptores. Existem dois métodos para realizacdo do teste
utiizando fémeas adultas ovarectomizadas e fémeas imaturas néo
ovarectomizadas. O método imaturo € um pouco menos especifico, mas
abrange um escopo maior de investigacdo porque pode responder a
substancias que interagem também com o0 eixo hipotalamico — ptuitario-
gonodal (HPG), uma vez que este encontra-se intacto. Se um produto quimico
estimula direta ou indiretamente o eixo HPG, puberdade e ovulacdo precoce
bem como aceleracdo da abertura vaginal podem ocorrer. Tais substancias ndo
podem induzir resposta uterotréfica em ratas ovarectomizadas pois seu eixo
HPG néo é funcional. A resposta uterotrofica ndo é inteiramente de origem

estrogénica, isto €, outros compostos (progesterona, testosterona e sintéticos
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de progestinas) podem levar a resposta de estimulacdo. O periodo do 17° ao
26° dia pos-natal € o periodo indicado para a realizagdo do teste, pois
representa o intervalo de tempo que o Utero ndo se encontra em crescimento
(Clode, 2006). Kang et al (2000), demonstrou em seu estudo uma maior
sensibilidade para o efeito uterotréfico em ratas imaturas em relacéo a ratas
ovarectomizadas, portanto este periodo se mostra como o preferencial nos

estudos de triagem.
3. JUSTIFICATIVA

Baseado em evidéncias que a fluoxetina apresenta atividade estrogénica
(Muller et al, 2012) e dada a grande prevaléncia do uso de drogas
antidepressivas inclusive durante a gestacdo, este trabalho teve por objetivo
avaliar a possivel acdo estrogénica de outras drogas antidepressivas também
utilizadas durante a gestacdo e que apresentam outros mecanismos de acao.
Foram avaliadas drogas da classe dos Inibidores Seletivos da Recaptacéo de
Serotonina (Paroxetina), Inibidores ndo seletivos (Venlafaxina) e antagonistas

de receptores a2 (Mirtazapina), utilizando o teste uterotréfico como modelo.
4. OBJETIVOS
4.1 GERAL

Avaliar a possivel acdo estrogénica de trés drogas antidepressivas amplamente

utilizadas na clinica, mirtazapina, paroxetina e venlafaxina.

4.2 ESPECIFICOS

- Avaliar o possivel aumento do peso uterino de ratas imaturas tratadas com

mirtazapina, paroxetina e venlafaxina, através do teste uterotréfico.
- Avaliar a altura do epitélio uterino através da analise morfométrica.

- Avaliar alteracdes morfoloégicas no tecido uterino através da andlise

histolégica.
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5. MATERIAIS E METODOS

5.1Animais

Para a realizacdo dos experimentos foram utlizadas ratas fémeas Wistar
desmamadas com 21 dias, provenientes do biotério central da Universidade
Federal do Parand (UFPR). Durante a experimentacdo os animais foram
mantidos em salas de manutencdo, com temperatura constante (22 + 2° C),
obedecendo a uma fase claro/escuro de 12 horas e recebendo agua e racao ad
libitum. Todos os experimentos foram conduzidos em acordo com as normas e
legislaces contidas pelo Comité de Etica em Pesquisa com Animais da UFPR,
sob protocolo CEUA 755.

5.2 Drogas

O 17a - etinilestradiol, foi obtido da Sigma Aldrich. O Cloridrato de Paroxetina e
a Venlafaxina foram obtidos da Salvena (Curitiba — PR), e a Mirtazapina da
Labore (Curitiba — PR).

5.2.1 Célculo das doses da Mirtazapina

A dose terapéutica da mirtazapina recomendada para humanos varia de 15 a
45 mg/dia.

e Primeira dose — Terapéutica para humanos
15mg-45mg = (15 + 45) / 2 = 30 mg/70kg = 0,40 mg/kg

e Segunda dose — Dose alométrica para ratos

A segunda dose foi calculada através de critérios alométricos a partir da dose

recomendada para seres humanos, conforme férmula apresentada a seguir:

Dose p/ modelo x Peso metabdlico do animal modelo
(PMAM)Peso metabolico do modelo (PMM)

Para proceder a conversdao de massa (kg) em peso metabdlico (kcal), elevou-
se a massa do animal a poténcia 0,75 (Nevill, 1994). Considerando o modelo
para seres humanos um homem de 70 kg e média de peso de um rato de 250

g, obtém-se o seguinte resultado:

30 x 0,25 %" =30 x 0,35 = 0,42 mg/250g peso animal = 1,7 mg/kg
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7007 24,9
e Terceiradose — Fator de seguranca da dose alométrica para ratos

A fim de se obter uma curva dose resposta, a terceira dose foi calculada
através da aplicacdo do fator de seguranca (vezes 10) a dose terapéutica para

ratos.

1,7 x10 = 17mg/kg

5.2.2 Célculo das doses da Paroxetina

De acordo com a bula do medicamento a dose terapéutica recomendada para

humanos varia de 20 a 50 mg/dia.

e Primeiradose
20 mg - 50 mg = (20 + 50) / 2 = 35 mg/70kg = 0,5 mg/kg
e Segundadose

35 x 0,25 %" = 35 x 0,35 = 0,5 mg/250g peso animal = 2 mg/kg

70%7 24,9
e Terceiradose
2,0 x10 = 20 mg/kg
5.2.3 Célculo das doses da Venlafaxina

A dose terapéutica da venlafaxina recomendada para humanos é de 75 — 225

mg/dia.
e Primeiradose
75-225mg = (75 + 225) /2 =150 mg/70kg =2,1mg/kg

e Segundadose
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150 x 0,25 %" = 150 x 0,35 = 2,10 mg/250g peso animal = 8,4 mg/kg

7097 24,9
e Terceiradose

8,4 x 10 = 84,0 mg/kg

5.2.4 17- a etinilestradiol

O 17-a etinilestradiol foi utilizado como controle positivo para estrogenicidade,
dissolvido em éleo de canola e administrado por gavage nas doses de 0.1, 0.3,
1.0, 3.0 € 10.0 pg/kg.

5.2.5 Agua destilada

A agua destilada utilizada como veiculo dos antidepressivos foi utilizada como
controle negativo para estrogenicidade, num volume equivalente a 5mL/kg

administrado por gavage.

5.3 Testes

5.3.1 Teste Uterotrofico — Estrogenicidade
5.3.1.1 Doses e vias de administracéo

Para a realizacéo do teste uterotrofico foram
formados diferentes grupos experimentais utilizando ratas Wistar imaturas (21
+ 1 dia pés-natal). Na investigacdo da possivel acdo estrogénica das drogas
pesquisadas os animais receberam do 22° ao 24° dia pos-natal os seguintes

tratamentos via gavage:

Grupos Dose/Veiculo
1. Controle Agua 5 mL/kg
destilada
2. 17 a Etinilestradiol 0,1 pg/kg (diluido em éleo de
canola)
3. 17 a Etinilestradiol 0,3 ug/kg (diluido em éleo de
canola)
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4. 17 a Etinilestradiol 1,0 pg/kg (diluido em Oleo de
canola)
5. 17 a Etinilestradiol 3,0 pg/kg (diluido em oleo de
canola)
6. 17 a Etinilestradiol 10,0 pg/kg (diluido em o6leo de
canola)
7. Paroxetina 0,5 mg/kg
8. Paroxetina 2,0 mg/kg
9. Paroxetina 20 mg/kg
10. Paroxetina + 17 «a 20 mg/kg + 1,0 pg/kg
Etinilestradiol
11. Venlafaxina 2,0 mg/kg
12. Venlafaxina 8,4mg/kg
13. Venlafaxina 84,0 mg/kg
14. Venlafaxina + 17 «a 84,0 mg/kg + 1,0 pg/kg
Etinilestradiol
15. Mirtazapina 0,40mg/kg
16. Mirtazapina 1,7mg/kg
17. Mirtazapina 17,0mg/kg
18. Mirtazapina + 17 «a 17,0mg/kg + 1,0 pg/kg
Etinilestradiol

Tabela 1: Doses e vias de administracéo

5.3.1.2 Eutanéasia

ApGs 24 horas do ultimo tratamento os animais tiveram aferidas suas massas
corporais e em seguida foram eutanasiados por decaptacdo apoOs saturacao

com Enflurano.
5.3.1.3 Retirada do utero

O utero foi retirado e seccionado logo abaixo da sua juncéo com a cérvix e na
juncdo dos cornos uterinos com os ovarios, dissecado cuidadosamente para
retirar o tecido conectivo adjacente. Em seguida o (tero foi pesado e
posteriormente perfurado com uma agulha, colocado entre duas folhas de
papel filtro para retirada do liquido retido e entdo pesado novamente. As
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massas absolutas dos uteros cheios e vazios foram aferidas em balanca
analitica Gehaka BG 440. As massas relativas dos Uteros foram determinadas
e registradas percentualmente em relacdo ao peso corporal do animal no dia
da eutanasia. Os mesmos foram fixados em formol absoluto para posterior

analise histologica e morfométrica.
5.3.2 Histologia

Apos a remocado e pesagem dos Uteros estes foram fixados em solucdo de
formalina tamponada 10% por 48 horas e apos fixacdo a solucao foi substituida
por etanol 70%. Os Uteros de cada animal foram seccionados em trés partes
sempre na mesma altura (corpo uterino, corno uterino direito e esquerdo)e
entdo submetidos ao processo de desidratacdo, impregnacao e diafanizacao
respectivamente. Foram confeccionadas tiras dos uteros de 10um de
espessura que foram coradas pelo método da Hematoxifilina e Eosina (HE)
para analise histolégica como procedimento padronizado. As partes utilizadas
permitiram a ampla observacdo das estruturas do endométrio (revestimento
luminal, submucosa, glandulas, estroma), miométrio e perimétrio de cada
regido. Os cortes histoldgicos avaliaram cada estrutura separadamente, sendo
que a histologia mostrou a morfologia das estruturas do Utero quanto a edema
endometrial, hiperplasia epitelial da mucosa ou das glandulas endometriais,
bem como hipertrofia, hiperplasia ou edema do endométrio. As tiras foram
analisadas histopatologicamente em suas mudancas no aspecto morfoldgico,

tendo como parametro estruturas histolégicas normais.
5.3.3 Morfometria

A altura do estroma do endométrio foi medida utilizando uma camara digital
(Moticam 2000 2,0 megapixel) acoplado a uma luz microscépio triocular
(objetiva de 10x). A morfometria realizada software de analise de dados
utilizados Motic e Pro Images -plus, versao 2.0. As amostras foram preparadas
e processadas no Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva-
Laboratério de Anatomia Patologico Animal- UNIPAR.
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6. ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram submetidos ao teste de normalidade (D’Agostino & Pearson) e
foram analisados por andlise de variancia (ANOVA - one way) e as diferencas
entre os grupos foram avaliadas pelo teste de Bonferroni. As diferencas foram
consideradas estatisticamente significativas a um nivel de probabilidade de 5%
(p <0,05).

7. RESULTADOS

7.1 Teste Uterotrofico

Inicialmente foi realizada uma curva dose — resposta ao estradiol, que mostrou
efeito estrogénico do mesmo a partir de 1,0ug/kg. Desta forma, foi definido que
para os demais grupos experimentais seria utilizada a menor dose do estradiol
que apresentou atividade uterotréfica. Os animais que receberam estradiol
(controle positivo para estrogenicidade) em diferentes doses mostraram um
significativo aumento no peso uterino comparado com o grupo veiculo agua
destilada (Fig.6)

Curva dose -resposta - Estradiol

0.20 7 .
Agua Destilada 5mL/kg

Estradiol 0,1pg/kg (10)
Estradiol 0,3pg/kg (10)
Estradiol 1,0pg/kg (11)
Estradiol 3,0pg/kg (10)
S Estradiol 10,0pg/kg (10)
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Fig. 6: Curva dose resposta ao Estradiol. Dados representam a média £+ EPM do peso
relativo dos Uteros vazios de ratas imaturas. *p<0.05 (ANOVA - Bonferroni),
comparada com veiculo (Agua destilada). Os niUmeros entre parénteses representam o
n utilizado.

O grupo tratado com Paroxetina ndao mostrou diferenca em relagdo ao grupo

controle no peso relativo do Utero. No entanto, quando administrado junto com
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estradiol, mostrou interacdo com relacdo ao efeito estrogénico do estradiol

iIsoladamente na dose de 1.0 pg/kg/dia (Fig. 7).

(Anti) Estrogenicidade da Paroxetina

0.25 A

[J Agua Destilada 5mL/kg

*
- a
0.20 R Estradiol 1,0pg/kg (11)

E3 Paroxetina 0,5 mg/kg (10)
0157 [ Paroxetina 2,0 mg/kg (10)

Paroxetina 20,0mg/kg (9)
0.10 4 Paroxetina 20,0mg/kg + Estradiol

AN N
%
0.05 A . —
0.00 T T T T —

1,0 pgl’kg (12)
Fig. 7: Dados representam a média + EPM do peso relativo dos Uteros vazios de ratas
imaturas. * p<0.05 (ANOVA - Bonferroni), comparado com veiculo (Agua destilada).
Onde, a= p<0.05 (ANOVA - Bonferroni), comparado com estradiol 1,0 pg/kg/dia. Os
nameros entre parénteses representam o n utilizado.

Peso relativo Gtero vazio (%)

A venlafaxina mostrou atividade estrogénica quando comparada com o controle
negativo nas doses de 8,4 e 84,0mg/kg. No entanto, quando administrada

concomitantemente com o estradiol ndo mostrou nenhuma interacao(Fig.8).
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(Anti) Estrogenicidade da Venlafaxina
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Agua Destilada 5mL/kg
Estradiol 1,0pg/kg (11)
Venlafaxina 2,1 mg/kg (10)
Venlafaxina 8,4 mg/kg (10)
Venlafaxina 84,0 mg/kg (10)

Venlafaxina 84,0 mg/kg + Estradiol
1,0pg/kg (12)

Fig. 8: Os dados representam a média + EPM do peso relativo dos Uteros vazios de
ratas imaturas. Onde * p< 0,05 (ANOVA — Bonferroni) comparado com veiculo (agua
destilada). Os numeros entre parénteses representam o n utilizado.

A mirtazapina por sua vez, mostrou atividade estrogénica nas doses de 0.4 e

17mg/kg. No entanto, quando administrada concomitantemente com o estradiol

nao mostrou interacdo (Fig.9).

(Anti) Estrogenicidade da Mirtazapina

0.10 7

[ Agua Destilada 5mL/kg
Estradiol 1,0pg/kg (11)

Mirtazapina 1,7 mg/kg (10)
Mirtazapina 17,0 mg/kg (11)
Mirtazapina 17,0 mg/kg + Estradiol
1,0ug/kg (11)

s =
~ i *
k= 0.08 T EJ wmirtazapina 0,4 mg/kg (9)
N
© 2 x o |
>
© 0.06 - . * d =
° I
S : T
o
2 0.044 = .
s
@ |
o -
> 0.02 .
[}
o
0.00 T T T T

Fig. 9: Os dados representam a média + EPM do peso relativo dos Gteros vazios de
ratas imaturas. Onde * p< 0,05 (ANOVA — Bonferroni) comparado com veiculo (Agua
destilada). Os numeros entre parénteses representam o n utilizado.
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7.2 Histologia

O grupo controle ndo mostrou alteracbes morfolégicas nos aspectos avaliados
tanto no endométrio, miométrio e perimétrio. O que pode ser observado foi 0
adelgacamento das estruturas do U(tero, aspecto atrofico, glandulas
endometriais em pequenas quantidades (fig.10A). No grupo estradiol 1,0 png/kg
(controle positivo) foram observadas mudancas estrogénicas caracteristicas,
tais como aumento em espessura do estrato basal, glandulas endometriais com
aumento de volume e tamanho, o epitélio cilindrico apresentando algumas
células em mitose e regibes de agregacdo destas células no interior da
glandula. Observou-se ainda edema periglandular discreto com espacamento
entre as células da lamina basal e proliferacdo discreta dos vasos (fig.10B).
Nos cortes histolégicos dos grupos tratados com mirtazapina 17mg/kg,
paroxetina 20mg/kg e venlafaxina 84mg/kg, foram observadas alteracbes do
tipo rarefacdo das células da submucosa com espacamento entre elas em
relacdo ao grupo controle, o que sugere a ocorréncia de processo edematoso
(fig. 10C,D,E, respectivamente). Alteracbes morfoldgicas do tipo metaplasia,
hiperplasia da submucosa espessamento das células no interior do Utero de
ratas tratados com mirtazapina 17mg/kg + estradiol 1,0 pg/kg, paroxetina 20

mg/kg + estradiol 1,0 ug/kg e venlafaxina 84 mg/kg + estradiol 1,0ug/kg, foram

encontrados (fig.10F,G,H, respectivamente).
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Fig.10. Cortes histolégicos dos tecidos uterinos (n=5).Espessuras de 100 um, corados
com hematoxilina e eosina (HE), com aumento de 20x. Figura A, grupo controle sem
alteracdes morfolégicas. Figura B, grupo estradiol controle positivo, apresentando
aumento em espessura do estrato basal, glandulas endometriais com aumento de
volume e tamanho, o epitélio cilindrico apresentando algumas células em
mitose.Figuras C,D e E cortes histolégicos dos grupos tratados com mirtazapina
17mg/kg, paroxetina 20mg/kg e venlafaxina 84mg/kg resectivamente, apresentando
alteracdes do tipo rarefacdo das células da submucosa com espacamento entre elas.
Figuras F,G e Hgrupos tratados com mirtazapina 17mg/kg + estradiol 1,0 ug/kg,
paroxetina 20 mg/kg + estradiol 1,0 pg/kg e venlafaxina 84 mg/kg + estradiol 1,0pg/kg
respectivamente, apresentando metaplasia, hiperplasia da submucosa espessamento
das células.
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7.3 Morfometria

Os dados da morfometria corroboraram com os achados do teste uterotrofico e
com a histologia. Em todos os grupos analisados, houve diferenca estatistica
significativa comparando os grupos tratados com o controle. Nos tecidos
uterinos tratados com mirtazapina 17,0mg/kg + estradiol 1,0pg/kg, observa-se
um aumento ainda mais pronunciado quando comparado com estradiol
1,0pg/kg isoladamente (fig.11). O mesmo pode ser observado nos grupos
tratados com paroxetina 20mg/kg + estradiol 1,0ug/kg (fig.12). Nos grupos
tratados com venlafaxina, as diferencas estatisticas também foram observadas,

porém sem a interacdo observada nas anteriores (fig.13).
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Fig. 11. Morfometria do corno uterino dos animais tratados com mirtazapina. As
colunas representam a média £+ SEM da altura do epitélio (um). ***p<0.01 (ANOVA —
Bonferroni) comparado com o veiculo (dgua destilada).
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Fig.12. Morfometria do corpo uterino dos animais tratados com paroxetina. As colunas
representam a média + SEM da altura do epitélio (um). **p<0.01 (ANOVA -
Bonferroni) comparado com o veiculo (dgua destilada).
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Fig. 13. Morfometria do corpo uterino dos animais tratados com venlafaxina. As
colunas representam a média + SEM da altura do epitélio (um). ***p<0.01 (ANOVA —
Bonferroni) comparado com o veiculo (dgua destilada).

8. DISCUSSAO

O teste uterotrofico in vivo € um ensaio de curta duragdo considerado padréo
para a deteccdo  desubstancias capazesde  mediaros  efeitos
estrogénicos(OECD, 2007). Ele empregaum modelo de animais nos quais o
eixo hipotalamico-pituitario-ovariano néo € funcional, utilizando fémeas adultas
jovens apds ovariectomia ou fémeas imaturas ap6s o desmame e antes da
puberdade (EPA, 2011). Kang et al (2000), no entanto, demonstraram que
ratas imaturas sao melhores modelos experimentais que ratas
ovariectomizadas para a deteccdo de desreguladores enddcrinos. Muitas
substancias utilizadas mundialmente, como medicamentos, pesticidas e
contaminantes ambientais, estdo em fase de triagem para deteccéo de possivel
atividade estrogénica. O teste uterotréfico em ratas imaturas € indicado por
agéncias reguladoras. Neste trabalho, os resultados do teste uterotréfico
revelaram um possivel efeito estrogénico das trés substancias testadas. A
paroxetina quando administrada com o estradiol mostrou uma interacao
farmacoldgica, indicando que ela pode potencializar o efeito do hormonio
enddgeno circulante. O objetivo de testar as drogas em associagdo com 0O
estradiol de principio era avaliar um possivel efeito antiestrogénico de tais

drogas, porém curiosamente a paroxetina apresentou comportamento distinto
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do propdsito investigado. Muller et al (2012); demonstraram efeito aditivo da
fluoxetina quando exposta simultaneamente ao 17 estradiol no teste do gene
reporter. Segundo a EDSTAC (1998), a possibilidade de ocorrer efeitos aditivos
ou sinérgicos de substancias quimicas que atuam como desreguladores
endocrinos é de grande preocupacdo quando se trata de misturas de
compostos. A venlafaxina e a mirtazapina mostraram efeito estrogénico quando
administradas isoladamente, porém ndo apresentaram nenhuma interacdo com
o estradiol bem como ndo demonstraram efeito antiestrogénico, no teste
uterotréfico. No entanto, dados da morfometria mostraram que a mirtazapina
também apresentou intera¢do na presenca do estradiol.Estes achados indicam
que se estas drogas tem o potencial de mimetizar horménios femininos e
também existe a possibilidade de interferir em outros processos reprodutivos.
Devido aos seus efeitos no sistema serotoninérgico central, os ISRSs podem
afetar multiplas vias neuroenddcrinas e circuitos comportamentais. Efeitos no
sistema hormonal em diferentes espécies provocados pela fluoxetina e outros
ISRSs s&o descritos na literatura (Weintrob et al, 2002). Em particular, a
fluoxetina atua como um importante exemplo de desregulador neuroendocrino.
A andlise histolégica de gbnadas de peixes expostos a baixas doses de
fluoxetina mostraram claramente uma significativa reducdo no numero de
oocitos e reducdo na densidade do esperma nos tubulos seminiferos, bem
como um aumento no estradiol sérico (Lazzara et al, 2012). Este estudo sugere
a possibilidade da fluoxetina induzir a desova em baixas concentragdes (20-
200ng/L) o que tem um impacto negativo na reproducdo de peixes, uma vez
que a fertilizacdo desta espécie é externa e consequentemente a desova deve
ser altamente sincronizada devido a curta viabilidade dos gametas na
agua.Assis et al (2013) mostraram que em machos expostos a fluoxetina
presente na agua houve interrupcdo da liberacdo de esperma, reducdo dos
niveis sanguineos de testosterona e aumento significativamente dos niveis de
estradiol. No mesmo estudo foi demonstrado o aumento no niamero da proteina
vitelogenina no plasma de peixes expostos, o que também suporta a hipotese
que a fluoxetina possui a habilidade de agir sobre o sistema enddcrino e,
portanto exercer significante atividade de desregulador enddcrino. Em adicdo a
fluoxetina, numerosos outros antidepressivos tais como: venlafaxina,

bupropiona, sertralina, citalopram, paroxetina eseus metabdlitos, tém sido
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detectados na &agua e podem se bioconcentrar em peixes expostos,
provocando efeitos similares (Olea et al, 2014). Estudos com outros
antidepressivos como a fluvoxamina (ISRS), também mostraram inducdo da
desova em peixes (Fong and Ford, 2014). Efeitosem outras espécies animais
também foram observados. Muller et al (2012) demostraram a atividade
estrogénica da fluoxetina in vivo em ratas (teste uterotréfico) e in vitro (gene
reporter), indicando que drogas desta classe podem interferir com processos
reprodutivos. Alguns estudos fazem uma relacao entre infertilidade masculina e
0 uso de antidepressivos. Erdemir et al (2014) demonstraram que a
espermatogénese foi afetada em ratos tratados com sertralina, paroxetina,
fluoxetina e citalopram. Ha alguns estudos na literatura que sugerem acao
hormonal do metilfenidato, atrasando abertura do canal vaginal e alterando o
ciclo estral em ratas, o que indica alteracdo na maturacéo e funcionamento do
eixo reprodutivo (Montagnini et al, 2013). Da mesma forma em humanos foram
observados efeitos semelhantes. Homens tratados com ISRSs foram avaliados
quanto ao perfil endocrino e mostraram reducdo nos niveis séricos de
testosterona e elevacao nos niveis de prolactina (Safarinejad, 2008).Montejo et
al (2001) afirmam que os antidepressivos ISRS diminuem a libido em mulheres
e homens. Mulheres com amenorreia em consequéncia da sindrome de
Prader-willi, apresentaram sangramento do tipo menstruacao seis meses apos
tratamento com fluoxetina, fato que indica que o sistema hipotalamo — pituitaria
— ovario pode ter sido afetado (Warnock et al, 1995). Apesar do recente
aumento no uso de antidepressivos inibidores a,e INSRS, existem poucos
estudos na literatura que investigam o possivel efeito estrogénico destas
drogas (Leon-Olea et al, 2014).Neste trabalho, os resultados encontrados no
teste uterotréfico indicam uma possivel acao estrogénica das drogas testadas,
uma vez que houve aumento consideravel no peso uterino dos animais
tratados isoladamente ou em associacdo com o estradiol. A analise histologica
dos tecidos uterinos mostrou resultados que corroboram com os encontrados
no teste uterotréfico. A histologia € uma analise importante, uma vez que o
tecido uterino responde a estimulacdo estrogénica com rapido e vigoroso
crescimento devido a fatores como a absorcdo de agua e o crescimento
tecidual.O estradiol é conhecido por induzir aumento na altura do epitélio

glandular e luminal, bem como estimular a proliferacdo celular do epitélio
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uterino. O Utero responde ao estradiol pelo aumento na divisdo celular como
parte do crescimento uterino, sendo que o0 pico mitético ocorre
aproximadamente 24 horas apés a administracdo do estradiol. A resposta
mitética € maior no epitélio uterino, seguido pelo estroma e miométrio (EPA,
2011). O utero de roedores € um 6rgao alvo apropriado para triagem in vivo de
agonistas e antagonistas estrogénicos, pois neste modelo o ciclo estral é de
aproximadamente quatro dias. Kang et al (2000) sugerem que mudancas na
histologia sdo um sensivel indicador para acado de desreguladores endocrinos.
Dados histologicos do grupo tratado com estradiol mostraram alteracfes
condizentes com o tratamento, isto €, respostas tipicas como o aumento do
volume e tamanho das glandulas, epitélio cilindrico em mitose e proliferacéo de
vasos sanguineos. Efeitos estrogénicos semelhantes, hiperplasia epitelial e
glandular, metaplasia escamosa em Utero de ratas apos trés dias de tratamento
com benzoato de estradiol foram encontrados por Ferre et al (2013). Em todos
0S grupos tratados com as drogas testadas foram observadas alteracdes do
tipo rarefacdo das células da submucosa do endométrio, caracteristica
observada em processos edematosos, 0s quais corroboram com os achados
no teste uterotrofico. Nos grupos tratados com paroxetina e venlafaxina +
estradiol, alteracdes morfologicas tipo metaplasia, hiperplasia e rarefacdo das
células da submucosa foram encontradas diferentemente daquelas
encontradas no grupo estradiol isoladamente. A funcdo fisiolégica dos
compostos estrogénicos e modular amplamente os receptores estrogénicos
subtipos alfa (ERa) e beta (ERB). Estas proteinas tém ag¢ao no nucleo da célula
regulando a transcricdo de genes especificos pela ligacdo a sequéncias
reguladas do DNA. O subtipo alfa € mais proeminente nas glandulas mamarias
e no Utero (Paterni et al, 2014). Em adicdo a aumentada divisdo celular, a
morfologia das células do Utero é transformada em resposta ao estradiol ou
substancias que o mimetizem. Estas alteracdes morfolégicas incluem aumento
na altura das células epiteliais, do epitélio glandular, espessura do estroma e
diferenciacdo do epitélio luminal para forma colunar (EPA, 2011). Para
confirmar as mudancas morfoldgicas tipicas do efeito uterotréfico, tambéem
observados na histologia foi realizado a analise morfométrica, a qual mostrou
resultados quantitativos que corroboram aos encontrados anteriores. Nesta

analise, observou-se aumento consideravel na altura do epitélio endometrial
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em todos os grupos tratados com as drogas investigadas.Em particular, nos
grupos da mirtazapina e paroxetina + estradiol parece ter havido uma interacéo
guando comparado com os efeitos do estradiol isoladamente. A combinagéo da
aplicacdo destes parametros atua como ferramenta adicional para testar o
amplo espectro de substancias ativas como desreguladores endocrinos
(Nishino et al, 2005).0s resultados mostram que as substancias testadas neste
experimento apresentam possiveis efeitos estrogénicos. Porém, é importante
notar que a resposta uterotrofica ndo € inteiramente de origem estrogénica, isto
€, ha evidéncias que altas doses de substancias sem atividade estrogénica
(progesterona e testosterona), podem simular uma resposta estrogénica
(Clode, 2006). Estes achados séo relevantes no sentido de que cada vez mais
estamos expostos a substancias com potencial efeito de desreguladores
endocrinos. Porém, ha de se considerar que diversos mecanismos de acao
estdo envolvidos nestes efeitos, incluindo a interferéncia de outros hormoénios.A
questdo da desregulacdo enddcrina continua a ser de interesse para 6rgaos
reguladores e cientistas. Muitos esforcos estdo sendo feitos para desenvolver
ensaios para detectar produtos quimicos desreguladores enddcrinos, incluindo
teste in vivo e in vitro. De certa forma, o ideal para deteccéo de tais substancias
seria uma combinacdo de ambos o0s testes, considerando que existem
diferencas entre eles. Por exemplo, ensaio in vitro sdo mais adequados para a
deteccdo de efeitos classicos mediados por receptores. No entanto, ndo sao
capazes de fornecer resultados confiaveis devido a diferencas nas capacidades
metabolicas, aspectos farmacocinéticos e farmacodindmicos ausentes nestes
modelos (Baker, 2001). Por outro lado, os ensaios in vivo podem ser afetados
por outros mecanismos endocrinos que nao estejam diretamente relacionadas
com os mecanismos mediados por receptores, (EDSTAC, 1998). Assim, fica
evidente que uma combinacéo de testes in vivo e in vitro é essencial para uma
avaliacdo abrangente do potencial efeito desregulador endécrino de uma

substancia ou mistura delas.
9. CONCLUSAO

Substancias que possuem potencial para desencadear efeitos similares aos
produzidos por atividade de hormonios endocrinos podem interferir com
diversos processos fisiolégicos, incluindo o0s processos reprodutivos e
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comportamentais. Assim, € de fundamental importancia conhecer o perfil
enddcrino destas drogas, a fim de correlacionar as possiveis alteragdes no

desenvolvimento ou comportamento que a prole pode expressar.

10. REFERENCIAS

American Psychiatric Association (APA).Practice guideline for the treatment
of patients with major depressive disorder. 3rd ed. Washington DC:
American Psychiatric Association; 2010.
http://www.psychiatryonline.com/pracGuide/pracGuideTopic7.aspx  accessed
21.08.13

Araujo DMR, Vilarim MM, Sabroza AR et al. Depressdo no periodo gestacional
e baixo peso ao nascer: uma revisdo sistematica da literatura. Caderno de
Saude Publica: 26(2); 219- 227, 2010

Assis HCS, Simmons DBD, Zamora JM et al. Estrogen-like effects in male
Goldfish co-exposed to fluoxetine and 17 alpha-ethinylestradiol. Environmental
Science & Technology: 47; 5372-5382, 2013

Aziz MH, Agrawal AK, Adhami VM et al. Neurodevelopmental consequences of
gestational exposure (GD14+GD20) to low dose deltamethrin in rats.
Neuroscience Letters: 300; 161-165, 2001

Baker VA. Endocrine disrupters — testing strategies to assess human
hazard.Toxicology in Vitro:15, 413 — 419, 2001

Bellaire SB, Behrle JA, Parker VD et al. An open-label, single —dose, parallel-
group study of the effects of chronic hepatic impairment on the safety and

pharmacokinetics of desvenlafaxine.Clinical Therapeutics:35; 782-794, 2013

Binder EB, Kinzel HE, Nickel T et al. HPA-axis at in-patient admission is
associated with antidepressant therapy outcome in male but not in female

depressed patients. Psychoneuroendocrinology:34; 99-109, 2009

39


http://www.psychiatryonline.com/pracGuide/pracGuideTopic

Briguenti ACC e Bonato PS. Analise simultanea da mirtazapina e N-
desmetilmirtazapina em plasma empregando a cromatografia liquida de alta
eficiéncia.Revista Brasileira de Ciéncias Farmacéuticas: 41; 429-435, 2005

Buist A. Mental health in pregnancy: the sleeping giant.Australasian
Psychiatry: 10; 203-206, 2002

Camacho RS, Cantinelli FS, Ribeiro CS, et al. Transtornos psiquiatricos na
gestacdo e no puerpério: classificacdo, diagnéstico e tratamento.Rev. Psiq.
Clin: 33; 92-102, 2006

Cantilino A. Traducdo para o portugués e estudo de validagcdo da Postpartum
Depression Scale na Populacdo Brasileira [Dissertacdo de Mestrado]. Recife:
Universidade Federal de Pernambuco, 2003

Clode SA. Assessment of in vivo assays for endocrine disruption.Best Pra tice
& Research Clinical Endocrinology & Metabolism:20; 35-43, 2006

Dang Z, Li K, Yin H et al. Endpoint sensitivity in fish endocrine disruption

assays: Regulatory implications. Toxicology Letters:202; 36-46, 2011

Deecher DC, Beyer CE, Johnston G, et al. Desvenlafaxine Succinate: A New
Serotonin and Norepinephrine Reuptake Inhibitor. The journal of

pharmacology and experimental therapeutics: 318; 657-665, 2006

Delbressine LP, Moonen ME, Kaspersen FM et al. Pharmacokinetics and
biotransformation of mirtazapine in human volunteers. Clinical Drug
Investigation:15; 45-55,1998

Endocrine Disruptor Screening and Testing Advisory Committee (EDSTAC).
EPA/743/R-98/003: Final Report. Washington, 1998.Endocrine Disruptor
Screening and Testing Advisory CommitteeEPA/743/R-98/003: Final Report.
Washington, 2011 http://whglibdoc.who.int/publications/2009/9789241563567
enq.pdf; accessed September 04, 2013

40


http://whqlibdoc.who.int/publications/2009/9789241563567%20enq.pdf
http://whqlibdoc.who.int/publications/2009/9789241563567%20enq.pdf

Erdemir F, Atilgan D, Firat F et al. The effect of sertraline, paroxetine, fluoxetine
and escitalopram on testicular tissue and oxidative stress parameters in

rats.International Bras Journal of Urology: 40; 100-108, 2014

Eurofarma. Pondera® Bula do medicamento. Sdo Paulo, IN: Eurofarma
Laboratorios LTDA

Fent K, Escher C e Caminada D. Estrogenic activity of pharmaceuticals and
mixtures in a yeast reporter gene system. Reproductive Toxicology: 22; 175-
185, 2006

Ferre C, Belluco S, Tinwell H et al. Comparison of early morphological and
molecular changes induced by 17-alpha- methyltestosterona and estradiol
benzoate in the rat ovary. Experimental and Toxicologic Pathology: 65; 397-
407, 2013

Fong PP e Ford AT. The biological effects of antidepressants on the molluscs
and crustaceans: a review. Aquatic Toxicology:151; 4-13, 2014

Hackley B. Antidepressant Medication: use in preghancy. The American
College of Nurse-Midwives: 55, 2010

Hardman JG, Limbird LE, Gilman AG. Goodman & Gilman's The
Pharmacological Basis of Therapeutics. 10th ed. New York: McGraw-Hill,
2001

Hayes RM, Wu P, Shelton RC et al. Maternal antidepressant use and adverse
outcomes: a cohort study of 228,876 pregnancies. American Journal of
obstetrics & Gynecology: 49; 207, 2012

Huybrechts KF, Palmsten K, Mogun H et al. National trends in antidepressant
medication treatment among publicly insured pregnant women.General
Hospital Psychiatry: 35; 265-271, 2013

Ibanez G, Charles M A, Forhan Aet al. Depression and anxiety in women during
pregnancy and neonatal outcome: Data from the EDEN mother—child cohort.
Early Human Development: 88; 643—-649, 2012

41



Ings JS, George N, Peter MCS et al. Venlafaxine and atenolol disrupt
epinephrine-stimulated glucose production in rainbow trout hepatocytes.
Aquatic Toxicology:106-107; 48-55, 2012

Janu JL e Rackova RS.Mirtazapine use during pregnhancy — a reporte of 8

cases.European Neuropsychopharmacology: 16, 2006

Jung JY, Kang J, Won E et al. Impact of lingual gyrus volume on antidepressant
response and neurocognitive functions in Major Depressive Disorder: a voxel-
based morphometry study. Journal of Affective Disorders:169; 179-187, 2014

Juruena MF, Cleare AJ e Pariante CM. O eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal, a
funcdo dos receptores de glicocorticdides e sua importancia na depressao.
Revista Brasileira de Psiquiatria: 26; 189-201, 2004

Kang KS. Immature uterotrophic assay is more sensitive than ovariectomized
uterotrophic assay for the detection of estrogenicity of p-nonylphenol in

Sprange-Dawley rats. Toxicology Letters:118;109-115, 2000

Kang HG, Jeong SH, Cho JH et al, Evaluation of estrogenic and androgenic
activity of butylated hydroxyanisole in immature female and castrated
rats.Toxicology: 213;147-156, 2005

Koren GMD e Nordeng H. Antidepressant use during pregnancy: the benefit-

risk ratio. American Journal of Obstetrics & Gynecology, 2012

Lafer B e Filho HPV.Genética e fisiopatologia dos transtornos depressivos.

Revista Brasileira de Psiquiatria: 21,1999

Lazzara, R, Blasquez, M, Porte, C, et al. Low environmental levels of fluoxetine
induce spawning and changes in endogenous estradiol levels in the zebra
mussel Dreissena polymorpha. Aquatic Toxicology: 106— 107, 123- 130,
2012

Ledn- Olea M, Martyniuk CJ, Orlando EF, et al. Current concepts in
neuroendocrine disruption.General and Comparative Endocrinology: 203,
158-173,2014

42



Manual diagnostico Estatistico de Transtornos Mentais (DSM-IV-TR). Porto
Alegre: Artes Médicas. 4 ed. rev: 2002

Marcus SM, Flynn HA, Blow FC et al. Depressive symptoms among pregnancy

women screened in obstetrics settings. J. Womens Health: 12; 373-380, 2003

Mireya NV, Jay H. Chyung e Timothy JT.Farmacologia da Neurotransmissao
Serotoninérgica e Adrenérgica Central.2005

Montagnini BG, Bortolan S, Santos BD et al. Evaluation of Escitalopram,
Sertraline and Methylphenidate in the Immature Rat Uterotrophic Assay.

International Journal of Toxicology. 1-5, 2013

Montejo AL, Llorca G, Izquierdo JA et al. Incidence of Sexual Dysfunction
Associated With Antidepressant Agents: A Prospective Multicenter study of
1022 Outpatients. J Clin Psychiatry: 62, 2001

Moraes I, Pinheiro RT, Silva RA et al. Prevalence of postpartum depression and
associated factors. Rev. Saude Publica: 40; 65-70, 2006

Moreno RA, Moreno DH, Soares MBM. Psicofarmacologia de antidepressivos.
Rev Bras Psiquiatria: 21; 24-40,1999

Miuller JC, Imazaki PH, Boareto AC, et al. In vivo and in vitro estrogenic activity

of the antidepressant fluoxetine. Reproductive Toxicology: 34; 80— 85, 2012

Nemeroff CB. The corticotropin-releasing factor (CRF hypothesis of depression:

new findings and new directions. Mol Psychiatry: 94;336,1996

Nevil AM. The need to scale for differencesin body size and
mass:anexplanationof Kleiber's 0.75 mass exponent. Journal of Applied
Physiology:77; 2870-3, 1994

Ninan PT, Shelton RC, Bao W, et al. BNDF, interleukin-6, and salivary cortisol
levels in depressed patients treated with desvenlafaxine. Progress in Neuro-

Psychopharmacology & Biological Psychiatry: 48;86-91, 2014

Nishino T, Wedel T, Schmitt O, et al, The xenoestrogen bisphenol A in the

Hershberger assay: Androgen receptor regulation and morphometrical reactions

43



indicate no major effects. Steroid Biochemistry & Molecular Biology:98,155-
163, 2005

Odum J, Lefevre PA, Tittensor S et al. The rodent uterotrophic assay: Critical
protocol features, studies with phenols, and comparison with a yeast
estrogenicity assay. Regulatory Toxicology and Pharmacology: 25;176-188,
1997

Olea ML, Martyniuk CJ, Orlando EF et al. Current concepts in neuroendocrine

disruption.General and Comparative Endocrinology: 203;158-173, 2014

Oliveira JF, Ponte B, Barbosa APM, et al.Fluoxetine exposure during pregnancy
and lactation: effects on acute stress response and behavior in the novelty-
supressed feeding are age and gender-dependent in rats. Behavioural Brain
Research, 2013

Organization for Economic Co-operation and Development. Workshop report on
OECD countries activities regarding testing, assessment and management of
endocrine disrupters, Appendices 1-10, Part Il. Paris: Organisation for
Economic Co-operation and Development; 2007. http://www.
oecd.org/dataoecd/26/22/44431552.pdf; (ccessed 20.06.13)

Osborne LM e Monk C. Perinatal depression: The fourth inflammatory
morbidity of pregnancy? Theory and literature review.

Psychoneuroendocrinology, 2013

Osterlund MK. Underlying mechanisms mediating the antidepressant effects of
estrogens.Biochimica et Biophysica Acta:1800;1136-1144, 2010

Oyebode F, Rastogi A, Berrisford G et al. Psychotropics in pregnancy: Safety
and other considerations. Pharmacology & Therapeutics: 135; 71-77, 2012

Paulus W, Schloemp S e Stoz F.Risk of congenital malformations after maternal
treatment with paroxetine in early pregnancy. Reproductive Toxicology: 30;
233-248, 2010

44


http://www/

Paterni I, Granchi C, Katzenellenbogen JA et al. Estrogen alpha (ERa) and beta
(ERB): Subtype-selective ligands and clinical potential. Steroids: 90;13-29,
2014

Pawluski JL, Rayen I, Niessen NA et al. Developmental fluoxetine exposure
differentially alters central and peripheral measures of the HPA system in

adolescent male and female offspring. Neuroscience: 220; 131-141, 2012

Rayen |, Steinbusch HWM, Charlier TD, et al. Developmental fluoxetine
exposure and prenatal stress alter sexual differentiation of the brain and

reproductive behavior in male rat offspring. Psychoneuroendocrinology, 2013

Rouini MR, Lavasani H, Sheikholeslami B et al. Pharmacokinetics of
mirtazapine and its main metabolites after single oral administration in

fasting/fed horses. Journal of Equine Veterinary Science:33; 410-414, 2013

Safarinejad, Mohammad Reza. Evaluation of Endocrine Profile and
Hypothalamic-Pituitary-Testis Axisin Selective Serotonin Reuptake Inhibitor-
Induced Male Sexual Dysfunction.Journal of Clinical
Psychopharmacology:28,418-423, 2008

Sawaki M, Noda S, Muroi T et al. Evaluation of an in utero through lactational
exposure protocol for detection of estrogenic effects of ethinyl estradiol on the

offspring of rats: preliminary trial. Reproductive Toxicology:17; 335-343, 2003

Scharnholz B, Hamann BW, Lederbogen F et al. Antidepressant treatment with
mirtazapine, but not venlafaxine, lowers cortisol concentrations in saliva: A

randomised open trial. Psychiatry Research: 177; 109-113, 2010
Soares PJR. Paroxetina.Psychiatry on line Brasil:11; 2006

Suzuki Y, Itoh H, Abe T et al. Mirtazapine suppresses the increases in plasma
levels of adrenocorticotropic hormone and neuropeptide Y under continual
stress exposure. Biomedicine & Aging Pathology:2; 1-5, 2013

United States Environmental Protection Agency . EPA/630/R-96/012: Special
Report on Environmental Endocrine Disruption: An Effects Assessment and
Analysis. Washington, DC 1997

45



Vandenberg LN, Colborn T, Hayes TB, et al. Hormones and Endocrine-
Disrupting  Chemicals:Low-Dose  Effects and Nonmonotonic  Dose
Responses.Endocrine Reviews: 33; 2012

Veras AB. Depression in woman. Instituto de Psiquiatria da Universidade
Federal do Rio de Janeiro (IPUB-UFRJ),154 a 163, 2008

Verdu ES, Fraile JS, Larrea VP et al.Evoluciébn de la utilizacion de
antidepresivos, ansioliticos e hipnoticos em la Comunitat Valenciana.Periodo
2000-2010. Atencidén Primaria: 46(8); 416-425, 2014

Verster JC, Van de Loo AJAE e Roth T. Mirtazapine as positive control drug in
studies examining the effects of antidepressants on driving ability. European
journal of Pharmacology: 2014; http://dx.doi.org/10.1016/j.ejphar.2014.10.032

Vieira ML, Hamada RY, Gonzaga NI et al. Could maternal exposure to the
antidepressants fluoxetine and St. John’s Wort induce long-term reproductive

effects on male rats? Reproductive Toxicology: 35;102 — 107, 2013

Warnock Jk, Clayton AH, Shaw HA, et al. Onset of menses in two adult patients
with Prader-Willi syndrome treated with fluoxetine. Psychopharmacol Bull:
31(2), 239-42, 1995

Waye A e Trudeau VL. Neuroendocrine Disruption: More Than Hormones are
Upset. Journal of Toxicology and Environmental Health, Part B: Critical
Reviews:14; 270-291, 2011

Weintrob N, Cohen D, Klipper-Aurbach, et al. Decreased growth during therapy
with selective serotonin reuptake inhibitors. Arch. Pediatr. Adolesc. Med: 156,
696-701, 2002

Willner P, Krugerb JS e Belzungc C. The neurobiology of depression and

antidepressant action.Neuroscience and Biobehavioral Reviews,2012

Wilson CA, Davies DC.The control of sexual differentiation of the reproductive
system and brain.Reproduction:133; 331-359, 2007

46


http://dx.doi.org/10.1016/j.ejphar.2014.10.032

Winterfeld U, Buclin T, Klinger G et al. Pregnancy outcome following maternal
exposure to mirtazapine: Preliminary results of a collaborative entis study.
Clinical Therapeutics: 35; 8,2013

World Health Organization. Mental health aspects of women’s reproductive
health: a global review of the literature. Geneva: World Health Organization,

Departament of Reproductive Health and research; 2009

Wyeth. Pristig® bula do medicamento. Itapevi, IN: Wyeth Pharmaceuticals

Company, 2008

Yaris F, Kadioglu M, Kesim M et al. Newer antidepressants in pregnancy:
prospective outcome of a case series. Reproductive Toxicology: 19; 235-238,
2004

47





