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Resumo

Atualmente, os inibidores da recaptagdo seletiva da serotonina (ISRS) sdo os antidepressivos
mais freqiilentemente prescritos para o tratamento da depressdo, sendo o principal efeito
colateral em adultos relacionado as disfung¢des sexuais. Distlirbios depressivos sdo comuns
tanto durante o periodo pré-natal quanto nos meses iniciais apds o nascimento ¢ a fluoxetina é
largamente utilizado no tratamento da depressdo neste periodo. Até o presente momento,
nenhum estudo mais pormenorizado sobre a intervencdo farmacoldgica do sistema
serotoninérgico durante o periodo critico do desenvolvimento testicular em ratos neonatos e
os seus reflexos no processo espermatogénico em ratos maturos sexualmente foi realizado.
Neste trabalho foram realizados 3 experimentos utilizando cloridrato de fluoxetina. No
primeiro experimento foi observado o efeito da administragdo direta da fluoxetina durante o
periodo poés-natal do desenvolvimento testicular de ratos Wistar porém, com avalia¢cdo aos
150 dias de idade. Neste trabalho se observou reducdo o peso testicular bruto e liquido,
volume de tdbulos e epitélio seminiferos. O didmetro tubular foi reduzido nos animais
tratados com 20mg/Kg o que gerou aumento no comprimento total de tdbulos seminiferos
neste grupo. Nao foram observadas alteracdes morfométricas na populacdo de células de
Sertoli, produgdo espermadtica didria e efici€éncia do processo espermatogénico. No segundo
experimento foram estudados os efeitos da transferéncia de fluoxetina transplacentéria e pelo
leite materno sobre o desenvolvimento testicular de ratos Wistar pré-buberes. Neste
experimento se observou alteracdes no desenvolvimento ponderal de peso corporal, em
parametros volumétricos testiculares e comprimento total de tibulos seminiferos em dosagens
mais elevadas de fluoxetina. Notou-se tendéncia de redug¢do da populacao total de células de
Sertoli por testiculo e atraso no aparecimento do lume tubular nos animais expostos a maior
dose. No terceiro experimento se utilizou o mesmo protocolo do segundo experimento, porém
as andlises foram realizadas em animais maturos sexualmente. De acordo com os resultados
observados o contato fetal e neonatal com fluoxetina, no periodo critico de proliferacao das
células de Sertoli influenciou no desenvolvimento somadtico dos animais e ocasionou
alteracdes em parametros testiculares, tais como o peso de epididimo e glandula seminal,
volumetria do epitélio seminifero, volumetria total das células de Leydig, comprimento total
dos tibulos seminiferos € uma tendéncia de reducdo na producdo espermética por testiculo.
Ainda que a fluoxetina tenha interferido na volumetria das células de Leydig, ndo se constatou
alterac@o nos niveis plasmaéticos de testosterona e da espermatogénese. A maior parte das
alteracoes estd relacionada ao grupo tratado com a maior dosagem do antidepressivo,
20mg/Kg, inferindo que nessa dosagem a fluoxetina pode, de fato, causar alteracdes no
desenvolvimento somaético e do aparelho reprodutivo.

Palavras-chave: Rato, Testiculo, Células de Sertoli, Fluoxetina



Abstract

Currently, selective serotonin reuptake inhibitors (SSRIs) are the most frequently prescribed
antidepressants for the treatment of depression and major side effects in adults related to
sexual dysfunction. Depressive disorders are common both during the prenatal period and
early months after birth and fluoxetine is widely used to treat depression in this period. Until
the present moment, no further study on the pharmacological intervention in the serotonin
system during the critical period for testicular development in neonatal rats and the effects on
the spermatogenic process in sexually mature rats was performed. We carried out 3
experiments using fluoxetine hydrochloride. In the first experiment observed the effect of
direct administration of fluoxetine during postnatal testicular development in rats, but with
assessment at 150 days of age. In this paper, we observed reduction in testicular weight gross
and net volume of tubules and seminiferous epithelium. The tubular diameter was reduced in
animals treated with 20 mg/Kg which caused an increase in total length of seminiferous
tubules in this group. There were no histological changes in the population of Sertoli cells,
daily sperm production and efficiency of the spermatogenic process. The second experiment
studied the effects of transplacental transfer of fluoxetine and breast milk on the testicular
development of prepubertal rats. In this experiment, were observed changes in the body
weight development, in the testicular volumetric parameters and total length of seminiferous
tubules, mainly in higher doses of fluoxetine. There was a trend of reduction of Sertoli cells
population and delay in the appearance tubular lumen in animals exposed to higher dose. In
the third experiment was used the same protocol of the second experiment, but the testis were
performed in rats sexually mature. According to the results was observed that fetal and
neonatal contact with fluoxetine during the critical period of Sertoli cells proliferation
influenced the somatic development of animals and induced changes in testicular parameters,
such as the weight of the epididymis and seminal gland, volumes of the seminiferous
epithelium, the total Leydig cells volume, total length of seminiferous tubules and a trend of
reduction in sperm production per testis. Although fluoxetine has interfered with the Leydig
cells volumetry, were not observed changes in plasma levels of testosterone and
spermatogenesis. Most of the changes were related to the group treated with the highest
dosage of the antidepressant, 20 mg/kg, implying that this dosage fluoxetine may actually
cause changes in somatic development and reproductive function.

Key-words: Rat, Testis, Sertoli cell, Fluoxetine.
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1.INTRODUCAO

A depressdo trata-se de uma desordem mental comum na qual o individuo pode
apresentar alteracdoes de humor, perda de interesse em diversas dreas da vida, sentimentos de
culpa ou baixa auto-estima, além de alteracdes no sono ou apetite e problemas de
concentracdo (WHO, 2009). Hoje em dia a depressdao ocupa o segundo lugar no DALY ou
YLD (Disability Adjusted Life Years ou Years Lived with Disability) entre os individuos de
15 a 44 anos de ambos os sexos, sendo estimado que em 2020 este disttirbio, ainda sem
causas bem definidas, seja a segunda maior causa de incapacitacdo em individuos de todas as
idades (WHO, 2009).

No mundo, aproximadamente 121 milhdes de pessoas apresentam sintomas de
depressdo. Antidepressivos e tratamento psicoterdpico sao efetivos em 60%-80% dos casos
(WHO, 2009). Aproximadamente 1 milhdo de brasileiros consomem antidepressivos
diariamente sendo um quarto desse nimero consumidores de fluoxetina, ou seja prozac e
similares (ATHAYDE, 2007).

Atualmente, com o avanco da farmacologia, é possivel dispor de substancias altamente
seletivas que atuam especificamente em determinados sistemas de neurotransmissdao. A
utilizacdo dessas substincias vem sendo empregada em estudos experimentais para analisar a
funcdo da serotonina durante o periodo critico de desenvolvimento do Sistema Nervoso (SN).
Estes estudos t€ém produzido dados que contribuem para um melhor discernimento do papel
exercido por este neurotransmissor (MAGALHAES et al., 2006).

Entretanto, até o presente momento ndo se tem noticia da utilizagdo desses farmacos
com o objetivo de avaliar a influéncia da manipulacdo do sistema serotoninérgico durante o
periodo critico do desenvolvimento testicular pré e pds-natal.

A principal teoria para a origem da depressao propde que essa desordem seja causada
por uma deficiéncia na neurotransmissdo monoaminérgica em certos locais no cérebro.
Assim, drogas que facilitam a acdo de monoaminas, na fenda sindptica, sdo utilizadas como
medicamentos antidepressivos (BUFALO, 2007).

Durante os udltimos anos tem sido crescente o interesse sobre os efeitos colaterais
produzidos pela utilizagdo de drogas que atuam sobre neurotransmissores cerebrais como a
serotonina, dopamina e noradrenalina. Esses efeitos colaterais podem ser estudados depois de
repetidas ou agudas administracdes das drogas através de inimeras metodologias. Ligacdo do
neurotransmissor ao receptor, ativacao da cinética enzimadtica, renovagao e reutilizacdo dos
neurotransmissores € mudangas no comportamento representam algumas das metodologias

basicas envolvidas na mensuragdo destes efeitos (RENYI, 1986).
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A avaliacdo do perfil dos efeitos colaterais induzidos por antidepressivos e drogas
neurolépticas € de particular interesse, uma vez que tais avaliacdes podem dar importantes
informacdes sob acdo terapéutica destas drogas (RENYI, 1986).

Para a avaliacdo do risco de uma substiancia sobre o sistema reprodutor o mais
indicado € a utilizacdo de informacdes derivadas de estudos em humanos. No entanto, na
auséncia destas, o conhecimento dos mecanismos que controlam a reprodugdo assim como os
riscos reprodutivos oferecidos por algumas substancias vém do uso de dados de
experimentacdo animal. Vdérios agentes tém sido demonstrados causarem toxicidade
reprodutiva tanto em humanos quanto em animais de laboratdrio. Assim, avaliar o efeito
desses medicamentos na func¢do sexual desses animais pode ajudar a identificar substancias
nocivas a reprodu¢ao humana (BUFALO, 2007).

Os antidepressivos inibidores da monoaminoxidase (MAQO) exercem seus efeitos
sobres os sistemas organicos influenciados por aminas simpatomiméticas e serotonina. A
MAO ¢ importante na regulacdo metabdlica das catecolaminas e da serotonina no tecido
nervoso, hepatico e no testiculo (BALDESSARINI, 1996).

De acordo com Urry e Dougherty (1975) um dos efeitos colaterais atribuidos a
elevacdo da serotonina e noradrenalina devido a utilizacdo de um inibidor da MAO sobre a
funcdo testicular foi uma severa degeneracdo nos tubulos seminiferos. Este achado foi
confirmado por Hedger et al.(1995) que induziram, através da aplicagdo durante 4 dias de
altas doses de SHT intraperitoneal (10mg/Kg), uma completa disrupcdo do processo
espermatogénico caracterizado pela degeneracdo de células espermatogénicas. Segundo os
mesmos autores a SHT também inibiu a liberacdo de LH e a esteroidogénese nas células de
Leydig.

Segal et al.(1975) encontrou altos niveis de serotonina e 5-HIAA na urina de 102
homens com oligoespermia e azoospermia os quais podem estar relacionados com estresse
psicogénico ou comprometimentos na metabolizacdo da serotonina. Portanto, este
neurotransmissor estd diretamente ligado ao controle das funcdes enddcrinas e exdcrinas do
testiculo.

Os antidepressivos triciclicos aumentam os niveis teciduais de serotonina e
noradrenalina através da inibicdo da recaptacdo destas aminas biog€nicas na fenda sinéptica
(BRILEY e MORET, 1996; HYTTEL, 1994; EAP e BAUMANN, 1996). Dentre os principais
efeitos colaterais produzidos por esse grupo de antidepressivos e relacionados com o sistema
enddcrino e o sistema reprodutor, podemos citar a tumefagdo testicular, ginecomastia, retardo
no orgasmo e impoténcia orgéstica no homem (BALDESSARINI, 1996; LABBATE et al.,
1998).

20



Atualmente, os inibidores da recaptacdo seletiva da serotonina (ISRS) sdo os
antidepressivos mais freqiientemente prescritos para o tratamento da depressio (RENYI,
1986; BALDESSARINI, 1996;). O principal efeito colateral observado nas terapias
antidepressivas utilizando estes farmacos relaciona-se com disfun¢des sexuais (BALON,
1995; WALDINGER e OLIVER, 1998., LABBATE et al., 1998).

De acordo com Matuszcyk et al.(1998), ratos tratados com doses sub-crOnicas de
fluoxetina apresentam reducgado significativa na motivacdo sexual e um aumento na laténcia
ejaculatoria. Segundo Cantor et al.(1999) ratos tratados com doses cronicas de fluoxetina
tiveram respostas ejaculatdérias diminuidas, porém esse efeito colateral foi atenuado através da
administracdo de oxitocina. Em humanos as fun¢des sexuais primdrias afetadas pelo uso de
antidepressivos ISRS’s, acima de 3 meses, sdo o orgasmo e a erecao (LABBATE et al., 1998;
MADEO et al., 2008).

A erecdo peniana e a ejaculacdo ocorrem devido a atividade periférica parassimpdtica
e P-adrenérgica, e a fluoxetina é um antidepressivo com a mais baixa afinidade para
receptores colinérgicos e oi-adrenérgico.

Os mecanismos das disfuncdes sexuais provavelmente estdo relacionados com o
bloqueio da recaptacdo da serotonina no sistema nervoso central (SNC) (MURRAY e
HOOBERMAN, 1993). A serotonina no SNC também ¢é responsdvel pelo mecanismo da
erecdo peniana através dos receptores SHT-1b, e os agonistas desse receptor e bloqueadores
da recaptacdo do 5-HT tem induzido disfuncdes eréteis em ratos e primatas (BERENDSEN e
BROEKKAMP, 1987; SZELE et al., 1988).

Estudos prévios sugerem que o comportamento sexual em ratos machos € inibido pela
serotonina. Portanto, embora um aumento na atividade central da serotonina, como 0s que sao
obtidos pela administracdo de precursores da SHT ou inibidores da MAO, é acompanhado
pela depressdo do comportamento sexual em machos e, uma reducdo serotoninérgica na
neurotransmissao cerebral, como as que s@o obtidas pela triptofano-hidroxilase, ou por lesdes
quimicas e mecanicas de neurdnios serotoninérgicos, facilitam o comportamento sexual em
ratos machos (MATUSZCYK et al., 1998).Recentemente inimeros estudos ddo suporte ao
papel estimulador exercido pela fluoxetina sobre o eixo HPA. A administracdo aguda da
fluoxetina e outros antidepressivos em ratos estimulou a secre¢cdo de ACTH pela hip6fise e de
corticosterona pela adrenal em propor¢ao dose-dependente (AARMARIO e GARCIA-
MARQUEZ, 1987; LI et al., 1993; DINAN, 1996). Dando consisténcia aos achados citados
anteriormente, a fluoxetina aumentou o conteddo de CRH no sistema porta-hipotalamico-
hipofisario, reforcando a hipétese de que este antidepressivo, em particular, afeta toda a

arvore limbica do eixo HPA (BARDEN et al., 1995; HOLSBOER e BARDEN, 1996).
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Segundo Torres et al.(1998) a fluoxetina desencadeia a transcricdo de genes c-fos,
CRH e o seu receptor CRH1 em varias regides do cérebro, particularmente no ntcleo
paraventricular do hipotdlamo, o que corrobora os achados de Aarmario e Garcia-Marquez
(1987), Li et al. (1993), Dinan (1996), Barden et al. (1995), Holsboer ¢ Barden (1996). Além
do aumento do contetido de CRH hipotalamico, Perry e Fuller, (1997) detectaram através da
injecdo sistémica, que a fluoxetina foi capaz de induzir a liberacdo extracelular de
noradrenalina no hipotdlamo de ratos.

De maneira geral, a utilizacdo de antidepressivos sejam eles inibidores da MAO,
triciclicos ou ISRS’s podem produzir supressdo do eixo reprodutivo (URRY e
DOUGHERTY, 1975; PERRY e FULLER, 1997; TORRES et al., 1998; LABBATE et al.,
1998). Esta supressdo ocorre pela ativagdo simultanea do eixo HPA e do sistema simpético-
adrenomedular através dos produtos liberados por estes dois sistemas (KNOL, 1991;
CALOGERO et al., 1997; CHROUSOS, 1998). Os fatores mais importantes envolvidos sdo o
CRH, peptideos opidides endégenos (EOP), catecolaminas e glicocorticéides.

Apesar do vasto conhecimento sobre a a¢do dessas aminas biogénicas (serotonina e
noradrenalina) no controle das fung¢des reprodutivas do eixo hipotdlamo-hipéfise-gdonada e
diretamente na funcdo testicular em ratos maturos sexualmente (URRY e DOUGHERTY,
1975; NAUMENKO e SHISHKINA, 1978; DAS et al., 1982, 1985, 1986; HEDGER et al.,
1995), e dos efeitos colaterais dos antidepressivos triciclicos (BALDESSARINI, 1996), até o
presente momento, nenhum estudo mais pormenorizado sobre a manipula¢do farmacoldgica
do sistema serotoninérgico durante o periodo critico do desenvolvimento testicular em ratos
neonatos e os seus reflexos no processo espermatogénico em ratos maturos sexualmente foi
realizado.

Em ratos adultos o tratamento com p-Clorofenilalanina associada ao propionato de
testosterona resultou em significantes mudancas nos pesos dos testiculos, vesicula seminal,
glandula bulbo uretral, glandula prepucial e préstata (GAWIENOWKI et al., 1973), o que
provavelmente denota uma influéncia da serotonina no eixo HPG também em individuos
adultos. Shishkina e Borodin (1989) determinaram através da reducdo da biossintese de
serotonina no SNC pela p-Clorofenilalanina em ratos pré-puberes que esse neurotransmissor
estaria envolvido na regulacdo da maturacdo sexual, muito embora de forma antagdnica em
diferentes momentos do periodo pré-pubere. Por outro lado, os periodos utilizados pelos
autores supracitados nao sao criticos no desenvolvimento testicular de ratos, uma vez que este
periodo decorre nos primeiros 21 dias pds-natal (SHARPE, 1994).

De acordo com Lesage et al. (1996), ratos neonatos machos apresentam uma ativacao

do eixo HPA (Hipotdlamo-Pituitdria-Adrenal) e HPG (Hipotdlamo-Pituitaria-Gonada) os
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quais podem estar temporalmente relacionados com o aumento do metabolismo intra-
hipotalamico da serotonina, noradrenalina e do NPY (neuropeptideo Y). O funcionamento do
eixo HPG em ratos neonatos € determinante para mitose das células de Sertoli e
estabelecimento da produgdo espermdtica normal em individuos adultos (ROCHA et al.,
1999).

Depressao clinica ocorre em 10-15% das mulheres durante a gesta¢do, enquanto a
depressdo pods-parto ocorre entre 10-22% das mulheres. Esta condic@o clinica pode trazer
complicacOes para as maes e o feto, além de efeitos adversos provocados durante pds-parto
sobre o desenvolvimento cognitivo, motor e desenvolvimento emocional do neonato (KIM et
al., 2005). A partir da introdug@o da fluoxetina nos anos 80, ela e outros inibidores seletivos
da recaptacdo de serotonina (ISRS) estdao sendo utilizados de forma crescente no tratamento
da depressao pré e pds-parto, devido a sua eficiéncia, baixo indice de efeito colateral materno
e maior margem de seguranga em relacdo a antidepressivos inibidores da MAO e triciclicos
(NONACS e COHEN, 2002; COOPER e MURRAY, 1998; LARSON et al., 2004; SIMON et
al., 2002).

Em ratas gestantes foi comprovado que a fluoxetina e norfluoxetina atravessam a
barreira placentdria e se distribuem dentro do embrido/feto durante os periodos de
organogénse e pos-organogénese (POHLAND et al., 1989). A transferéncia de fluoxetina e
norfluoxetina através do leite maternos de ratas vem sendo utilizada para estudar os efeitos
deste ISRS e seu derivado N-metilado, norfluoxetina, em ratos neonatos (PEREIRA et al.,
2007).

A fluoxetina € primariamente metabolizada no figado em norfluoxetina, que tem a
mesma atividade farmacoldgica além de existir uma boa correlagdo entre as concentragdes
fluoxetina-norfluoxetina sangiiinea e cerebral. Estes dois componentes sdo altamente
lipossolaveis podendo, desta forma, atravessar a barreira placentdria e também ser excretada
no leite. Além disso, a meia-vida da fluoxetina (1-3 dias) e da norfluoxetina (7-15 dias)
sugerem risco ao neonato devido a sua acumulagdo no leite materno (HEIKKINEN et al.,
2003). Embora o nivel plasmatico em neonatos amamentados com leite contendo fluoxetina
ou norfluoxetina seja baixo em relacdo aqueles tipicamente vistos em paciente, alguns
trabalhos reportam que os niveis sdo suficientes para produzir a inibi¢do do transportador de
serotonina (EPPERSON et al., 2006).

Alguns efeitos adversos como choro constante, irritabilidade, desnutricao e déficit de
crescimento tem sido descrito em neonatos amamentados por mdes submetidas a tratamento
antidepressivo com ISRS (CHAMBERS et al., 1999; KRISTENSEN et al.,, 1999;

HENDRICK et al., 2001). Por outro lado, a utilizagdao de fluoxetina intra-uterina em ovelhas
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provocou redu¢do no fluxo sangiiineo uterino, alterou a fungdo hipotalamica no adulto e
ampliou a magnitude do cortisol fetal pré-parto nas ovelhas (MORRISON et al., 2005).

Os efeitos provocados pela manipulacdo do sistema serotoninérgico durante o periodo
pré-natal e neonatal sobre o desenvolvimento testicular, levando-se em consideragdo todos os
dados acima, as inter-relacOes serotonina-antidepressivos e sistema reprodutor, assim como, a
larga escala em que estas drogas estdo sendo utilizadas atualmente, sdo de grande relevancia
para investigagdes dentro deste tema.

Portanto, o presente estudo teve como objetivo avaliar a interveng¢do farmacoldgica
sobre o sistema serotoninérgico durante o periodo pré-natal e neonatal do desenvolvimento
testicular de ratos wistar utilizando fluoxetina na fungdo testicular de ratos pré-puberes e

maturos sexualmente.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. TESTICULO

O testiculo € um 6rgdo com funcdes exodcrinas e enddcrinas localizado na regido
pélvica no escroto e envolvido por uma espessa cdpsula de tecido conjuntivo, a tdnica
albuginea. Esta tinica, de maneira variada nas diferentes espécies de mamiferos, envia septos

para o interior do 6rgdo até a regido do mediastino testicular, dividindo o testiculo em lobos

(RUSSELL et al., 1990).

Funcionalmente, o testiculo dos mamiferos pode ser dividido em dois compartimentos
principais: o compartimento intertubular ou intersticial, também chamado de espaco
intertubular e o compartimento de tibulos seminiferos (RUSSELL et al., 1990). Com excecdo
das células germinativas que se originam do epiblasto, as células somaticas dos testiculos s@o
procedentes dos ductos mesonéfricos e do epitélio celomatico (KARL e CAPEL, 1998;
MERCHANT-LARIOS e MORENO-MENDOZA, 1998). Os elementos componentes do
compartimento intertubular sdo as células de Leydig, vasos sangiiineos e linfaticos, nervos e
uma populagdo celular varidvel constituida principalmente de fibroblastos, macréfagos e
mastocitos (RUSSELL et al., 1990; SETCHELL, 1991). Apesar de existir grande variagdo
entre as diversas espécies quanto a propor¢do volumétrica dos diferentes componentes do
compartimento intertubular (FAWCETT et al., 1973; FRANCA e RUSSELL, 1998;
GODINHO, 1999), a célula de Leydig é usualmente o tipo celular mais freqiiente neste
compartimento. Assim, por exemplo, o percentual ocupado pelas mesmas nos testiculos de
animais sexualmente maduros no periodo reprodutivo pode variar de aproximadamente 1%

em carneiros até cerca de 35% em capivaras (FRANCA e RUSSELL, 1998; PAULA, 1999).
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O compartimento dos tibulos seminiferos constitui a maior parte do testiculo, ocupando, na
grande maioria dos mamiferos, de 70% a 90% do parénquima testicular (FRANCA e
RUSSELL, 1998; GODINHO, 1999). Estes tibulos formam algas bastante contorcidas, as
quais possuem suas duas extremidades conectadas a rede testicular, que se encontra localizada
numa regido bastante rica em vasos e tecido conjuntivo denominada de mediastino testicular.
A partir desta regido a rede testicular encontra-se conectada ao epididimo através dos dictulos
eferentes.

Os tubulos seminiferos sdo constituidos por tunica propria, epitélio seminifero e lume
tubular. A tinica propria reveste o tibulo externamente, sendo composta de células midides
ou peritubulares e matriz extracelular. No epitélio seminifero sao encontrados dois tipos
celulares de origem embrioldgica distintas: as células germinativas origindrias do epiblasto e
as células de Sertoli provenientes do epitélio celomdtico (KARL e CAPEL, 1998). Juntamente
com as células midides, as células de Sertoli elaboram a membrana basal que serve de suporte
estrutural para a propria célula de Sertoli e para as células germinativas que se encontram na
por¢cao basal do epitélio seminifero. As células de Sertoli, através de juncdes de oclusdo,
dividem o epitélio seminifero em dois compartimentos, o compartimento basal onde se
localizam as espermatogdnias e os espermatdcitos primdrios na fase inicial da préfase
meidtica (pré-leptdtenos e leptdtenos), e o compartimento adluminal, no qual encontram-se os
espermatdcitos primdrios a partir da fase de zigéteno, espermatdcitos secunddrios e
espermatides. Desta forma, o compartimento adluminal estd totalmente sob o controle das
células de Sertoli, propiciando um microambiente isolado e imunoprivilegiado essencial para
o desenvolvimento do processo espermatogénico (RUSSELL et al., 1990; SETCHELL, 1991;
POCCIA, 1994; SHARPE, 1994). No lume tubular encontram-se o fluido secretado pelas
células de Sertoli e os espermatozdides recém-espermiados.

Existe grande variacdo no numero e nas dimensdes (didmetro e comprimento) dos
tibulos seminiferos nas diferentes espécies de mamiferos (FRANCA e RUSSELL, 1998). O
camundongo, por exemplo, possui aproximadamente 20 tibulos seminiferos por testiculo
perfazendo no total cerca de 2 metros de comprimento tubular por testiculo (BASCOM e
OSTERUD, 1925). Ja no suino doméstico existem de vdrias centenas a alguns poucos
milhares de tubulos seminiferos por testiculo e aproximadamente 3000 metros de tibulos no
total (FRANCA e RUSSELL, 1998). De maneira geral, o valor observado para o didmetro
tubular na grande maioria das espécies de mamiferos estd em torno de 180um a 300um

(ROOSEN-RUNGE, 1977).
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2.2. CELULAS DE SERTOLI

Nos testiculos de animais sexualmente maduros as células de Sertoli estdo
completamente diferenciadas. A variacdo considerdvel na forma e estrutura da célula de
Sertoli durante o ciclo do epitélio seminifero demonstra o alto grau de plasticidade desta
célula, o qual reflete as alteragdes morfoldgicas e funcionais que ocorrem nas células

germinativas (RUSSELL, 1993).

Além da formacdo da barreira de célula de Sertoli j4 comentada anteriormente, as
células de Sertoli desempenham outras funcdes essenciais para o desenvolvimento das células
germinativas. Assim, podem ser citadas: o fornecimento de nutrientes, mediacdo da acdo do
FSH e da testosterona na espermatogénese, fornecimento de suporte fisico (sustentacdo) para
as células espermatogénicas, participacdo ativa no processo de liberacdo (espermiacio) das
espermdtides para o lume tubular, fagocitose do excesso de citoplasma (corpos residuais)
resultante da liberacdo das células espermiadas e fagocitose de células germinativas que

sofrem apoptose.

As células de Sertoli secretam ainda fluido em direcdo ao lume tubular, o qual possui
substancias importantes para a funcdo epididimdria e maturagdo espermatica, servindo
também de veiculo para o transporte dos espermatozdides. A secrecdo de fluido também
ocorre em direcdo ao compartimento intertubular, estando a mesma envolvida com os
mecanismos de regulacdo pardcrina de outros tipos celulares do testiculo tais como células
midides, células de Leydig e células musculares lisas dos vasos (RUSSELL e GRISWOLD,
1993; BARDIN et al., 1993; POCCIA, 1994; SHARPE, 1994; FRANCA e RUSSELL, 1998).
E importante aqui salientar que as células de Leydig e as células miéides também possuem
extensas interagdes funcionais com as células de Sertoli, conforme ja foi sugerido
anteriormente. Em relacdo as células de Leydig, estas interacdes serdo comentadas com
maiores detalhes mais adiante. O periodo de proliferacao dos diversos tipos celulares
encontrados no testiculo ocorre em épocas distintas, sendo cada um deles regulado por fatores

especificos, os quais t€ém origem tanto intra quanto extratesticular (ORTH, 1993).

As células de Sertoli sdao as primeiras células somadticas a se diferenciarem no
testiculo e expressam o Sry, o gene responsavel pela determinac¢do do sexo masculino, o qual
desempenha um papel fundamental na diferenciacdo e remodelacdao das gonadas (KARL e
CAPEL, 1998). Ja nesta fase, as interagdes das células de Sertoli entre si e com as células
germinativas via fator neural de adesao celular (NCAM) sdo cruciais para a formacao dos
cordodes testiculares e os eventos iniciais que propiciardo o estabelecimento do processo

espermatogénico (ORTH e JESTER, 1995). Também neste periodo as células de Sertoli
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produzem o hormonio anti-Miilleriano (AMH) responsédvel pela regressdo dos ductos de

Miiller ou paramesonéfricos (PELLINIEMI et al., 1993).

Em ratos, a proliferacdo das células de Sertoli ocorre principalmente na fase final do
periodo fetal e se estende por duas a trés semanas apds o nascimento (CLERMONT e
PEREY, 1957; STEINBERGER e STEINBERGER, 1971; ORTH, 1982; ALMIRON e
CHEMES, 1988; BORTOLUSSI et al., 1990; VERGOUWEN et al., 1991), coincidindo o
encerramento das divisdes mitdticas das células de Sertoli com o inicio de proliferacao dos
espermatdcitos primdrios, formacdo das juncdes de oclusdo, inicio de maturacio das células
de Sertoli, secrecdo de fluido e formacdo do lume tubular (RUSSELL et al., 1989). Como
cada célula de Sertoli possui uma capacidade de suporte para células germinativas
relativamente fixa para cada espécie, o tamanho potencial do testiculo e da produgdo
espermadtica € estabelecido j4 nesta etapa do desenvolvimento testicular (ORTH et al., 1988;
ORTH, 1993). Estudos envolvendo o homem e vdrias espécies de mamiferos domésticos
(GONDOS e BERNDTSON, 1993) sugerem que o periodo de proliferacdo das células de

Sertoli, a semelhanca do observado em ratos, ocorre predominantemente no periodo perinatal.

2.3 PROLIFERACAO DE CELULAS DE SERTOLI E OS NIVEIS DE FSH

Em animais adultos as células de Sertoli completamente diferenciadas constituem uma
populacdo estdavel. Durante o desenvolvimento testicular ocorre um aumento relativamente
rapido da populagdo de certos tipos celulares tanto no periodo fetal quanto no periodo
neonatal. As células que constituem populacdo testicular se expandem em periodos
particulares do desenvolvimento e, pelo menos no caso das células de Sertoli e das células
espermatogénicas, esses periodos sdo distintos e inversamente correlacionados. Além de
distintos, estes periodos de multiplicacdo das células testiculares sao controlados por fatores
especificos para cada populacdo (ORTH, 1993).

Fortes evidéncias indicam que o ndmero de células de Sertoli em qualquer espécie é
importante para determinar a capacidade espermatogénica e o tamanho do testiculo
(FRANCA e RUSSELL, 1998). Portanto a populacao de células de Sertoli, segundo Johnson
et al. (1994), Berndtson et al. (1987a, b), Berndtson e Thompson (1990) e Franga e Russell
(1998), correlaciona-se linear e positivamente com o peso do testiculo, volume e
comprimento total de tibulos seminiferos, populacdo de espermatogdnias A; e com a
producdo espermadtica didria.O estabelecimento desta populacdo ocorre em idades muito
precoces do desenvolvimento testicular. Apds este periodo, as células de Sertoli perdem sua
habilidade mitética e permanecem numericamente estiveis (GONDOS e BERNDSTON,
1993).
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A maioria das mitoses das células de Sertoli nos mamiferos ocorre na vida intra-
uterina e por um curto periodo pés-natal. O final do processo mitogé€nico estd relacionado
com a formacgdo da barreira de células de Sertoli e o estabelecimento da puberdade. Apds
estes dois eventos nenhum aumento sazonal ou relacionado com a idade é observado na
populacdo de células de Sertoli (FRANCA e RUSSEL, 1998).

De acordo com Cooke et al. (1994), existe uma tremenda variagdo no padrdo de
proliferacdo entre as espécies. O periodo mitogénico é muito curto em ratos e camundongos;
ele inicia-se no final da gestagdo para ambas espécies e continua até o 12°-15°dia pés-natal em
camundongos (VERGOUWEN et al., 1991; JOYCE et al., 1993) ¢ até o 15°-18° dia pds-natal
em ratos (CLERMONT e PEREY 1957; STEINBERGER e STEINBERGER 1971; ORTH,
1982; VAN HASTER et al., 1992). Portanto, durante o periodo fetal destas espécies observa-
se uma maior expansdo da populagdo de células de Sertoli e apds o nascimento, a proliferacao
destas células ja estd em declinio (ORTH 1982; VAN HASTER et al., 1992; VERGUOWEN
etal., 1991; JOYCE et al., 1993).

E importante salientar que, além das diferentes extensdes nos periodos proliferativos
pOs-natais entre as espécies, a intensidade de proliferacio € um outro fator que deve ser
levado em consideracdo durante este periodo (COOKE et al., 1994). Portanto, os mamiferos
podem apresentar longos periodos de proliferacdo de células de Sertoli com uma baixa média
mitogénica e diminui¢do gradual desta média. Por outro lado, outros podem apresentar
periodos mais condensados de proliferacio de células de Sertoli, caracterizados por altos
indices mitdticos, porém, que declinam rapidamente e culminam com a maturacio das células
de Sertoli (COOKE et al., 1994).

Em algumas espécies, a mitogénese da célula de Sertoli no periodo fetal nao foi
quantificada, entretanto € sabido que em coelhos o periodo de proliferacdo pode se estender
até o 60° dia p6s-natal (COOKE et al., 1994).

Segundo Hochereau-de Reviers et al. (1987), entre 0 42° ¢ o 100° dia do periodo fetal
em carneiros ocorre uma elevada proliferacdo de células sométicas e germinativas, entretanto
sem qualquer diferenciacdo. Nesta espécie as divisdes mitdticas das células de Sertoli sdo
mais numerosas antes do nascimento do que depois, por outro lado, no periodo pds-natal
observou-se que a proliferacdo deste tipo celular, apesar de discreto, perdurou até o 40° dia
(COOKE et al., 1994, HOCHEREAU-DE REVIERS et al., 1995). Em touros a proliferacao
de células de Sertoli no periodo pds-natal inicia-se por volta da 20* e se prolonga até a 32°
semana, a partir da qual ocorre uma estabilizagdo no numero de células de Sertoli por
testiculo nesta espécie (CURTIS e AMANN, 1981). No homem a populagdo de células de

Sertoli aumenta gradativamente no periodo pds-natal até atingir um platd entre 25 e 40 anos
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(GONDOS e BERNDTSON, 1993). Por outro lado, a partir dos 40 anos se observa um
declinio gradativo na populacdo de células de Sertoli acompanhado também por uma
diminui¢do na producio espermdtica (JOHNSON et al., 1994).

O FSH (hormonio foliculo-estimulante) é uma glicoproteina que se liga a receptores
especificos localizados na membrana plasmatica das células de Sertoli, sendo considerado
como o principal fator mitogé€nico para estas células. Este hormoénio € sintetizado e secretado
pelos gonadotrofos localizados na adenohipdfise, sob a acdo do hormoénio liberador de
gonadotrofinas (GnRH) produzido no hipotidlamo, sendo seu controle “feedback™ negativo
exercido pela inibina secretada pelas células de Sertoli. Trabalhos envolvendo tanto a
administracdo de FSH quanto a supressdo do mesmo, no periodo de proliferacdo das células
de Sertoli, mostram que o nimero de células estd reduzido ou aumentado (HOCHEREAU-
DE-REVIERS e COUROT, 1978; ORTH, 1984; ORTH et al, 1984; VAN
VORSTENBOSCH et al., 1987; ORTH, 1993; SHARPE, 1994; MEACHEM et al., 1996;
SINGH e HANDELSMAN, 1996; ROCHA et al., 1999).

O efeito mitogénico do FSH sobre as células de Sertoli imaturas é mediado pelo
aumento dos niveis intracelulares do AMP ciclico (ORTH e BOEHM, 1990). No entanto,
pouco € sabido a respeito dos eventos especificos que causam o inicio da divisdo das células
de Sertoli em resposta ao FSH. Especula-se que o estrégeno, produzido pela aromatizacdo de
andrégenos nas células de Sertoli imaturas, sob o estimulo do FSH, pode exercer um papel
mediador importante na divisdo celular (ULISSE et al.,, 1994). A agdo da inibina neste
processo, via células de Leydig, também € possivel (ORTH, 1993; SHARPE, 1994; DE
KRETSER et al., 1996).

De acordo com Griswold (1993), as respostas das células de Sertoli ao FSH variam de
acordo com o periodo de desenvolvimento testicular em que o animal se encontra. Durante o
periodo fetal e neonatal do desenvolvimento testicular o FSH (hormonio foliculo estimulante)
€ considerado o fator regulador de maior relevancia na mitogénese da populacdo de células de
Sertoli (HOCHEREAU-DE-REVIERS e COURQOT, 1978; ORTH, 1984; ORTH et al., 1984;
VAN VORSTENBOSCH et al., 1987; ORTH, 1993; SHARPE, 1994; MEACHEM et al.,
1996; SINGH e HANDELSMAN, 1996). Ao longo destes periodos, os niveis séricos normais
de FSH sdo cruciais para a determinacdo do tamanho adequado da populacdo de células de

Sertoli do testiculo no individuo adulto (ORTH, 1984; ORTH et al., 1988).
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2.4 SISTEMA SEROTONINERGICO (SS)

Dentre os sistemas de neurotransmissdo, destaca-se o serotoninérgico (SS), que
consiste de um conjunto de neurdnios, cujo neurotransmissor € a indolamina, denominada 5-
hidroxitriptamina ou serotonina (5-HT). A serotonina estd presente em muitos outros
organismos vivos desde espécies que possuem SN primitivo até bastante evoluido como o do
homem. O aparecimento precoce na embriogénese do sistema de neurotransmissao
serotoninérgica sugere um papel ativo no desenvolvimento neurolégico (LEVIT et al., 1997,
MORIN, 1999).

A 5-HT tem como precursor o aminodcido essencial L-Triptofano, presente na
corrente sanguinea. Atravessando a barreira hematoencefdlica, inicia-se a sintese enzimatica
da 5-HT, através da hidroxilacdo do L-triptofano pela triptofano hidroxilase, originando o 5-
hidroxitriptofano (5-HTP). Este por sua vez, € descarboxilado pela descarboxilase dos
aminodcidos aromdticos, formando a 5-Hidroxitriptamina (5-HT) (GRAHAME - SMITH,
1964). Esta, por sua vez, € estocada em vesiculas sindpticas nas terminacdes serotoninérgicas,
onde serdo liberadas por exocitose (SANDERS — BUSH e MARTIN, 1982; FELDMAN e
QUENZER, 1984). Estando na fenda sindptica, a 5-HT interage com multiplos receptores
presentes nas membranas pré e pos-sindptica (HAMON e EMERIT, 1989).

A serotonina pode ser capturada (bomba de recaptacido) indo novamente para o interior
dos terminais serotoninérgicos. Essa recaptacdo tem importante funcdo de cessar a
estimulagdo dos receptores nas sinapses. No interior do neur6nio, a 5-HT € inativada pela
acdo da enzima monoaminoxidase, a MAO A, com formagdo do 4cido 5-hidroxiindolacético
(FELDMAN e QUENZER, 1984).

As agdes da serotonina resultam mais precisamente de sua interagdo no nivel celular,
com receptores de membrana especificos (WHITAKER — AZMITIA, 1994). Esses receptores
apresentam grande heterogeneidade e localizagdo pré e pds-sindptica (neste ultimo caso,
podem localizar-se em neurdnios serotoninérgicos ou ndo). Através de sua interagdo com 0s
receptores, a serotonina estimula ou modula uma ampla variedade de fung¢des do SNC
(CHOPIN et al., 1994). A atividade serotoninérgica estd envolvida na regulacdo de um
nimero de funcdes fisiolégicas como: temperatura, sono, controle das secrecdes
neuroenddcrinas, comportamento, apetite, aprendizado e memoria, locomogdo, atividade
sexual e outras. Conseqiientemente, também estd implicada em disfungdes levando a vérias
patologias, como: ansiedade; depressdo; esquizofrenia; desordem compulsiva obsessiva
(DCO), agressividade; impulsividade, disturbios do sono, disfungdes sexuais e outras (ZIFA e

FILLION, 1992 ; MOSSNER e LESCH, 1998).
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2.5 SEROTONINA E A REGULACAO DA FUNCAO TESTICULAR

Evidéncias farmacoldgicas demonstraram que a serotonina no cérebro exerce um
importante controle na secre¢do do FSH (hormonio foliculo estimulante) e LH (hormdnio
luteinizante), por agir na inibicdo da liberacdo de GnRH (fator liberador de gonadotrofinas)
no hipotdlamo (URRY e DOUGHERTY, 1975; NAUMENKO e SHISHKINA, 1978; DAS et
al., 1982, 1985; HEDGER et al., 1995). De acordo com os autores citados anteriormente, a
conseqii€éncia principal da elevacdo dos niveis cerebrais de serotonina se reflete diretamente
na inibicao da espermatogénese e esteroidogénese. A inibicdo desses processos ocorre devido
a necessidade da acdo sinérgica, ou até mesmo aditiva, do FSH e da testosterona na
manutencdo qualitativa e quantitativa do processo espermatogénico (GRISWOLD, 1993;
SHARPE, 1994). Esses hormonios estdo diminuidos em funcdo da elevagdo dos niveis
cerebrais de serotonina. Localmente, esse neurotransmissor pode inibir a espermatogénese € a
esteroidogénese pela reducdo aguda do fluido intratesticular devido a constricdo da artéria
testicular como também de enzimas fundamentais da esteroidogénese, tais como: 3 -
hidroxiesterdide-desidrogenase, isomerases e hidroxilases (KALLA, 1979; DAS et al., 1982,
1985,1986; HEDGER et al., 1995).

Apesar de ser o principal neurotransmissor no cérebro, a serotonina, também esta
presente em muitos tecidos periféricos incluindo células cromafins da mucosa gastrointestinal,
glandula pineal, plaquetas, mastécitos, pancreas, pulmao, timo, tireéide e trato urogenital
(VERBEUREN, 1989; SANDERS-BUSH e MAYER, 1996). Esse neurotransmissor, bem
como a monoaminoxidase, a enzima que metaboliza a SHT, foram identificadas no testiculo e
glandulas sexuais acessoérias (ELLIS et al., 1972; CAMPOS et al., 1990; TINAJERO et al.,
1993a; AGUILAR et al., 1995). Em ratos, a SHT testicular pode ser proveniente das
terminacdes nervosas na capsula (CAMPOS et al., 1990), de mastécitos (KOPS et al., 1990;
AGUILAR et al., 1995) e das células de Leydig (TINAJERO et al., 1993).

A serotonina demonstrada imunohistoquimicamente em mastdcitos e células de
Leydig de hamster tem os niveis intratesticulares modificados durante o desenvolvimento
sexual e no periodo de transicdo entre a regressdo e recrudescéncia testicular relacionada as
variagcdes do fotoperiodo, sugerindo que este neurotransmissor pode atuar como um
importante modulador local da acdo das gonadotrofinas sobre a esteroidogénese
(FRUNGIERI et al., 1999).

As células de Leydig em ratos sdo fonte de inumeros hormonios e/ou fatores
potencialmente ativos além da testosterona, dentre os quais: IGF-I (fator de crescimento
semelhante a insulina-I), proibitina, inibina, TGF-a ( fator de crescimento transformador-a.),

PDGEF (fator de crescimento derivado de plaqueta) e POMC (pré-opiomelanocorticotréfina),
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0s quais participam no controle autdcrino e pardcrino das fungdes das células de Leydig e de
Sertoli (POCCIA, 1994).

Na espécie humana, foram identificadas nas células de Leydig através de
imunocitoquimica, enzimas relacionadas com a sintese e biotransformacgado das catecolaminas
dopamina e noradrenalina em serotonina, além de outros marcadores neuronais tipicos
(DAVIDOFF et al., 1993). A partir destes achados, as células de Leydig puderam ser
relacionadas como membro do sistema neuroenddcrino difuso (DAVIDOFF et al., 1993).

A serotonina € o principal regulador da producdo do CRH (Hormoénio liberador de
corticotrofina) pelo hipotdlamo. Em condi¢des de estresse, ocorre um aumento da atividade
funcional de neurdnios serotoninérgicos, que estdo envolvidos na inibicdo da secrecdo de

testosterona (TINAJERO et al, 1992).

O CRH € um peptideo com 41 aminodacidos caracterizado como mediador chave das
respostas enddcrinas, viscerais e comportamentais relacionadas ao estresse, além de seus bem
estabelecidos efeitos anti-reprodutivos centrais (AUDHYA et al., 1989, TINAJERO et al.,
1992). Além da estrutura do CRH hipotalamico ser semelhante a encontrada no testiculo,
também foi possivel observar altas concentracdes deste peptideo nas células de Leydig, em
algumas células germinativas € em espermatozoides no testiculo de rato maduro,
camundongo, cobaia, ovino, macaco € no homem. Segundo Audhya et al.(1989) e Yoon et al.
(1988) o CRH modula a producéo fisiolégica de ACTH e B-END através de um mecanismo
autécrino e paracrino. De acordo com Eskeland et al.(1989), as células de Leydig possuem
receptores funcionais para CRH e a secre¢do de B-END é estimulada por este peptideo.
Segundo Fabbri et al. (1990) o principal estimulo tréfico para liberagdo do CRH pelas células
de Leydig foi o hormodnio tréfico hCG/LH. Fabbri et al. (1990) também observou que este
peptideo age através de receptores funcionais exercendo inibi¢do autdcrina sobre a
esteroidogénese nas células de Leydig, caracterizando-o como um hormdnio anti-reprodutivo
testicular.

Segundo Dufau et al. (1993) a secre¢ao de CRH, estimulada pelo LH em células de
Leydig, ocorre através da liberagdo da SHT e ativacdo autdcrina de receptores SHT,. Portanto,
a serotonina € um importante regulador da funcdo das células de Leydig estimulando a
secrecdo de CRH, o qual age como um inibidor da formacdo da AMPc induzido por
gonadotrofina e produ¢do de andrégeno (TINAJERO et al., 1993). Esta regulacdo pode ser
feita pela serotonina produzida pelas células de Leydig (acdo autdcrina), e/ou outras fontes,
incluindo mastécitos intersticiais, fontes sist€émicas, ou fibras nervosas em estados
fisiolégicos e patolégicos (DUFAU et al., 1993; TINAJERO et al., 1993; AGUILAR et al.,
1995).
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No testiculo, a liberacdo do CRH induzida pela SHT nas células de Leydig, promove
um efeito aut6crino nestas células caracterizado pela liberacdo da B-endorfina (DUFAU et al.,
1993). A B-endorfina, um peptideo derivado do processamento de sua molécula precursora, a
POMC (pro-opiomelanocorticotrofina), e outros peptideos opidides foram identificados no
cérebro, hipdfise, trato gastrointestinal, extratos de testiculo, prostata e vesicula seminal de
ratos sexualmente maduros (SHARPE et al., 1980; SHU-DONG et al., 1982a). A B-endorfina
também foi identificada, nas células de Leydig de camundongos, hamsters, cobaios e coelho
(SHU-DONG et al. 1982b).

A identificagdo de receptores de alta afinidade para a P-endorfina nas células de
Sertoli e a inibicdo da produ¢do de ABP (proteina ligante de andrégeno), através do
tratamento cronico de culturas com este tipo de células pelo peptideo opidide, sugere que os
mesmos, exercem um papel modulador sobre as células de Sertoli de ratos adultos (FABBRI
et al., 1988). Portanto, em adultos, a acdo da B-endorfina previne uma excessiva estimula¢do
trofica da espermatogénese pela testosterona (FABBRI e DUFAU, 1988, CICERO et al,
1989a,b; MARGORIS et al., 1989; CHANDRASHEKAR e BARTKE, 1992).

Segundo Fabbri e Dufau (1988) a B-endorfina comporta-se como um inibidor
pardcrino da funcdo da célula de Sertoli. A ligacdo da serotonina com receptores especificos
(R5HT,.) proporciona liberacdo do CRH, o qual estimula a liberacdo de B-endorfina e a
transcricdo de RNAm da sua molécula precursora, a POMC (CHEN et al., 1984; PINTAR et
al., 1984; CHEN e MADIGAN, 1987; BARDIN et al., 1987; DUFAU et al.,, 1993;
TINAJERO et al., 1993; AGUILAR et al., 1995).

Durante o desenvolvimento fetal e pds-natal do testiculo, em camundongos e
hamsters, Shaha et al. (1984) identificaram nas duas espécies o mesmo padrio de
imunomarcagio para B-endorfina durante o periodo fetal, neonatal e pré-pubere nas células
Leydig. De acordo com os mesmos autores o niimero € a intensidade de marcacdo das células
intersticiais aumentaram durante a vida fetal, declinaram apds o nascimento, € aumentaram
novamente com a puberdade, caracterizando dois picos: um durante o periodo fetal-neonatal e
o outro no periodo pubere do desenvolvimento testicular nestas espécies.

Em ratos os niveis de B-endorfina imunorreativa (i-BE) durante o desenvolvimento
p6s-natal do testiculo foram muito baixos ou raramente detectados entre o 5° ¢ 20° dia de
idade, mas aumentou bruscamente e paralelamente com o peso do testiculo entre os dias 20° e
60° de idade; por outro lado, nenhuma mudanga significativa no i-BE foi observada até os 150
dias de idade (ADAMS e CICERO, 1989).

Em células de Sertoli imaturas de ratos, estudadas in vivo e in vitro, foi verificado que
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a P-endorfina produzida dentro do testiculo seria um modificador pardcrino da resposta
proliferativa das células de Sertoli ao FSH, implicando em uma comunicacao entre as células
de Leydig e as células de Sertoli durante o desenvolvimento testicular perinatal, periodo no
qual o tamanho desta populagdo celular é estabelecido (ORTH, 1986; ORTH e BOEHM,
1990). Desta forma, de acordo com Orth (1993) e Sharpe (1994), a interacdo direta entre as
células de Leydig e Sertoli durante o desenvolvimento perinatal do testiculo é muito
importante para determinacdo do tamanho final da populacdo de células de Sertoli e, por
conseguinte da producdo espermatica no adulto, uma vez que, o nimero de células de Sertoli
parece ser o principal regulador da magnitude da produgdo espermadtica no rato (ORTH et al.,
1988; BERNDTSON e THOMPSON, 1990), carneiro (HOCHEREAU-DE-REVIERS et al.,
1987), garanhao (JOHNSON e THOMPSON, 1983), touro (ATTAL e COUROT, 1963;
BERNDTSON et al., 1987a,b), suino (FRANCA et al., 1999) e humano (JOHNSON et al.,
1994).

Durante o periodo perinatal do desenvolvimento testicular, o estimulo para producéo e
libera¢do de B-endorfina provavelmente deve seguir o mesmo mecanismo proposto por Dufau
et al. (1993), onde a serotonina € a principal desencadeadora da cascata de eventos que levam
ao controle pardcrino exercido pelas células de Leydig sobre a proliferacdao das células de

Sertoli nesta fase.

2.6 INTERVENCAO FARMACOLOGICA SOBRE SISTEMA SEROTONINERGICO

Experimentalmente diversas estratégias podem ser utilizadas para manipular a
quantidade SHT nos tecidos. Uma das estratégias para diminuir a concentragao de SHT e a
utiliza¢do da p-Clorofenilalanina, um inibidor seletivo da triptofano-hidroxilase. Esse inibidor
produz uma profunda e duradoura diminuicdo dos niveis de SHT, porém os niveis de
catecolaminas ndo sdo alterados. A p-Cloroanfetamina e outras anfetaminas halogenadas
também podem ser utilizadas com a mesma finalidade, uma vez que, o seu mecanismo de
acdo consiste em promover uma rapida liberacdo da SHT das plaquetas e neurdnios seguida
por prolongada e seletiva diminui¢do da SHT no SNC (SANDERS-BUSH e MAYER, 2001;
RANG et al., 2001).

Os farmacos empregados para o tratamento do variado grupo de desordens
caracterizados pela diminui¢do dos niveis de serotonina também podem ser utilizados como
estratégia para aumentar os niveis de SHT nos tecidos (SANDERS-BUSH e MAYER, 2001).
Dentre estes podemos incluir os triciclicos (amitriptilina e imipramina), drogas inibidoras da
monoaminoxidase (fenelzina, tranilcipramina, selegilina e clorgilina), drogas atipicas

(bupropiona, nefazodona, trazodona) e, mais recentemente, os inibidores da recaptacdo
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seletiva da serotonina (fluoxetina, fluvoxamina, paroxetina, sertralina, venlafaxina) (BRILEY
e MORET, 1996; HYTTEL, 1994; BALDESSARINI, 1996; GARERI et al., 1998, 2000).

Os farmacos inibidores da MAO (monoaminoxidase) exercem seus efeitos sobre os
sistemas organicos influenciados por aminas simpatomiméticas e serotonina. A MAO € uma
enzima mitocondrial importante na regulacdo metabdlica das catecolaminas e da serotonina
no tecido nervoso, hepdtico, intestino e no testiculo (BALDESSARINI, 1996). Esta enzima
funciona com uma “valvula de seguranga” ao desaminar oxidativamente, e inativar, qualquer
excesso de moléculas neurotransmissoras (noradrenalina, dopamina e serotonina) que pode
extravasar das vesiculas sindpticas quando o neur6nio estd em repouso (HARVEY e
CHAMPE, 1998). A desaminacdo oxidativa dos neurotransmissores pode ser realizado por
duas isoenzimas a MAO-A e a MAO-B, as quais sdo inibidas nao seletivamente pelas drogas
que atuam diretamente sobre essas enzimas. Entretanto, ji4 € bem determinado
experimentalmente que a inibicdo do subtipo A € responsdvel pela elevacdo da serotonina
(BENNETT, 1997; YEGHIAYAN et al., 1997; HADDJERI et al.,1998; GARERI et al., 1998;
2000).

Os antidepressivos triciclicos assim chamados, pela presenca na sua estrutura quimica
de trés anéis benzénicos sdo as drogas mais comumente usadas na terapia da depressao,
entretanto, ndo podem ser classificados como drogas meramente antidepressivas uma vez que,
também sdo utilizadas em desordens obsessivo-compulsivas e na sindrome do panico
(GARERI et al., 1998, 2000). Em termos de ag@o terap€utica, os antidepressivos triciclicos
aumentam os niveis teciduais de serotonina e noradrenalina através da inibi¢do da recaptagdo
destas aminas biogénicas na fenda sindptica (BRILEY e MORET, 1996; HYTTEL, 1994;
EAP e BAUMANN, 1996; GARERI et al., 1998; 2000).

Nas ultimas décadas, os antidepressivos triciclicos foram utilizados como terapia
eletiva no tratamento das desordens depressivas. Entretanto, essa terapia vem sendo
substituida pelos ISRS’s (inibidores da recaptacdo seletiva de serotonina). Isto se deve ao fato
de que os antidepressivos triciclicos e os tetraciclicos sdo ineficientes para alguns pacientes,
além de apresentarem efeitos colaterais indesejaveis, tais como aumento de peso, sintomas
anticolinérgicos, alérgicos, hematoldgicos, gastrointestinais, enddcrinos e cardiovasculares
(BRILEY e MORET, 1996; HYTTEL, 1994; EAP e BAUMANN, 1996).

Atualmente, os inibidores da recaptagdo seletiva da serotonina sdo os antidepressivos
mais freqiilentemente prescritos para o tratamento da depressio (RENYI, 1986;
BALDESSARINI, 1996;). Os ISRS’s - fluoxetina, fluvoxamina, paroxetina, sertralina,

venlafaxina - t€ém mostrado eficdcia contra a depressdo. Esta eficiéncia € similar a observada
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nos antidepressivos triciclicos, porém com poucos efeitos colaterais (BRILEY e MORET,
1996).

Farmacologicamente os antidepressivos ISRS’s sao semelhantes aos triciclicos, no que
diz respeito a inibicdo da recaptacdo seletiva da serotonina, porém, os antidepressivos
triciclicos também sado inibidores da recapta¢do de noradrenalina para dentro das terminacdes
nervosas adrenérgicas e antagonistas das respostas muscarinicas colinégicas e o-adrenérgicas
aos neurotransmissores autondmicos (BALDESSARINI, 1996; GARERI et al., 1998; 2000).
A propriedade farmacol6gica dos antidepressivos ISRS’s e a sua baixa capacidade de inibir a
recaptacdo da noradrenalina fazem desse grupo de fairmacos, atualmente, a terapia de elei¢ao
para tratamento dos disturbios fisicos e psiquicos caracteristicos da depressdo, além de atuar

especificamente no sistema serotoninérgico (CACCIA, 1998; HIEMKE e HATTER, 2000)

3. OBJETIVOS
3.1 GERAL

Verificar os efeitos da manipulagcdo neonatal do sistema serotoninérgico através do
inibidor seletivo da recaptura de serotonina, cloridrato de fluoxetina, durante o periodo critico
do desenvolvimento testicular e suas conseqiiéncias sobre a fungao testicular de ratos maturos

sexualmente.

3.2 ESPECIFICOS
Investigar os efeitos da intervengdo sobre sistema serotoninérgico através da

administracdo de doses crescentes (Img/Kg, 5Smg/Kg, 10mg/Kg e 20mg/Kg)do cloridrato de
fluoxetina (Hidrocloreto de N-metil-3-fenil-3-[(a,o,0-trifluoro-p-tolil)-oxi]propilamina) em
ratos neonatos durante os primeiros 21 dias pds-natal e ratas do 13° dia de gestacdo até o 21°
dia pds-natal sobre parametros morfolégicos e morfométricos do testiculo de ratos pré-bubers
e adultos considerando os seguintes parametros:

a. Desempenho ponderal do peso corporal dos ratos machos, entre 0 e 150 dias de idade;

b. Peso testicular aos 21 dias.

c. Peso testicular, epididimério, glandula seminal e prostata aos 90 e 150 dias de idade;

d. Propor¢cdes volumétricas entre componentes do parénquima testicular e didmetro dos

tabulos seminiferos;

e. Morfologia das células da linhagem espermatogénica e das células de Sertoli através de

microscopia de luz e as relacdes quantitativas entre as mesmas;

f. Populagdo celular dos tubulos seminiferos no estddio 7, pelo sistema acrossomico, do

ciclo do epitélio seminifero (CES) para ratos adultos;
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f. Numero de células de Sertoli por grama de parénquima testicular e por testiculo para
ratos adultos;

g. Producdo espermatica didria estimada através da histologia quantitativa dos testiculos
para ratos adultos;

h. Determinar os niveis séricos de testosterona em animais neonatos e adultos submetidos
a influéncia do ISRS durante o periodo pré e pds-natal correspondente a defini¢do da

populacdo de células de Sertoli.

4PROTOCOLO EXPERIMENTAL DA COMISSAO DE ETICA EM
EXPERIMENTACAO E USO DE ANIMAIS

O protocolo experimental utilizado foi aprovado pela comissdo de ética do
Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal (DMFA) da Universidade Federal Rural
de Pernambuco (UFRPE), em acordo com os principios bdsicos para pesquisa envolvendo
animais, pré-estabelecidos pela Comissdo e em consonancia com as recomendacdes do
COBEA (Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal) e legislacdes pertinentes (Proc.

N° 014/2002 CEEA/DMFA-UFRPE). (Anexo a pagina 111.)

Referéncias

AARMARIO, A.; GARCIA-MARQUEZ, C. Tricyclic antidepressants activate the pituitary
adrenal axis in the rat. Tolerance to repeated drug administration. European Journal of
Pharmacology, v. 140, p. 239-244, 1987.

ADAMS, M.L., CICERO, T.J. The ontogeny of immunoreactive -endorphin and B-lipotropin
in the rat testis. Life Science, v.44, p.159-166, 1989.

AGUILAR, R ANTON, F.; BELLIDO, C.; AGUILAR, E.; GAYTAN, F. Testicular
serotonin is related to mast cells but not to Leydig cells in the rat. Journal of Endocrinology,
v.146, p.15-21, 1995.

ALMIRON, I.; CHEMES, H. Spermatogenic on set. IIl. FSH modulates mitotic ativity of germ
and Sertoli cells in immature rats. Int. J. Androl., v. 11, p. 235-246, 1988.

ATTAL, J. ; COUROT, M. Developpement testiculaire et etablissement de la spermatogeneses
chez le taureau. Ann. Biol. Anim. Biochim. Biophys., v. 3, p. 219-241, 1963.

ATHAYDE, P. Sofrer faz bem. Carta na escola, Sdo Paulo, 18 set. 2007. Disponivel em:
http://www.cartanaescola.com.br/edicoes/19/sofrer-faz-bem. Acesso em: 14/05/20009.

AUDHYA, T., HOLLANDER, C.S., SCHLESINGER, D.H., HUTCHINSON, B. Structural
characterization and localization of corticotropin-releasing factor in testis. Biochimica et
Biophysica Acta, v.995, p.10-16, 1989

BALDESSARINI, R. J. Firmacos e o tratamento dos distirbios psiquidtricos (depressio e

37



38

mania). In: GOODMAN, L. S., (9.ed.). As bases farmacoldgicas da terapéutica. México:
Mc Graw-Hill Companies, cap. 19, p. 314-334, 1996.

BALON, R. Flouxetine and sexual dysfunction. JAMA, v. 273, p. 1489, 1995.

BARDEN, N.; REUL, J.; HOLSBOER, F. Do antidepressants stabilize mood through
action on the hypothalamic-pituitary-adrenocortical system? Trends of Neuroscience, v.
18, p. 6-11,1995.

BARDIN, C.W., CHEN, C.C., MORRIS, P.L., GERENDAI, 1., BOITANI, C., LIOTTA, A.S.,
MARGORIS, A.,KRIEGER, D.T. Proopiomelanocortin-derived peptides in testis, ovary, and
tissues of reproduction. Recent Progress in Hormone Research, v.43, p.1-28, 1987.

BARDIN, C.W., GUNSALUS, G.L., and CHENG, C.Y. The cell biology of the Sertoli cell.
In: DESJARDINS,C., EWING, L.L. Cell and molecular biology of the testis. New York:
Oxford Univertsity Press, 1993. Cap.9, p.189-219..

BASCOM, K.F., OSTERUD, H.L. Quantitative studies of testicle. II. Pattern and total tubule
length in the testicles of certain common mammals. Anatomical Records, v.31, p.159-169,
1925.

BENNETT JR., J.P. Drogas para os disturbios afetivos (do humor). In: BRODY, T.M.;

LARNER, J; MINNEMAN, K.P.;NEU, H.C., (2.ed.). Farmacologia Humana da Molecular
a Clinica. Rio de Janeiro: Gunabara Koogan S.A., 1997. Cap.24, p.292-300.

BERENDSEN, H.H.G.; BROEKKAMP, C.L.E. Drug-induced penile erections in
rat:indication of serotonin 1B receptor mediation. European journal of pharmacology,
v.135, p.279-287, 1987.

BERNDTSON, W.E., IGBOELI G., PARKER, W.G. The numbers of Sertoli cells in mature
Holstein bulls and their relationship to quantitative aspects of spermatogenesis. Biology of
Reproduction, v.37, p.60-67, 1987a.

BERNDTSON, W.E., IGBOELI, G., PICKETT, B.W. Relationship of absolute of Sertoli cells
to testicular size and spermatogenesis in young beef bulls. Journal Animal Science, v.64,
p.241-246, 1987b.

BERNDTSON, W.E., THOMPSON, D.L. Changing relationships between testis size, Sertoli
cell number and spermatogenesis in sprague-dawley rats. Journal of Andrology, v.11, p.429-
435, 1990.

BORTOLUSSI, M., ZANCHETTA, R., BELVEDERE, P., COLOMBO, L. Sertoli and Leydig
cell numbers and gonadotrophin receptors in rat testis from birth to puberty. Cell and Tissue
Research, v.260, p. 185-191, 1990.

BRILEY, M.; MORET, C. Neurobiological mechanisms involved in antidepressant therapies.
Clinical Neuropharmacology, v.16, p.387-400, 1996



39

BUFALO, A. C. Antidepressivo Hypericum perforatum L. sobre o sistema reprodutivo
masculino de ratos Wistar. 2007. 82 f. Dissertacio (Mestrado em farmacologia) —
Departamento de farmacologia, Universidade Federal do Parana.

CACCIA, S. Metabolism of the newer antidepressants. An overview of the pharmacological
and pharmacokinetic implications. Clin Pharmacokinet. 34(4), Apr, p. 281-302. 1998.

CALOGERO, A. E., BAGDY, G.; D’AGATA, R. Mechanism of stress on reproduction.
Annals New York Academy of Science, v. 814, p. 364-367, 1997.

CAMPOS, M.B.; VITALE, M.L.; CALANDRA, R.S.; CHIOCHIO, S.R. Serotoninergic
innervation of the rat testis. Journal of Reproduction and Fertility, v.88, p.475-479, 1990.

CANTOR, J. M.; BINIK, Y. M.; PFAUS, J. G. Chronic fluoxetine inhibits sexual behavior in
the male rat: reversal with oxytocin. Psychopharmacology, v. 144, p. 355-362, 1999.

CHAMBERS, C.D. ANDERSON, P.O.; THIOMAS, R.G.; DICK, L.M.; FELIX, R.J;
JOHNSON, K.A. et al. Weight gain in infants breastfed by mothers who take fluoxetine.
Pediatrics, v. 104, p.e61, 1999.

CHANDRASEKHAR, V., BARTKE, A. The influence of -endorphin on testicular endocrine
function in adult rats. Biology of Reproduction, v.47, p.1-5, 1992.

CHEN, C-L.C., MATHER, J.P., MORRIS, P.L., BARDIN, C.V. Expression of pro-opiomelacortin-like
gene in the testis and epididymis. Proc. Acad. Sci. USA., v.81, p.5672-5675. 1984.

CHEN, C-L.C., MADIGAN, M.B. Regulation of testicular proopiomelacortin gene expression.
Endocrinology, v.121, p.590-596, 1987.

CHOPIN, P.; MORET, C.; BRILEY, M. Neuropharmacology of 5-Hydroxytryptaminel B/1D
Receptor Ligands. Pharmac. Ther., v.62, p.385, 1994

CHROUSOS, G.P. Stressors, stress, and neuroendocrine integration of the adaptative
response. Annals New York Academy of Science, v. 581, p. 311-335, 1998.

CICERO, T.J., ADAMS, M.L., O'CONNOR, L.H., NOCK, B. In vivo evidence for a direct
effect of naloxone on testicular steroidogenesis in male rat. Endocrinology, v.125, p.957-963,
1989a.

CICERO, T.J., O'CONNOR, L, NOCK, B., ADAMS, M.L., MILLER, B.T., BELL, R,D.,
MEYER, E.R. Age-related differences in the sensitivity, on opiate-induced pertubations in
reproductive endocrinology in the developing and adult male rat. The Journal of
Pharmacology and Experimental Therapeutics, v.248, p.256-261, 1989b.

CLERMONT, Y., PEREY, B. Quantitative study of the cell population of the seminiferous
tubules in immature rats. American Journal of Anatomy. v.100, p.241-267, 1957.

COOPER, P.J.; MURRAY, L. Posnatal depression. BMJ, v.316, p.1884-1886, 1998.



40

COOKE, P.S., HESS, R.A., KIRBY, J.D., BUNICK,D., HARDY, M.P. Neonatal
propylthiouracil treatment as a model system for studying factors controlling testis growth and
sperm production. In: ANDRZEJ BARTKE. Function of somatic cells in the testis. Norwell:
Springer-Verlag, 1994. Cap.26, p.400-406.

CURTIS, S.K., AMANN, R.P. Testicular development and establishment of spermatogenesis
in Holstein bulls. Journal Animal Science, v.53, p.1645-1657, 1981.

DAS, T.K.; MAZUNDER, R.; BISWAS, N.M. Further evidence for an inhibitoty effect of L-
trryptophan loading on testicular functions of rat. Andrologia, v.18, p.618-623, 1986.

DAS, T. K.; MAZUNDER, R.; BISWAS, N. M. Effect of intraventricular injection of 5, 6 -
dihydroxytryptamine on spermatogenesis and plasma testosterone levels in rat. Journal of
Endocrinology, v. 106, p. 395-400, 1985.

DAS, T. K.; MAZUNDER, R.; BISWAS, N. M. Spermatogenesis in rat: effect of L-
tryptophan loading. Andrologia, v. 14, p. 242-249, 1982.

DAVIDOFF, M.S.; SCHULZE, W.; MIDDENDOREFF, R.; HOLSTEIN, A.-F. The Leydig cell
of human testis — a new member of the diffuse neuroendocrine system. Cell Tissue Research,
v.271, p.429-439, 1993.

DINAN, T. G. Serotonin and the regulation of hypothalamic-pituitary-adrenal axis function.
Life Science, v. 58, p. 1683-1694, 1996.

DUFAU, M.L., TIANERO, J.C., FABBRI, A. Corticotropin-releasing factor: an
antireproductive hormone of the testis. Faseb Journal, v.7, p.299-307, 1993.

EAP, C.B.; BAUMANN, P. Analytical methods for the quantitative determination of selective
serotonine reuptake inhibitors for therapeutic drug monitoring purposes in patients. Journal of
Chromatography B, v.686, p.51-63, 1996.

ELLIS, L.C.; JAUSSI, A.W.; BAPTISTA, M.W.; URRY, R.L. Correlation of age changes in
monoamine oxidase activity and androgen syntesis by rat testicular minced and teased
preparation in vitro. Endocrinology, v.90, p.1610-1618, 1972.

EPPERSON, C.N.; JATLOW, P.I; CZARKOWSKI, K.; ANDERSON, G.M. Maternal
fluoxetine treatment in the postpartum period: effects on platelet serotonin and plasma
drug levels in breastfeeding mother-infant pairs. Pediatrics, v.112, n.5, p. e425-e429, 2006.

ESKELAND, N.L., LUGO, D.I., PINTAR, J.E., SCHACHTER, B.S. Stimulation of B-
endorphin secretion by corticotropin-releasing factor in primary rat Leydig cell cultures.
Endocrinology, v.124, p.2914-2919, 1989.



41

FABBRI, A., THANERO, J.C., DUFAU, M.L. Corticotropin-releasing factor is produced by
rat Leydig cell and has a major local anti-reproductive role in the testis. Endocrinology,
v.127, p.1541-1543, 1990.

FABBRI, A., DUFAU, M.L. Hormonal regulation of B-endorphin in the testis. Journal
Steriod Biochemistry, v.30, p.347-352, 1988.

FAWCETT, D.W., NEAVES, W.B., FLORES, M.N. Comparative observations on
intertubular lymphatics and the organization of the intersticial tissue of the mammalian testis.
Biology of Reproduction, v.9, p.500-532, 1973.

FELDMAN, R.S.; QUENZER, L.R. Serotonin. In: Fundamentals of
neuropsychopharmacology. Sinauer, 1984.

FRANCA, L. R.; RUSSELL, L. D. The testis of domestic mammals. Male reproduction: a
multidisciplinary overview. Ed. Madrid: Churchill Comunictions Europe Espafia, cap. 16, p.
198-219, 1998.

FRANCA, L.R., SILVA JR., V.A., CHIARINI-GARCIA, H., KOPROWSKY, S.G,
DEBELJUK, L. Histrometric evaluation of the testis and testosterone and FSH levels in Piau
boars, during testis development. In: Testis Worshop, XV, 1999, Louisville. The testis: from
stem cell to sperm function. Norwell: Serono Symposia USA,,1999. p.41(I-30).

FRUNGIERI, M.B.; GONZALEZ-CALVAR, S.I.; RUBIO, M.; OZU, M.; LUSTIG, L.
CALANDRA, R.S. Serotonin in golden hamster testes: testicular levels, immunolocalization
and role during sexual development and photoperiodic regression-recrudescence transition.
Neuroendocrinology, v. 69, p. 299-308, 1999.

GARERI, P.; FALCONI, U.; DE FAZIO, P.; DE SARRO, G. Conventional and new
antidepressant drugs in the elderly. Progress in Neurobiology, v.61, p.353-396, 2000.

GARERI, P.; STILO, G.; BEVACQUA, I; MATTACE, R.; FERRERI, G.; DE SARRO, G.
Antidepressant drugs in the elderly. Gen. Pharmac., v.30, p.465-475, 1998.

GAWIENOWKI, A.M., MERKER, J.W., DAMON Jr.,R.A. Alteration of sexual behavior and
sex accessory glands by p-chlorophenylalanine and testosterone. Life Science, v.12, p. 307-
315, 1973.

GODINHO, C.L. Andlise histométrica do testiculo e duracdo da espermatogénese em
gatos (Felis domestica), sexualmente maduros. Belo Horizonte: UFMG, ICB, 1999. 74p.
(dissertac@o, mestrado).

GONDOS, B.; BERNDSTON, R. H. Postnatal and pubertal development. In: RUSSELL, L.
D.; GRISWOLD, M. D. The sertoli cell. Ed. Clearwater: Cache River Press. cap. 4, p. 115-
154, 1993.

GRAHAME-SMITH, D.G. Tryptophan hydroxylation in brain. Biochemistry Biophysic
Research Communication, v.16, p.586, 1964.



472

GRISWOLD, M.D. Actions of FSH on mammalian Sertoli cells. In: RUSSELL, L.D.,
GRISWOLD, M.D. The Sertoli cell. Ed. Clearwater: Cache River Press, 1993. Cap. 23,
p.493-508.

HADDIJERI, N.; DE MONTIGNY, C.; CURET, O.; BLIER, P. Effect of the reversible
monoamine  oxidase-A  inhibitor befloxatone on the rat 5-hydroxytryptamine
neurotransmission. Eur J Pharmacol, v.19, n.343(2-3), p.179-192, 1998.

HAMON, M.; EMERIT, M. B. Les facteurs chimiques impliqués dans la différenciation
neuronale. In: RELIER, J.P.; LAULNGER, J.; SALLE, B.L. Médicine Périnatale (foetus et
nouveau-né). Paris: Médicine-Sciences. Flamarion, 1989. p.194-200.

HIEMKE, C; HARTTER, S. Pharmacokinetics of selective serotonin reuptake inhibitors.
Pharmacol Ther. v.85, p.11-28, 2000.

HEDGER, M. P.; KHATAB, S.; GONZALES, G.; DE KRETSER, D. M. Acute and shot-term
action of serotonin administration on the pituitary-testicular axis in the adult rat.
Reproduction fertility development, v. 7, p. 1101-1109, 1995.

HEIKKINEN, T.; EKBLAD, U.; PALO, P.; LAINE, K. Pharmacokinetics of fluoxetine
and norfluoxetine in pregnancy and lactation. Clinc. Pharmacol. Therap. v.71, n. 4, p. 330-
337, 2003.

HARVEY, R.A.; CHAMPE, P.C. Farmacologia Ilustrada. Ed. Artmed: Porto Alegre, 1998,
p.478.

HENDRICK, V.; STOWE, Z.N.; ALTSHULER, L.L.; MINTZ, J.; HWANG, S.;
HOSTETTER, A.; et al. Fluoxetine and norfluoxetine concentrations in nursing infants
and breast milk. Biol. Psychiatry, v. 50, p.775-782, 2001.

HOCHEREAU-DE REVIERS, M. T.; COUROT, M. Sertoli cell and development of
seminiferous epithelium. Ann. Biol. Anim. Biophys. v. 18, n. 2 B, p. 573-583, 1978.

HOCHEREAU-DE REVIERS, M.T., MONET-KUNTZ, C., COUROT, M. Spermatogenesis
and Sertoli cell numbers and function in ram and bulls. Journal Reproduction and Fertility
(Supplement), v.34, p.101-114, 1987.

HOCHEREAU-DE REVIERS, M.T.; PERREAU, C.; PISSELET, C.; LOCATELLI, A
BOSC, M. Ontogenesis of somatic and germ cells in sheep fetal testis. Journal Reproduction
and Fertility, v.103, p.41-46, 1995.

HOLSBOER, F.; BARDEN, N. Antidepressants and hypothalamic-pituitary-adrenocortical
regulation. Endocrine Reviews, v. 17, p. 187-205, 1996.

HYTTEL, J. Pharmacological characterization of selective serotonin reuptake inhibitors
(SSRIs). International Clinical Psychopharmacology, v. 9, suppl.1, p.19-26, 1994.

JOHNSON, L., THOMPSON, D.L. Age-related and seasonal variation in the Sertoli cell
population, daily sperm production and serum concentrations of follicle stimulating hormone,
luteinizing hormone and testosterone in stallions. Biology of Reproduction, v.29, p.777-



789,1983. 43

JOHNSON, L., CARTER, G.K., VARNER, D.D., TAYLOR, T.S., BLANCHARD, T.L.,
REMBERT, M.S. The relationship of daily sperm production with number of Sertoli cells and
testicular size in adult horses: role of primitive spermatogonia. Journal of Reproduction and
Fertility, v.100, p.315-321. 1994.

JOYCE, K.L., PORCELLLI, J., COOKE, P.S. Neonatal goitrogen treatment increased adult
testis size and sperm production in the mouse. Journal of Andrology, v.14, p. 448 - 455,
1993.

KALLA, N.R. Demonstration of direct effect of serotonin on rat Leydig cell. Andrologia,
v.11, p. 259-262, 1979.

KARL, J., CAPEL, B. Sertoli cells of mouse testis originate from the coelomic epthelium.
Developmental Biology, v.203, p.323-333, 1998

KIM, J.; RIGGS, K.W.; MISRI, S.; KENT, N.;OBERLANDER, T.F.,GRUNAU, R.E,;
FITZGERALD, C.; RURAK, D.W. Stereoselective disposition of fluoxetine and norfluoxetina
during pregnancy and breast-feeding. British J. Clin Pharmacol., v.62, p.155-163, 2005.

KNOL, B. W. Stress and endocrine hypothalamus-pituitary-testis system: a review. The
Veterinary Quaterly, v. 13, p. 104-114, 1991.

KOPS, S.K.; THEOHARIDES, T.C.; CRONIN, C.T., KASHGARIAN, M.G.; ASKENASE,
P.W. Ultrastructural characteristics of rat peritoneal mast cells undergoing

differential release of serotonin without histamine and without degralulation. Cell and tissue
research, v.262, p.415-424. 1990.

KRISTENSEN, J.H., ILETT, K.F.; HACKTETT, L.P.; YAPP, P.; PAICH, M.; BEGG, E.J.
Distribution and excretion of fluoxetine and norfluoxetina concentrations in human milk. Br.
J. Clin. Pharmacol., v. 48, p. 521-527, 1999.

LABBATE, L. A.; GRIMES, J. B.; ARANA, G. W. Serotonin reuptake antidepressant effects
on sexual function in patients with anxiety disorders. Biology Psychiatry, v. 43, p. 904-907,
1998.

LARSSON, C. SYDSJO, G.; JOSEFSSON, A. Health, sociodemografic data, and pregnancy
outcome in women with antepartum depressive symptoms. Obstet. Gynecol. v.104, p.459-
466, 2004.

LESAGE, J.; BERNET, F.; MONTEL, V.; DUPOUY, J. P. Hypothalamic metabolism of
neurotransmitters (serotonin, norepinephrine, dopamine) and NPY, and gonadal and adrenal
activities, during the early postnatal period in the rat. Neurochem. Res., v. 21, p. 87-96, 1996.

LEVIT, P.; HARVEY, J. A.; FRICOLMAN, E.; SIMANSKY, K.; MURPHY, E. H. News evi-
dense of neurotransmitter influences on brain development. Trends Neurosci. v.20, p.269-
274, 1997.

LI, Q; LEVY, A. D., CABRERA, T. M.; BROWNFIELD, M. S.; BATTAGLIA, G.;VAN DE
KAR, L. D. Long-term fluoxetine, but not desipramine, inhibits the ACTH and oxytocin res-



44

ponses to the 5-HT 4 agonist, 8-OH-DPAT, in male rats. Brain Research, v. 630, p. 148-156,
1993.

MADEQO, B.; BETTICA, P.; MILLER, S.; BALESTRIERI, A.; GRANATA, A.R.; CARANI,
C.; ROCHIRA, V. The effects of citalopram and fluoxetine on sexual behavior in healthy men:
evidence of delayed ejaculation and unaffected sexual desire. A randomized, placebo-
controlled, double-blind, double-dummy, parallel group study. J Sex Med, v.5, p.2431-2441,
2008.

MAGALHAES, C.P.; LIMA, L.O.; SILVA, M.C.; MARINHO, S.M.O.C.; NASCIMENTO,
E.; SILVA, C.M.; SOUZA, S.L.; MANHAES-DE-CASTRO, R. Efeitos do tratamento
neonatal com inibidor seletivo de recaptura da 5-HT sobre o desenvolvimento anatomico
cranio-encefélico. Arq Neuropsiquiatr., v.64, p.990-993, 2006.

MARGORIS , A.N., KOUKOULIS, G., GRINO, M., CHROUSOS, G.P. In vitro-perifused rat
testes secrete -endorphin and dynorphin: their effect on testosterone secretion. Biology of
Reproduction, .40, p.776-784, 1989.

MATUSZCYK, J. V.; LARSSON, K.; ERIKSSON, E. The selective serotonin reuptake
inhibitor fluoxetine reduces sexual motivation in male rats. Pharmacology Biochemistry and
Behavior, v. 60, p. 527-532, 1998.

MEACHEM, S.J., MCLACHLAN, R.., DE KRETSER, D.M., ROBERTSON, D.M.,
WREFORD, N.G. Neonatal exposure of rats to recombinant follicle stimulating hormone

increases adult Sertoli and spermatogenic cell numbers. Biology of Reproduction, v.54, p.36-
44, 1996.

MERCHANT-LARIOS, H., MORENO-MENDOZA, N. Mesonephric stromal differentiate
into Leydig cell in the mouse fetal testis. Experimental Cell Research, v.244, p.230-238,
1998.

MOSSNER, R; LESCH, K-P. Role of serotonin in the immune system and in neuroimmune
interactions. Brain, Behav. Immu., v.12, p.249-271, 1998.

MORIN, L. P. Serotonin and the regulation of mammalian circadian rhythmicity. In: The
finnish medical society duodecim, ann med, p.12-33, 1999

MORRISON JL, RIGGS KW, RURAK DW. Fluoxetine during pregnancy: impact on fetal
development. Reprod Fertil Dev. 2005;17(6):641-50.

MURRAY, M.J.; HOOBERMAN, D. Flouxetine and prolonged erection. American journal
of psychiatry, v.150, p.167-168, 1993.

NAUMENKO, E. V.; SHISHKINA, G. T. Role of serotonin in feedback control of
hypothalamic-pituitary-testicular complex in male rat. Neuroendocrinology, v. 26, p. 359-
366, 1978.

NONACS, R.; COHEN, L.S. Depression during pregnancy: diagnosis and treatment options.
J. Clin Psychiatry, v.63, Suppl. 7, p.24-30, 2002



45

ORTH, J.M., BOEHM, R. Endorphin suppresses FSH-stimulated proliferation of isolated
neonatal Sertoli cells by a pertussis toxin-sensitive mechanism. Anatomical Record, v.226,
p.320-327, 1990.

ORTH, J. M. Cell biology of testicular development in fetus and neonate. In: Desjardins C,
Ewing L.L. (Eds), Cell and Molecular Biology of the Testis, 1st ed, New York: Oxford
University Press, p. 3-42, 1993.

ORTH, J. M. Proliferation of sertoli cells in fetal and postnatal rats: a quantitative
autoradiographic study. Anatomical Record, v. 203, p. 485-492, 1982.

ORTH, J. M. The role of follicle stimulating in controlling sertoli cell proliferation in testis of
fetal rats. Endocrinology, v. 115, p. 1248-1255, 1984.

ORTH, J.M. FSH-induced Sertoli cell proliferation in the development rat is modified by
B-endorphin produced in the testis. Endocrinology, v.119, p.1876-1878. 1986.

ORTH, J.M., HIGGINBOTHAM, C., SALISBURY, R. Hemicastration causes and
testosterone prevents enhanced uptake of 3H-thymidine by Sertoli cells in testis of immature
rats. Biology of Reproduction, v.30, p. 263-270, 1984.

ORTH, J. M.; GUNSALUS, G. L.; LAMPERTI, A. A. Evidence from sertoli cell depleted rats
indicates that spermatid number in adults depends on numbers of sertoli
cells produced during perinatal development. Endocrinology, v. 122, n. 3, p. 787-794, 1988.

ORTH, J.M., JESTER, W.F. NCAM mediates adhesion between gonocytes and Sertoli
cells in cocultures from testes of neonatal rats. Journal of Andrology, v.16, p. 389-399, 1995.

PAULA, T.A.R. Andlise histométrica e funcional dos testiculos de capivara
(Hydrochoerus hydrochaeris) adultas. Belo Horizonte: UFMG, ICB, 1999. p.84 (tese,
doutorado).

PELLINIEMI, L.J., FROJDMAN, K., PARANKO, J. Embryological and prenatal
development and function of Sertoli cell. In:RUSSELL, L.D., GRISWOLD, M.D. (Eds.). The
Sertoli cell. Ed. Clearwater: Cache River Press, 1993. Cap.3, p.87-113.

PEREIRA, J. D.; CARICATI-NETO, A.; JURKIEWICZ, A.; JURKIEWICZ, N. Decreased
noradrenergic and serotonergic reactivity of vas deferens of newborn rats from mothers treated
with the serotonin reuptake inhibitor fluoxetine during pregnancy and breast-feeding. Life
Sciences 81 (2007) 1501-1508.

PERRY, K. W.; FULLER, R. W. Fluoxetine increases norepinephrine release in rat
hypothalamus as measured by tissue levels of MHPG-SO,4 and microdialysis in conscious rats.
Journal of neural transmission, v. 104, p. 953-966, 1997.

PINTAR, J.E., SCHACHTER, B.S., HERMAN, A.B., DURGERIAN, S., KRIEGER, D.T.
Characterization and localization of proopiomelanocortin messenger RNA in adult rat testis.
Science, v.225, p.632-634, 1984.

POCCIA, D. Molecules of the somatic cells. In: POCCIA, D. Molecular biology intelligence



46

unit; molecular aspects of spermatogenesis. Austin: R.G.Landes Company, 1994.Cap.4,
p.75-90.

POHLAND, R.C.; BYRD, T.K.; HAMILTON, M.; KOONS, J.R. Placental transfer and fetal
distribution of fluoxetine in the rat. Toxicol Appl Pharmacol. Apr;98(2):198-205. 1989.

RANG, H.P.; DALE, M.M.; RITTER, J.M. Farmacologia. Rio de Janeiro: Guanabara Koogan,
2001. p.703.

RENYI, L. The effect of selective 5-hydroxytryptamine uptake inhibitors on 5-methoxy-N,M-
dimethyltryptamine-induced ejaculation in the rat. Brazilian Journal Pharmacology, v. 87,
p. 639-648, 1986.

ROCHA, D. M. C.; DEBELJUK, L.; FRANCA, L. R. Exposure to constant light during testis
development increases daily sperm production in adult wistar rats. Tissue e Cell, v. 31, p. 372-
379, 1999.

ROOSEN-RUNGE, E.C. The process of spermatogenesis in animals. Cambridge: Academic
Press, 1977. 123p.

RUSSELL, L.D. Form, dimensions, and cytology of mammalian Sertoli cells. In: RUSSELL,
L.D., GRISWOLD, M.D. The Sertoli cell. Ed. Clearwater: Cache River Press, 1993. Cap.1, p.
1-38.

RUSSELL, L.D., BARTKE, A., GOH, J.C. Postnatal development of the Sertoli cell barrier,
tubular lumen, and cytoskeleton of Sertoli and myoid cells in the rat, and their relationship to
tubular fluid secretion and flow. The American Journal of Anatomy, v.184, p.179-189,
1989.

RUSSELL, D. L.; ETTLIN, R. A.; SINHA HIKIM, A. P.; CLEGG, E. D. Mammalian
spermatogenesis. In: RUSSELL, D. L.; ETTLIN, R. A.; SINHA HIKIM, A. P.; CLEGG, E. D.
(eds). Histological and histopathological evaluation of the testis. Bolesta: Cache River
Press. Cap. 1, p. 1-40, 1990.

RUSSELL, L.D., GRISWOLD, MD. The Sertoli Cell. Clearwater: Cache River Press,
(1993).801p.

SANDERS-BUSH, E.; MAYER, S.E. Agonistas e antagonistas dos receptores da 5-
hidroxitriptamina (serotonina). In. GOODMAN, L.S., (9.ed.). As bases farmacoldgicas da
terapéutica. México: Mc Graw-Hill Companies, 1996. cap.11, p. 183-194.

SANDERS-BUSH, E.; MARTIN, L. Storage and release of serotonin. OSBORNE,N.N.
(Eds) 1982

SANDERS-BUSH, E.; MAYER, S.E. 5-Hydroxytryptamine (Serotonin): Recptor agonists and
antagonists. In:The pharmacological basis of therapeutics. Ed. New York: MacGraw-
Hill,2001, cap.11, p.269-290.

SEGAL, S; SADOVSKY, E.; PALTI, Z.; PFEIFER, Y.; POLISHUK, W. Serotonin and 5-



47
hydroxyindoleacetic acid in fertile and subfertile men. Fertility and Sterility, v.26,

p.314-316, 1975.

SETCHELL, B.P. Male reproductive organs and semen. In: CUPPS, P.T. Reproduction in
Domestic Animals. 4th Ed. San Diego: Academic Press, Inc.,1991. cap. 6, pp. 221-250.

SHAHA, C., LIOTTA, A.S., KRIEGER, D.T., BARDIN, C.W. Ontogeny of immunoreactive
B -endorphin in fetal, neonatal, and pubertal testes from mouse and hamster. Endocrinology,
v. 114, p.1584-1591. 1984

SHARPE, R.M. Regulation of spermatogenesis. In: Knobil. E, Neill, J.D. (Eds.). The
physiology of reproduction, ed.2, New York: Raven Press, 1994. v.1, cap 22, p.1363-1434.

SHARPE, B., PEKARY, E.A., MEYER, N.V., HERSHMAN, J.M. B-endorphin in male rat
reproductive organs. Biochemical and biophysical research communications, v.95, p.618-
623, 1980

SHISHKINA, G.T.; BORODIN, M.P. Involvement of brain serotonin in regulation of
sexual maturity in males rats. Neuroscience Behavior Physiology, v. 19, p. 145-149, 1989.

SHU-DONG, T., PHILLIPS, D.M., BARDIN, C.W., HALMI, N., LIOTTA, A.S.,
MARGIORIS, A., KRIEGER, D.T. ACTH and B-endophin-relates peptides are present in
multiple sites in reproductive tract of the rat. Endocrinology, v.110, p.2204-2206, 1982a.

SHU-DONG, T., PHILLIPS, D.M., HALMI, N.,KRIEGER, D., BARDIN, C.W. B-Endorphin
is present in the male reproductive tract of five species. Biology of Reproduction, v.27,
p.755-764, 1982b.

SIMON, G.E.; CUNNINGHAM, M.L.; DAVIS, L.R. Outcomes of prenatal antidepressant
exposure. Am. J. Psychiatry. v.159, p. 2055-2061, 2002.

SINGH, J..HANDELSMAN, D.J. Neonatal administration of FSH increase Sertoli cell
numbers and spermatogenesis in gonadotrophin-deficient (hpg) mice. Journal of
Endocrinology, v.151, p.37-48, 1996

STEINBERG, A, STEINBERG, E. Replication pattern of Sertoli cells in maturing rat testis in
vivo and in organ culture. Biology of Reproduction, v.4, p.84-87, 1971.

SZELE, F.G.; MURPHY, D.L.; GARRICK, N.A. Effects of fenfluramine, M-
chlorophenylpiperazine, and other serotonin agonist and antagonist on penile erections in
nonhuman primates. Life science, v.43, p.1297-1303, 1988.

TINAJERO, J.C.; FABBRI, A.; DUFAU, L. Regulation of corticotropin-releasing factor
secretion from Leydig cells by serotonin. Endocrinology, v.130, p.1780-1788, 1992.

TINAJERO, J.C.; FABBRI, A.; DUFAU, L. Serotonergic inhibition of rat Leydig cell function
by propanolol. Endocrinology, v.133, p.257-264, 1993.

TORRES, G.; HOROWITZ, J. M.; LAFLAMME, N.; RIVEST, S. Fluoxetine induces the
transcription of genes encoding c-fos, corticotropin-releasing factor and its type 1 receptor in
rat brain. Neuroscience, v. 87, p. 463-477, 1998.



48

ULISSE, S.; JANNINI, E.A.; CAROSA, E.; PIERSANTI, D.; GRAZIANO, F.M.;
D’ARMIENTO, M. Inhibition of aromatase activity in rat Sertoli cells by thyroid hormone.
Journal of Endocrinology, vol. 140, pag. 431-436, 1994.

URRY, R. L.; DOUGHERTY, M. S. Inhibition of rat spermatogenesis and seminiferous tubule
growth after short-term and long-term administration of a monoamine oxidase inhibitor.
Fertility and Sterility, v. 26, p. 232-238, 1975.

VAN HASTER, H.L., DE JONG, F.H., DOCTER, R., DE ROOIJ, D.G. The effect of
hypothyroidism on Sertoli cell proliferation and differentiation and hormone levels during
testicular development in the rat. Endocrinology, v.131, p. 1574 - 1576, 1992.

VAN VORSTENBOSCH, C.J.A.H.V.; SPEK, E.; COLENBRANDER, B.; WENSING, C.J.G.
The ultrastructure of normal fetal and neonatal pig testis germ cells and the influence of fetal
decapitation on germ cell development. Development, v.99, p. 553-563, 1987.

VERBEUREN, T.J. Syntesis, storage, release, and metabolism of 5-hydroxytryptamine. In:
Fozard, J.R.(ed) The peripheral action of 5-hydroxytriptamine. Oxford University Press,
Oxford,p.1-25, 1989

VERGOUWEN, R.P., JACOBS, S.G.P.M., HUISKAMP, R., DAVIDS, J.A., DE ROOIJ, D.G.
Proliferative activity of gonocytes, Sertoli cells and interstitial cells during testicular
development in mice. Journal of Reproduction and Fertility, v.93, p. 233-243, 1991.

WALDINGER, M. D.; OLIVIER, B. Selective serotonin reuptake inhibitor-induced sexual
dysfunction: clinical and research considerations. International Clinical of
Psychopharmacology, v. 12, suppl. 6, p. S27-33, 1998.

WHITAKER-AZMITIA, P.M.; AZMITIA, E.C. Astroglial 5-HT1A receptors and S-100 in
development and plasticity. Persp. Dev. Neurobiol., v.2, n.3, p.233-38, 1994.

YEGHIAYAN, S.K.; ANDERSEN, S.L.; BALDESSARINI, R.J. Lack of effect of chronic
clorgyline or selegiline on dopamine and serotonin transporters in rat caudate-putamen or
nucleus accumbens. Neuroscience Letters, v.236, p.147-150, 1997.

YOON, D.J., SKLAR, C., DAVID, R. Presence of corticotropin-releasing factor in rat testis.
Endocrinology, v.122, p.759-761, 1988.

ZIFA, E; FILLION,G. 5-hidroxytryptamine receptors. A review J. Pharm Pharmacol. V. 44,
p- 401-408, 1992.



Intervencao farmacologica neonatal sobre sistema serotoninérgico utilizando cloridrato
de fluoxetina: repercussao sobre parametros produtivos e celulares no testiculo de ratos

Wistar adultos

MONTEIRO FILHO, W.O.; PINTO, C.F.; DE TORRES, S.M.; MANHAES-DE-CASTRO,
R;
SILVA JUNIOR, V.A.
Universidade Federal Rural de Pernambuco, Recife-PE, Brasil

Autor para correspondéncia:

Prof. Dr. Valdemiro Amaro da Silva Jinior

Universidade Federal Rural de Pernambuco

Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal — Area de Histologia
E-mail: valdemiroamaro @bol.com.br

Fone (081) 33206390 / (081) 99898246

RESUMO
Neste trabalho, o sistema serotoninérgico em ratos Wistar neonatos foi manipulado através de
um inibidor seletivo da recaptacdo de serotonina (ISRS), a fluoxetina, com o propdsito de
observar a repercussdo sobre parametros testiculares em animais adultos. Trinta animais
foram distribuidos de acordo com os tratamentos: controle (n=6), tratados com 1mg/kg (n=6),
Smg/kg (n=6), 10mg/kg (n=6) e 20mg/kg (n=6) de fluoxetina (IP). Aos 150 dias, os animais
foram anestesiados e perfundidos intracardiacamente com solugdo fixadora. Os testiculos
foram processados rotineiramente para inclusdo em resina pldstica a base de glicol
metacrilato. Cortes histolégicos de 4um de espessura foram corados em azul de
toluidina/borato de s6dio a 1% e analisados histometricamente. A manipula¢do neonatal do
sistema serotoninégico com fluoxetina reduziu o peso testicular bruto e liquido, volume de
tibulos e epitélio seminiferos. O diametro tubular foi reduzido nos animais tratados com
20mg/Kg o que gerou aumento no comprimento total de tibulos seminiferos neste grupo. Nao
foram observadas alteragdes morfométricas na populacdao de células de Sertoli, produgdao
espermadtica didria e eficiéncia do processo espermatogénico. Concluiu-se que a intervengdo
farmacoldgica neonatal sobre o sistema serotoninérgico ndo interferiu nos parametros

morfométricos produtivos do testiculo de ratos adultos.

Palavras-chave: Rato, testiculo, células de Sertoli, produ¢do espermatica, fluoxetina.
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ABSTRACT

In this work, the serotoninergic system in newborn Wistar rats was manipulated by serotonin
re-uptake selective inhibitor (SRSI), fluoxetine, with purpose of observe the repercussion on
testicular parameters in adults animals. Thirty animals were distributed according to
treatment: control (n=6), treated with 1mg/kg (n=6), Smg/kg (n=6), 10mg/kg (n=6) e 20mg/kg
(n=6) of the fluoxetine (IP). Around to 150 days, the animals were anesthetized and infused
intra-cardiac with fixative solution. Testis were routinely processed for inclusion in plastic
resin (metacrilato glicol). Histological sections with 4um of the weight were stained by
toluidina blue/sodium borate 1% and analyzed histometrically. The manipulation of
serotoninergic system with fluoxetine reduced the crude and liquid testicular weight,
epithelium and seminiferous tubule volume. Tubular diameter was reduced in animals treated
with 20mg/Kg this fact generated increase in the seminiferous total length in this group.
Morphometrical alterations in Sertoli cell population, daily sperm production and
spermatogenic process efficiency not were observed in this work. In conclusion, neonatal
pharmacological intervention on serotoninergic system do not interfered in the testicular
morphometrical productive parameters in adults rats.

Key-words: Rat, testis, Sertoli cell, sperm production, fluoxetine.

Introducao

Durante os dltimos anos tem sido crescente o interesse sobre os efeitos colaterais
produzidos pela utilizagao de drogas que atuam sobre neurotransmissores cerebrais como a
serotonina, dopamina e noradrenalina. Esses efeitos colaterais podem ser estudados depois de
repetidas ou agudas administragdes das drogas através de inumeras metodologias. Ligacao do
neurotransmissor ao receptor, ativacdo da cinética enzimadtica, renovagdo e reutilizacdo dos
neurotransmissores € mudancas no comportamento representam algumas das metodologias
basicas envolvidas na mensuragdo destes efeitos. A avaliacdo do perfil dos efeitos colaterais
induzidos por antidepressivos e drogas neurolépticas € de particular interesse, uma vez que
tais avaliacdes podem dar importantes informagdes sob acao terapéutica destas drogas (Rényi,

1986).

Os inibidores da recaptacdo seletiva da serotonina (SSRIs) sdo os antidepressivos
mais freqlientemente prescritos para o tratamento da depressdo (Baldessarini, 1996). O
principal efeito colateral observado nas terapias antidepressivas utilizando os SSRIs
relaciona-se com disfuncdes sexuais (Balon, 1995; Waldinger e Oliver, 1998., Labbate et al.,

1998).

De acordo com Matuszceyk et al. (1998), ratos tratados com doses sub-cronicas de
fluoxetina apresentam redugdo significativa na motivagao sexual e um aumento na laténcia
ejaculatoria. Segundo Cantor et al. (1999), ratos tratados com doses cronicas de fluoxetina

tiveram respostas ejaculatérias diminuidas, porém esse efeito colateral foi atenuado através da
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administracdo de oxitocina. Em humanos as fungdes sexuais primdrias afetadas pelo uso de

antidepressivos SSRIs, acima de 3 meses, sdo o orgasmo e a ere¢ao (Rosen et al., 1999).

Inimeros estudos dao suporte ao papel estimulador exercido pela fluoxetina sobre o
eixo HPA. A administracdo aguda da fluoxetina e outros antidepressivos a ratos estimulou a
secrecdo de ACTH pela hipéfise e de corticosterona pela adrenal (o glicocorticéide primario
em roedores) em proporcao dose-dependente (Aarmario e Garcia-Marquez, 1987; Li et al.,
1993; Dinan, 1996). Dando consisténcia aos achados citados anteriormente, a fluoxetina
aumentou o conteido de CRH (Hormoénio liberador de corticotrofina) no sistema porta-
hipotalamico-hipofisdrio, reforcando a hipdtese de que este antidepressivo, em particular,
afeta toda a arvore limbica do eixo HPA (Hipotdlamo-Hipdfise-Adrenal) (Barden et al., 1995;
Holsboer e Barden, 1996). Segundo Torres et al. (1998) a fluoxetina desencadeia a transcricao
de genes c-fos, CRH e o seu receptor CRH; em varias regidoes do cérebro, particularmente no
nicleo paraventricular do hipotdlamo, o que corrobora os achados de Aarmario e Garcia-
Marquez (1987), Li et al. (1993), Dinan (1996), Barden et al. (1995), Holsboer e Barden
(1996). Além do aumento do conteido de CRH hipotalamico, Perry e Fuller (1997)
detectaram através da injecdo sist€mica, que a fluoxetina foi capaz de induzir a liberagdo de

noradrenalina no hipotdlamo de ratos.

De maneira geral a utilizacdo de antidepressivos sejam eles inibidores da MAO,
triciclicos ou SSRIs podem produzir supressio do eixo reprodutivo (Urry e Dougherty, 1975;
Perry e Fuller, 1997; Torres et al., 1998; Labbate et al., 1998). Esta supressdo ocorre pela
ativacdo simultanea do eixo HPA e do sistema simpético-adrenomedular através dos produtos
liberados por estes dois sistemas (Knol, 1991; Chrousos, 1998, Calogero et al., 1997). Os
fatores mais importantes envolvidos sdao o CRH, peptideos opidides enddgenos (EOP),

catecolaminas e glicocorticdides.

Apesar do vasto conhecimento sobre a acdo dessas aminas biogé€nicas (serotonina e
noradrenalina) no controle das funcdes reprodutivas do eixo hipotidlamo-hipé6fise-gonada e
diretamente na fungdo testicular em ratos maturos sexualmente (Urry e Dougherty, 1975;
Naumenko e Shishkina,1978; Das et al., 1982, 1985; Hedger et al., 1995), e dos efeitos
colaterais dos antidepressivos triciclicos (Baldessarini, 1996), até o presente momento,
nenhum estudo mais pormenorizado sobre a manipulacdo farmacoldgica do sistema
serotoninérgico durante o periodo critico do desenvolvimento testicular em ratos neonatos e

os seus reflexos no processo espermatogénico em ratos maturos sexualmente foi realizado.

De acordo com Lesage et al. (1996), ratos neonatos machos apresentam uma ativagdo

do eixo HPA e HPG (Hipotdlamo-hip6fise-gobnada) os quais podem estar temporalmente
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relacionados com o aumento do metabolismo intra-hipotalimico da serotonina, noradrenalina
e do NPY (neuropeptideo Y). O funcionamento do eixo HPG em ratos neonatos ¢&
determinante para mitose das células de Sertoli e estabelecimento da producdo espermatica

normal em individuos adultos (Rocha et al., 1999).

Evidéncias farmacolédgicas demostraram que a elevacdo cerebral no niveis de 5-HT
afeta a secrecdo de FSH (horménio foliculo estimulante) e (LH) hormonio luteinizante, por
inibir a liberacio de GnRH (Hormoénio liberador de gonadotrofina) no hipotdlamo, com
subseqiientes efeitos sobre o processo espermatogénico e esteroidogénese em ratos adultos
(Naumenko e Shishkina, 1978; Urry e Dougherty, 1975; Das et al., 1982; Das et al., 1985).

Em ratos neonatos, niveis adequados de FSH sdo cruciais para o estabelecimento da
populacdo de células de Sertoli, a qual esta diretamente relacionada com o tamanho do
testiculo e a produgdo espermatica (Franga et al., 2000).

Os efeitos provocados pela manipulacdo do sistema serotoninérgico durante o
periodo neonatal sobre o desenvolvimento testicular, levando-se em consideracdo todos os
dados acima, as inter-relagdes serotonina-antidepressivos € o sistema reprodutor e a larga
escala em que estas drogas estdo sendo utilizadas atualmente, carecem de melhores
investigagdes. Portanto, o presente estudo teve como objetivo avaliar os efeitos da
manipulacdo neonatal do sistema serotoninérgico através do inibidor seletivo da recaptura de
serotonina, o cloridrato de fluoxetina, durante o periodo critico do desenvolvimento testicular

e suas conseqiiéncias sobre a funcao testicular de ratos maduros sexualmente.

Animais, manipulacdes farmacoldgicas e desenho experimental.

Foram utilizados 30 ratos Wistar (Rattus norvegicus, var. albinus), mantidos em ciclo
claro/escuro de 12h com controle de umidade (50%) e temperatura (22°C), obtidos do biotério
do DMFA / UFRPE. A partir da previsdo de partos, os ratos neonatos foram escolhidos
aleatoriamente para composicdo dos seguintes grupos: I) grupo tratado com 1mg/Kg de
cloridrato de fluoxetina (6 ratos); II) grupo tratado com 5 mg/Kg de cloridrato de fluoxetina (6
ratos); II) grupo tratado com 10 mg/Kg de cloridrato de fluoxetina (6 ratos); IV) grupo

tratado com 20 mg/Kg de cloridrato de fluoxetina (6 ratos); V) grupo controle (6 ratos).
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Os animais dos grupos tratados receberam doses de cloridrato de fluoxetina por quilo
de peso corporal por via intraperitoneal (Nowakowska et al., 1997; Matuszcyk et al., 1998;
Gandarias et al., 1999; Frank et al., 2000). Os tratamentos foram iniciados com 1 dia de idade
e finalizados aos 21 dias de idade dos ratos. O grupo controle recebeu, no mesmo periodo,
somente a solugdo veiculo (dgua deionizada estéril) utilizada para a dilui¢do do cloridrato de
fluoxetina.

Os animais dos grupos de tratamento permaneceram com as maes em caixas
individuais até 21 dias apds o nascimento. Apos o desmame cada grupo foi dividido em lotes
de cinco animais por caixa e receberam racdo peletizada, com niveis nutricionais adequados e
agua ad libitum até o final do experimento.

A pesagem dos animais foi feita diariamente durante os primeiros 21 dias do
experimento, para acompanhamento da curva de crescimento corporal e para cdlculo didrio
das doses dos antidepressivos.

Perfusao tecidual e processamento histologico.

Aos 150 dias de idade, os ratos de cada grupo foram anestesiados, por injecao
intraperitoneal de tiopental sédico (50mg/kg), heparinizados (125U1/100g de peso corporal) e
submetidos a perfusdo intracardiaca com solugdo fisiolégica de NaCl a 0,9% acrescida de
heparina sédica (500 Ul/litro) por um periodo de tempo entre 5 e 10 minutos. Apds a lavagem
do sistema vascular, os animais foram perfundidos com glutaraldeido a 4% em tampao fosfato
0,01M, pH 7,4 durante 5 a 10 minutos. Os testiculos e epididimos foram removidos, pesados
em balanca digital modelo Kern 410 com precisdo de quatro de casas decimais. Os testiculos
foram utilizados para as andlises microscOpicas. Apds as mensuracdes os mesmos foram
seccionados em fragmentos com até 2mm de espessura e re-fixados em glutaraldeido a 4%,
em tampao fosfato (0,01M - pH 7.4), por duas horas, a 5° C. Em seguida, os fragmentos
foram desidratados em série crescente de dlcoois e incluidos em resina pldstica a base de
glicol metacrilato. Foram obtidos cortes histolégicos de 4 um de espessura em micrétomo
rotativo de 1lamina de vidro, corados em azul de toluidina/borato de sdédio e analisados em
microscopio Zeiss binocular modelo Axiostar.

A andlise histométrica dos testiculos, determinag¢do do nimero de células de Sertoli e o
cdlculo da producdo espermadtica didria estimada através da histologia quantitativa dos
testiculos foram executadas de acordo com metodologia descrita por Silva Junior et al. (2006)
e Moraes et al. (2009).

Proporc¢oes volumétricas (%) e volume dos componentes do testiculo
As propor¢des volumétricas dos constituintes do parénquima testicular foram

estimadas a partir 6615 pontos por animal, utilizando-se reticulo com 441 intersec¢oes



(pontos), em aumento de 400x. Uma vez que o testiculo pode ser dividido em dois
compartimentos, tubular e intertubular, do primeiro foram avaliados a tunica proépria, o
epitélio seminifero e o lume; enquanto no segundo foram investigados as células de Leydig,
células e fibras do tecido conjuntivo, vasos sangiiineos e linfaticos. O volume de cada
componente testicular, expresso em mL, foi estimado a partir do conhecimento do percentual
ocupado pelos mesmos no testiculo e do conhecimento do volume liquido do testiculo. O
valor deste ultimo foi obtido subtraindo-se do peso bruto do testiculo o peso da tdnica
albuginea e do mediastino testicular. Como a densidade do testiculo € em torno de 1 (1,03 a
1,04); Franca (1992), o peso do testiculo foi considerado igual ao seu volume. O peso liquido
do testiculo em ratos foi determinado pela reducdo de 6,5% do peso bruto referente ao
somatério do percentual de peso da albuginea e mediastino alocados ao testiculo (Franca e

Russell, 1995).

Diametro tubular, altura do epitélio seminifero e comprimento total dos tibulos
seminiferos.

O diametro tubular médio por animal foi obtido a partir da mensuracio ao acaso de 30
seccoes transversais de tubulos seminiferos que apresentavam contorno o mais circular
possivel. Estas medidas ndo levaram em consideracdo o estddio do ciclo e foram realizadas
utilizando-se régua micrométrica Olympus adaptada a uma das oculares de 10x, em aumento
de 100x. Nas mesmas sec¢des utilizadas para se medir o didmetro tubular foi mensurado a
altura do epitélio seminifero, a qual foi tomada da membrana basal até o lume tubular. O valor
encontrado para a altura do epitélio em cada tdbulo representa a média de duas medidas
tomadas de forma diametralmente opostas.

O comprimento total dos tibulos seminiferos (CT) por testiculo expresso em metros
foi estimado a partir do conhecimento do volume ocupado pelos tibulos seminiferos no
testiculo e do didmetro tubular médio obtido para cada animal. A seguinte foérmula foi
empregada (Attal e Courot, 1963; Dorst e Sajonski, 1974):

VTS
T R?

CT =

VTS = Volume total de tibulos seminiferos;

nR? = Area da seccao transversal dos tubulos seminiferos (R = didmetro tubular/2)
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Contagem da populacio de células de Sertoli e da linhagem germinativa por sec¢io
transversal de tibulos seminiferos

A estimativa dos diferentes tipos celulares que compdem o epitélio seminifero no
estadio VII do ciclo, classificado de acordo com o método acrossdmico Russel et al. (1990)
foi feita a partir de contagens dos nucleos das células germinativas e de nucléolos das células
de Sertoli. Nestas contagens, foram utilizadas no minimo 10 seccdes transversais de tibulos
seminiferos para cada animal. Os nucleos dos seguintes tipos celulares foram contados:
espermatocitos I, na fase de preleptéteno/ leptoteno (SPT I PI/L); espermatdcitos I, na fase de

paquiteno (SPT I P); espermétides arredondadas (SPD Ar); nucléolo de células de Sertoli.

Com excecao dos nucleos das células de Sertoli, as contagens obtidas foram corrigidas
para o diametro nuclear e espessura do corte histologico, utilizando-se a seguinte formula de

Abercrombie (1946) modificada por Amann e Almiquist (1962):

Espessura do corte

DM* DM?
Espessura do corte + 5 — A

O diametro nuclear médio (D.M.) representa a média das medidas dos diametros de 10

Niimero corrigido = contagem obtida X

nucleos do tipo celular estudado, para cada animal. Os didmetros nucleares foram medidos
com o auxilio de uma régua micrométrica Olympus adaptada a uma das oculares de 10x e
acoplada a objetiva de 100x, propiciando um aumento final de 1000x. No caso das
espermatogoOnias do tipo A que apresentam nucleos ovdides, o valor utilizado foi aquele
obtido pela média entre diametro nuclear maior e menor. Os nimeros de células de Sertoli
foram corrigidos para o diametro nucleolar e espessura do corte histolégico, em virtude disto,
contabilizaram-se exclusivamente células de Sertoli com nucléolo visivel, o que proporcionou
aplicagdo da mesma férmula citada anteriormente. Com a finalidade de avaliar a eficiéncia do
processo espermatogénico e das células de Sertoli nos animais tratados e controle, foram
estimadas as razdes entre os numeros corrigidos de células da linhagem espermatogénica e
entre estes nimeros e o numero de células de Sertoli no estddio VII ciclo. As seguintes razdes
foram obtidas: espermatides arredondadas/ nucléolo de células de Sertoli, obtendo-se o indice
de célula de Sertoli que mede a eficiéncia desta célula; nimero total corrigido de células
germinativas/ nucléolo de células de Sertoli, obtendo-se a capacidade total de suporte da

célula de Sertoli.
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A estimativa do nimero de células de Sertoli por testiculo foi realizada a partir do
nimero corrigido de nucléolos de células de Sertoli por seccdo transversal de tibulo
seminifero no estadio VII e comprimento total de tibulos seminiferos por testiculo, segundo a

férmula empregada por Hochereau-de Reviers e Lincoln (1978):

Comp.Tot. Tub. Sem.x Num. Cor. Nucl. CS | Sec. Transv.

Espessura do Corte

Numero CS [ Testiculo =

Onde, Nimero CS Testiculo = Numero de células de Sertoli por testiculo; Comp. Tot. Tub.
Sem. = Comprimento total de tibulos Seminiferos (um); Num. Cor. Nucl. CS Sec. Transv. =
Numero corrigido de nucléolos de células de Sertoli por seccdo transversal; Espessura do
corte (um). A produgado espermatica didria por testiculo e por grama de testiculo foi obtida de
acordo com Rocha et al. (1999) e Silva Jr. et al. (2006):

N°? Total CS Testiculox N® AR X Freq. R el. Est. VII
Duragdo do Estdagio VII

PED =

Onde, PED = produc¢io espermética didria; N° Total CS Testiculo = Numero total de células
de Sertoli por testiculo; N° AR = Numero de espermatides arredondas no estagio VII; Freq.

Rel. Est. VII = freqiiéncia relativa do estdgio VII; Duracdo do estdgio (dias).

Analise Estatistica

Dependendo da tendéncia normal dos resultados obtidos, utilizou-se testes
paramétricos ou ndo paramétricos. Para os dados considerados normais foi utilizado o teste de
Andlise de Variancia (ANOVA), com post-hoc de Tukey-Kramer como teste de multiplas
comparacdes, visando analisar quais grupos diferiram entre si. Caso os dados ndo seguissem
uma tendéncia normal, foi utilizado o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, com post-hoc
de Dunn. Em todas as andlises realizadas, os dados foram expressos através de estatistica
descritiva de tendéncia de centralidade e dispersdao (média e desvio padrdo). O tratamento

estatistico foi delineado com nivel de significancia para p < 0,05.

Resultados e Discussao

No presente experimento nao se observou diferencga significativa no peso corporal
final entre os grupos controle e tratados com diferentes doses de cloridrato de fluoxetina. Por

outro lado, € conveniente salientar que neste experimento a administracdo do antidepressivo

56



foi feita nos primeiros 21 dias pos-natal e a avaliacdo feita aos 150 dias de idade. Silva Junior
et al. (2008) observaram redug¢do do peso corporal ao final deste periodo de tratamento.
Estudos anteriores utilizando citalopram e fluoxetina, administrados via subcutanea durante o
periodo citado anteriormente, reduziu a curva de ganho de peso nos animais (Deir6 et al.,
2004; Mendes da Silva et al., 2002). Este efeito pode ser atribuido a acdo inibitéria da
serotonina sobre a ingesta alimentar (Simansky, 1996), muito embora, tenha sido relatado por
Morrison et al., (2005) uma reducdo na altura das vilosidades intestinais causada pela
administracao de inibidores seletivos da recaptura de serotonina o que reduziria a absor¢ao de
nutrientes. Apesar deste fendmeno de redug¢do de ganho de peso ter sido bem relatado no
periodo critico de desenvolvimento pds-natal em ratos, a interrup¢ao do tratamento parece
influenciado na recuperacdo do peso dos animais, uma vez que, ndo se observou diferenca nos
pesos dos animais no presente experimento.

O peso testicular dos animais tratados durante os primeiros 21 dias pds-natal e
avaliados aos 150 dias teve redugdo significativa de 8%, 10%, 14% e 13% entre os grupos
tratados com doses crescentes de fluoxetina (1-20mg/Kg) e o grupo controle. Também foi
observado reducdo de peso testicular nos animais tratados com 10mg/Kg em relacdo aos
submetidos a menor dosagem de fluoxetina (1mg/Kg). De acordo com Franca e Russell
(1998) o peso testicular € um parametro morfométrico com correlacdo direta e positiva com
outros parametros testiculares como comprimento total de tibulos seminiferos, populacao de
células de Sertoli, producdo espermdtica. E importante salientar também que, o testiculo
apresenta um rdpido crescimento durante o periodo fetal e neonatal; contudo cada populacdo
celular se expande em diferentes fases sob a influéncia de diferentes fatores sejam eles de
origem extra ou intra-testicular. Em ratos, este dois periodos sdo de grande importancia para o
estabelecimento do tamanho final do testiculo e da producdo espermatica no adulto (Orth,
1993). A célula de Sertoli apresenta um periodo proliferativo que se estende desde o momento
de diferenciacdo do testiculo na vida embriondria até o estabelecimento da puberdade, na
maioria das espécies (Gondos e Berndston, 1993). Portanto, durante este periodo a
populacdo de células de Sertoli € estabelecida e com isso pardmetros como peso testicular,
comprimento de tdbulos seminiferos e producdo espermadtica no individuo adulto (Silva
Junior et al., 2006; Silva Junior et al., 2008).

No que diz respeito ao peso epididimario e indice gonadossomatico ndo se constatou

diferenca estatistica, entre os grupos (Tabela 1).
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Tabela 1. Peso corporal e testicular final e IGS de ratos Wistar controles e tratados com diferentes doses

de Fluoxetina aos 150 dias de idade (Média + desvio padrio).

GRUPOS EXPERIMENTAIS
Controle (Img/kg) (5mg/kg) (10mg/kg) (20mg/kg)
Pariametros (n=6) (n=6) (n=6) (n=6) (n=6)
Peso Corporal (g) |397,7+70,7 387,33 £31,58 388,7+133 351,2+£28,0 388,5+39,7
Peso Testicular (g) 1,78 +0,11a 1,63 +0,06b 1,60 + 0,08bc 1,53+ 0,07¢c 1,55 +0,11bc
Epididimo(g) 0,63 0,05 0,62 +0,03 0,63 +0,03 0,60 +0,02 0,63 +0,05
IGS (%) 0,46 +0,09 0,42 +0,03 0,41 +£0,01 0,44 +0,05 0,40 +0,03

Letras diferentes na mesma linha equivalem a diferenca estatisticamente significativa (p<0,05).

Na avaliacdo dos parametros volumétricos testiculares foi observada uma reducdo
significativa do peso liquido do testiculo, volume testicular de tibulo seminifero nos animais
tratados com 5mg, 10mg e 20mg em relagdo ao grupo controle; e do epitélio seminifero nos
animais tratados com Img, Smg e 10mg em relacdo ao controle. Os demais parametros
volumétricos do parénquima testicular ndo sofreram alteragdes (Tabela 2). O percentual
volumétrico de tibulos seminiferos que ocupa o parénquima testicular em ratos é de 89%, o
qual estd diretamente correlacionado com o peso liquido do testiculo, volume de tdbulos
seminiferos, epitélio seminifero, comprimento total de tdbulos seminiferos e producdo
espermatica (Russell e Franca, 1995; Franca et al., 2005). No presente trabalho, observou-se
que a manipulac@o neonatal do sistema serotoninérgico no periodo critico do desenvolvimento
do desenvolvimento testicular alterou o volume dos tibulos seminiferos de maneira mais
acentuada nos animais tratados com doses a partir de 5Smg/Kg de fluoxetina com reducao
média deste parametro em torno de 13,42%. Estes resultados corroboram os achados de Silva
Junior et al. (2008). Os autores citados anteriormente manipularam o sistema serotoninérgico
de ratos neonatos durante os primeiros 21 dias pds-natal, utilizando fluoxetina, e analisaram
morfometricamente o testiculo no 22° dia pds-natal. Os mesmos obtiveram redugdo
significativa do volume de tibulos seminiferos, entretanto, € importante ressaltar que nesta
fase do desenvolvimento testicular, em ratos, a populagdo celular que influenciou diretamente

esta reducdo foi a de células de Sertoli.
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Tabela 2. Parametros volumétricos dos constituintes do parénquima testicular de ratos Wistar controles
e tratados com diferentes doses de Fluoxetina aos 150 dias de idade. (Média  desvio padrao).

GRUPOS EXPERIMENTAIS
Controle Fluoxetina Fluoxetina Fluoxetina Fluoxetina
Pardmetros (mb | () (Img/kg) (5me/kg) (10me/kg) (20me/kg)
(n=6) (n=6) (n=6) (n=6)
Peso.Liquido 1,67 £0,la 1,52 +£0,06b 1,49 *0,07b 1,42 £0,1b 1,44 +0,1b
Tib. Seminifero | 1,54 £0,12a 1,41 £0,06ab 1,35 £0,09b 1,31 £0,06b 1,34 +0,12b
Epit. Seminifero | 1,39 +0,11a 1,26 +0,06b 1,24 +0,09b 1,21 +0,07b 1,23 +0,10ab
Lume 0,11 £0,03 0,12 £0,04 0,08 £0,02 0,08 *0,05 0,08 0,03
Tunica. Prépria | 0,039 £0,006 0,033+0,009 0,033 £ 0,004 0,029 £ 0,006 0,028 £ 0,007
Leydig 0,024 £0,005 0,027 £0,006 0,034 £ 0,007 0,025 = 0,007 0,032 + 0,006
Cél. Conjuntivo. |0,003+0,003 0,003 0,001 0,003 £0,001 0,004 £ 0,003 0,002 + 0,002
Vaso Sanguineo |0,034£0,021 0,045+0,022 0,034+ 0,012 0,033 +£0,011 0,025 £ 0,008
Esp. Linfético. 0,066 £ 0,033 0,036 £0,020 0,072 £ 0,022 0,049 £ 0,016 0,046 £ 0,016

Letras diferentes na mesma linha equivalem a diferenca estatisticamente significativa (p<0,05).

No presente experimento contabilizou-se células do estdgio VII do ciclo do epitélio
seminifero, presentes em tibulos seminiferos com perfil mais arredondado. Neste estdgio
estdo presentes espermatogonias A, espermatdcitos I em fase de pré-leptéteno, espermatdceitos
I em fase de paquiteno, espermétides arredondadas e espermatides alongadas préximas do
lume. A populagdo celular por seccdo transversal de tibulo seminifero no estagio VII do
C.E.S. (ciclo do epitélio seminifero) estd contemplada na Tabela 3. De acordo com a
avaliacdo morfométrica ndo se observou diferenca estatisticamente significativa entre os

grupos experimentais.

Tabela 3. Populacio celular por seccao transversal de tiibulo seminifero no estagio VII do ciclo do
epitélio seminifero de ratos Wistar controles e tratados com diferentes doses de Fluoxetina aos 150
dias de idade. (Média * desvio padrio)

GRUPOS EXPERIMENTAIS

Controle Fluoxetina Fluoxetina Fluoxetina Fluoxetina

Pardmetros (n=6) (Imghkg)  (Gmgky  (0mgky  (0mgkg)
(n=6) (n=6) (n=6) (n=6)

Espermatogonia A 0,92 £ 0,35 0,77 £0,2 0,7+ 0,1 0,8+0,1 0,8+0,2
Nucléolo Cel. Sertoli 94 *+ 1,7 87+ 1,8 10,3+ 14 8,81+0,6 81+09
Cito I Pré-leptéteno 252 49 260t 3,2 246% 5,6 29,332 27,0%+1,7
Cito I Paquiteno 31,8 £ 5,1 273+ 6,9 28,5+ 3,6 28,822 28,524
Espermatide
Arredondada 83,5 +15,1 742+ 17,1 78,2 £ 10,1 80,8 +7,8 72,9£9,8
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Na tabela 4 podemos observar os valores referentes a pardmetros biométricos do
parénquima testicular, populacdo de células de Sertoli e produgdo espermaética por testiculo e
por grama de testiculo de ratos Wistar controles e tratados com diferentes doses de fluoxetina.

De acordo com os resultados da tabela 4 ocorreu reducio estatisticamente significativa
do didmetro tubular do grupo tratado com 20mg/Kg de fluoxetina em relagdo aos demais
grupos. O didmetro tubular e a altura do epitélio seminifero refletem diferentes graus da
atividade do epitélio, ocasionados por influéncia sazonal, pelo estabelecimento da puberdade,
ou por efeitos deletérios da idade avancada de drogas bociogénicas e de hormonios
gonadotréficos enddgenos e exdgenos o que os tornam parametros importantes na avaliacdo
quantitativa da espermatogénese, uma vez que existe correlacdo positiva entre o diametro
tubular e a atividade espermatogénica do testiculo (Moraes et al., 2009). De acordo com
Franca e Russell (1998), o diametro tubular médio ndo sofre alteracdo significativa apds o
estabelecimento da maturidade sexual e permanece aparentemente constante ao longo dos
estddios do ciclo do epitélio seminifero em determinada espécie, mesmo ocorrendo variagdes
expressivas, interespecificas e raciais.

Por outro lado, no que diz respeito a altura de epitélio seminifero foi observada
diferencga significativa entre os grupos tratados com 5Smg/Kg e 10mg/Kg de fluoxetina. Os
animais tratados com 10mg/Kg de fluoxetina tiveram reducdo de 16% na altura do epitélio
seminifero em relagdo aos animais tratados com a dose de Smg/Kg de fluoxetina. Os animais
tratados com a maior dose tiveram tendéncia de redu¢do em torno de 12% com relagdao ao
grupo tratado com S5mg/Kg de fluoxetina, muito embora, ndo se observou diferenca
significativa entre os grupos de tratados com fluoxetina e o grupos controle.

A altura do epitélio seminifero, na maioria de espécies domésticas, apresenta pequenas
variacOes relacionadas a composicdo variada das associa¢des celulares ou a possiveis
alteracoes no volume das células de Sertoli, observada em diferentes estdgios do ciclo do
epitélio seminifero (Franca e Russel, 1998). Ademais, diversos fatores etioldgicos podem
estar envolvidos no desenvolvimento da degeneragdo testicular, tais como idade avangada,
deficiéncias nutricionais, choque térmico, hormdnios, neoplasias, irradiacdo e trauma, entre
outros, que causam interrup¢cdo do processo espermatogénico que se caracterizam
inicialmente pela descamacdo das células germinativas no lume tubular e reducio da altura do
epitélio seminifero, necrose e apoptose das células do epitélio geminativo e hialiniza¢do dos
tibulos seminiferos (Foster, 1997; Ortega-Pacheco et al., 2006). Contudo, nao se observou
qualquer alteragdo no epitélio germinativo que justifique degeneracao testicular. Além disso,
o tratamento neonatal ndo alterou, nos ratos adultos, a populacdo celular por secc¢do

transversal no estdgio VII do ciclo do epitélio seminifero.
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No comprimento total de tibulos seminiferos ocorreu uma reducdo significativa nos
animais tratados com 5mg e 10mg em relacdo ao grupo tratado com 20mg. A producdo
espermatica didria por grama de testiculo (PED/g de testiculo) que estima a eficiéncia do
processo espermatogénico sofreu reducdo estatisticamente significativa nos animais tratados

com Smg em relacdo aos tratados com 20mg (Tabela 4).
Tabela 4. Peso liquido do testiculo, parametros biométricos do parénquima testicular, populacio de
células de Sertoli e producio espermatica por testiculo e por grama de testiculo de ratos Wistar controles

e tratados com diferentes doses de Fluoxetina aos 150 dias de idade. (Média * desvio padrao)
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Grupos Experimentais

Controle Fluoxetina Fluoxetina Fluoxetina Fluoxetina

Parametros (n=6) (Imgkg)  (Gmgky  (0mgky  (20mgkg)
(n=6) (n=6) (n=6) (n=6)

Peso Liq. Testicular(g) 1,67t 0,1a 1,52+ 0,06b 1,49+ 0,07b 1,42+ 0,1b 1,44 £+ 0,1b
Didmetro Tubular 384,6 £27,1a  365,6%15,1a 388,6 *11,3a 366,0 +46,0a 318,9 +26,9b
Altura do Epitélio 117,9 + 74abc 114,2450abc 121,7 £12,1b  102,0 £14,3c 107,6 £ 8,7abc
Comp. Total de Tibulo
Seminifero 13,4 £ 1,9ab 13,5 £1,1ab 114 £ 1.3a 12,9 £3,0a 17,0 £ 2,6b
Sertoli/secc. Transv. 94 + 1,7 8,7 £1,8 103 =+ 14 8,8 £0,6 8,1 £ 0,9
SPDAr/sec¢. Transv. 83,51% 15,6 742 £17,1 78,2 £10,1 80,8 £7,8 72,9 £ 9,8
ICS 89 £ 0,06 84 £1,2 77 £ 13 9,2 +1,2 9,1 + 1,6
Sertoli/testiculo (x107) 3,12+ 0,56 2,951 0,71 297+ 69 2,86 £0,75 3,48+ 0,79

PED/Testiculo (x10°) 20,7 + 3.8 18,8 £23 16,8 £ 3,2 19,3 £33 234 + 6,2

PED/g/Testiculo (x10°) 124 + 1,8ab 12,3 £1,6ab 11,2 * 1,8b 13,6 *2,6ab 16,1 £ 3,7ac

Letras diferentes na mesma linha equivalem a diferenca estatisticamente significativa (p<0,05).

ICS - Indice de Célula de Sertoli; PED — Producio Espermatica Diaria.

Outros pardmetros como nimero de célula de Sertoli e espermétides arredondadas por
seccao transversal de tibulos seminiferos no estagio VII do C.E.S. ndo sofreram qualquer
influéncia do tratamento neonatal com fluoxetina em dosagens crescentes. Isto também se
estendeu para a capacidade de suporte das células de Sertoli, o ICS ou indice de células de
Sertoli. A populacdo total de células de Sertoli por testiculo também ndo sofreu influencia
das diferentes doses de fluoxetina administradas durante o periodo neonatal, assim como a
producgdo espermatica didria por testiculo. Por outro lado foi possivel observar um aumento da
eficiéncia do processo espermatogénico (producdo espermdtica didria/grama/testiculo) nos
animais que receberam a maior dose em relagdo aos animais tratados com 5Smg/Kg de
fluoxetina. Esta tendéncia se estendeu aos demais grupos de tratamento, porém nao houve
relevancia significativa.

A redugdo didmetro tubular observado nos animais tratados com a maior dose de

fluoxetina foi em média 15,5%, o que justifica vdrios resultados como aumento do



comprimento tubular e manutencdo de pardmetros com producdo espermdtica didria por
testiculo e por grama de testiculo; e populacao de células de Sertoli. Por outro lado, torna-se
importante ressaltar que neste trabalho o peso testicular, o volume de tibulos seminiferos e de
epitélio seminifero foi reduzido nos animais tratados com fluoxetina. Estes dados nos levaram
a acreditar que haveria reducdo da populacdo de células de Sertoli, comprimento total de
tibulos seminiferos, producdo espermatica didria por testiculo e eficiéncia da
espermatogénese. De acordo com Silva Janior et al. (2008), a manipulacio do sistema
serotoninérgico em ratos durante o periodo critico do desenvolvimento testicular reduziu a
populacdo de células de Sertoli nos animais pré-puberes e os niveis de FSH. De acordo com a
literatura, o esperado seria a reducdo de pardmetros morfométricos relacionados diretamente
com esta populagdo celular (Franca et al., 2000; Franga et al., 2005; Silva Junior et al., 2006)
em individuos adultos. Contudo, o que se observou neste trabalho vai totalmente de encontro
ao que € citado comumente na literatura. Provavelmente, apds a retirada do inibidor seletivo
da recaptacdo de serotonina (ISRS) e passado o periodo de eliminacdo da fluoxetina e
norfluoxetina, que nos animais neonatos € de aproximadamente 5 el5 horas (Caccia et al.,
1990), respectivamente, o testiculo pode ter desenvolvido estratégias de adaptacdo, que
promoveram a recuperacao dos padrdoes morfométricos e celulares da espécie.

O FSH (Hormonio Foliculo Estimulante) € o principal agente mitogénico responsdvel
pela proliferacao das células de Sertoli (Orth, 1982; Orth, 1984; Almiron e Chemes, 1988;);
portanto, niveis adequados deste hormonio sdo necessdrios para o estabelecimento do
tamanho final do testiculo e a producdo espermadtica, uma vez que estas varidveis sao
controladas pela populacdo de células de Sertoli durante o periodo critico do desenvolvimento
testicular (Orth, 1988; Orth, 1993). Entretanto, no experimento realizado por Silva Junior et
al. (2008) a redugdo dos niveis de FSH e da populacao de células de Sertoli aos 21 dias p6s-
natal ndo se traduziu em redugdo de producdo espermdtica em adulto e perda de eficiéncia da
espermatogénese. Esta afirmacdo se deve ao fato que ao mesmo protocolo de tratamento em
ambos o0s experimentos apenas com andlises em tempo diferentes do desenvolvimento
testicular. O que se observou foi uma recuperagdo dos parametros testiculares estando
provavelmente relacionada a elevagdo nos niveis de FSH ao final do término do tratamento
com o ISRS nos animais com 21 dias pds-natais e ao prolongamento do periodo de
sensibibilidade da célula de Sertoli a este hormonio.
5. Conclusao

A interven¢do farmacoldgica sobre o sistema serotoninérgico durante o periodo critico
do desenvolvimento testicular neonatal de ratos Wistar com cloridrato de fluoxetina, interferiu

em parametros como peso testicular, peso liquido do testiculo e diametro de tdbulos
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seminiferos. Contudo, parametros morfométricos produtivos, tais como producio espermética
didria testicular, eficiéncia da espermatogénese por grama de testiculo e populagdo celular no
estagio VII de animais adultos ndo foram influenciados pela a¢ao do cloridrato de fluoxetina
no periodo neonatal.
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RESUMO

Neste trabalho, o sistema serotoninérgico em ratos Wistar foi manipulado durante os periodos
fetal e neonatal, via transplacentdria (TP) e leite materno (LM), respectivamente, utilizando
um inibidor seletivo da recaptacdo de serotonina (ISRS), a fluoxetina. O propdsito deste
estudo foi observar as repercussdes sobre parametros testiculares em ratos neonatos aos 21
dias pds-natal. Trinta e oito animais foram distribuidos de acordo com os tratamentos: I)
Controle :Agua deionizada (n=10); II) tratado com 5 mg/Kg de cloridrato de fluoxetina
(n=10); III) grupo tratado com 10 mg/Kg de cloridrato de fluoxetina (n=8); IV) grupo tratado
com 20 mg/Kg de cloridrato de fluoxetina (n=10). Aos 21 dias, os animais foram anestesiados
e perfundidos intracardiacamente com solucdo fixadora. Os testiculos foram processados
rotineiramente para inclusdo em resina pldstica a base de glicol metacrilato. Cortes
histolégicos de 4um de espessura foram corados em azul de toluidina/borato de s6dio a 1% e
analisados histometricamente. A manipulacdo neonatal do sistema serotoninégico com
fluoxetina reduziu o peso corporal dos neonatos e alterou a curva de desenvolvimento
ponderal, principalmente nas dosagens mais altas. Pardmetros volumétricos tais como:
corddes/tibulos seminiferos, epitélios seminiferos, lume de tibulos seminiferos e volume
total das células de Leydig foram reduzidos em dosagens mais elevadas do ISRS, porém os
niveis de testosterona nao sofreram alteragdes. O comprimento total de tibulos seminiferos
reduziu de forma compativel aos achados de volume de tubulos seminiferos e a tendéncia
reducdo da populacdo total de células de Sertoli por testiculo. No presente experimento foi
observado a influéncia da fluoxetina TP (transplacentdria) e LM (leite materno) no
aparecimento do lume tubular nos animais expostos a maior dose. De acordo com os
resultados o contato fetal e neonatal com fluoxetina ocorrido via transplacentaria e do leite
materno ocasionou alteracdes em parametros testiculares diretamente envolvidos com a
producdo espermatica em ratos adultos.

Palavras-chave: Fluoxetina, serotonina, células de Sertoli, testiculo.
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ABSTRACT

In this work, the senotoninergic system was manipulated during fetal and neonatal period, by
transplacentally barrier and breast feeding, respectively, using inhibitor selective of serotonine
re-uptake (ISSR), fluoxetine. Aim of this study was to observe the repercussion under
testicular parameters in newborn rats with 21 pos-natal days old. Thirty-eight animals were
distributed according to treatments: I) Control = deionized water (n=10); II) treated with
Smg/kg of fluoxetine (n=10); III) treated with 10mg/kg of fluoxetine (n=8); IV) treated with
20mg/kg of fluoxetine (n=10). To 21 days, the animals were anesthetized and infused intra-
cardiac with fixative solution. Testis was routinely processed for inclusion in plastic resin
(metacrilato glicol). Histological sections with 4um of the weight were stained by toluidina
blue/sodium borate 1% and analyzed histometrically. The manipulation of serotoninergic
system with fluoxetine reduced the body weight of newborn and altered curve of growth,
mainly in higher dosage. Volume parameters such as: cords/seminiferous tubules,
seminiferous epithelium, lume of seminiferous tubule and Leydig cell volume were reduced in
higher dosage of the ISSR, however testosterone levels do not suffered changes. The total
length of seminiferous tubule was reduced in a compatible way with results found to
seminiferous tubule volume and a strong tendency of reduction observed in Sertoli cell
population per testis. In this experiment was observed the influence of the fluoxetine passed
by transplacentally barrier (TB) and breast feeding (BF) in retarding the appearance of tubular
lumen in exposed animals to fluoxetine higher dosage. According to results fetal and newborn
contact with fluoxetine by TB and BF provoked alterations in testicular parameters directly
related with sperm production in adult rats.

Key words: Fluoxetine, serotonine, Sertoli cell, testis.

Introducao

Depressao clinica ocorre em 10 a 15% das mulheres durante a gestagdo, enquanto a
depressao pds-parto ocorre entre 10 a 22% das mulheres. Esta condi¢cdo pode colocar em risco
tanto a mae quanto o feto, além do que existem forte evidéncias de efeitos adversos da
depressao pds-natal materna sobre o desenvolvimento cognitivo, motor e desenvolvimento
emocional dos neonatos (Kim et al., 2005).

E importante conhecer a extensdo da transferéncia de drogas pelo leite humano com o
objetivo de testar a seguranca da amamentacdo no caso de ingestdo de droga pela mae.
Disttrbios depressivos sdo comuns tanto durante o periodo pré-natal quantonos meses iniciais
apdés o nascimento, depressdo pds-parto. Fluoxetina, um inibidor seletivo da recaptacdo de
serotonina, ¢ largamente utilizado no tratamento da depressdo neste periodo. A droga ¢
metabolizada para norfluoxetina que em humanos tem uma vida média plasmatica
prolongada, em torno de 15 dias, e poténcia similar ao inibidor de recaptacdo de serotonina
(Kristensen et al., 1999).

Fluoxetina e norfluoxetina sao componentes altamente soliveis em lipideos, portanto

capazes de cruzar a barreira placentdria, como também serem excretados pelo leite. Além
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disso, a meia-vida longa deste farmaco sugere riscos de acimulo nos fetos e nos neonatos,
principalmente através da ingestdo do leite materno (Heikkinen et al., 2003). Em ratas
gestantes foi comprovado que a fluoxetina e norfluoxetina atravessam a barreira placentaria e
se distribuem dentro do embrido/feto durante os periodos de organogénse e pds-organogénese
(Pohland et al., 1989). A transferéncia de fluoxetina e norfluoxetina através do leite maternos
de ratas vem sendo utilizada para estudar os efeitos deste ISRS e seu derivado N-metilado,
norflouxetina, em ratos neonatos (Pereira et al., 2007).

Evidéncias farmacolégicas demonstraram que a elevacdo cerebral dos niveis de 5-HT
afetou a secrecdo de FSH (Hormonio foliculo estimulante) e horménio luteinizante (LH) por
inibir a liberacio de GnRH (Hormoénio liberador de gonadotrofina) no hipotdlamo, com
subseqiiente efeitos sobre o processo espermatogénico e esteroidogénese em ratos adultos
(Urry e Dougherty, 1975; Naumenko e Shishkina, 1978; Das et al., 1982, 1985)

Em ratos neonatos, niveis adequados de FSH sdo cruciais para o estabelecimento da
populacdo de células de Sertoli, a qual esta diretamente relacionada com o tamanho do
testiculo e a produgdo espermatica (Franca et al., 2000). Silva Junior el al. (2008) observaram
que a administragdo intra-peritoneal (IP) neonatal de fluoxetina em ratos Wistar reduziu o
peso testicular, populacdo de células de Sertoli e comprimento total de tibulos seminiferos.
Por outro lado, o acesso dos neonatos a fluoxetina e norfluoxetina ocorre através do leite
materno (Pereira et al., 2007).

A diferenciacdo morfoldgica testicular em ratos ocorre entre 12° e 13° de gestacdo,
com a formagdo dos corddes testiculares. A partir deste momento até o periodo perinatal se
observa uma intensa proliferacdo de células de Sertoli, porém estas células tendem a reduzir
seu indice mitético do nascimento até o 16° dia pds-natal quando se inicia a formagdo da
barreira hemato-testicular e inicio do aparecimento do Iimen nos corddes testiculares (Orth,
1993; Gondos e Berndtson, 1993). E importante considerar que o perfodo pré-natal e
fundamental para defini¢do da populagdo de células de Sertoli, por conseguinte a manipulagdo
do sistema serotoninérgico durante o periodo de organogénese e pds-organogénese testicular
em fetos, via placentdria, nos daria subsidios a respeito das provdveis conseqiiéncias da
utilizacdo de ISRS durante a gestacdo sobre o desenvolvimento testicular. Para tal o presente
experimento se propde a estudar os efeitos da administragdo de fluoxetina em ratas do 13° de
gestacdo até o 21° dia pds-natal sobre parametros morfolégicos e morfométricos do testiculo

de ratos pré-puberes.
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Animais, manipulacdes farmacoldgicas e desenho experimental.

Inicialmente foram utilizadas 20 ratas gestantes Wistar (Rattus norvegicus, var. albinus), as
quais foram mantidas em ciclo claro/escuro de 12h com controle de umidade (50%) e
temperatura (22°C), obtidos do biotério da Area de Fisiologia do DMFA/UFRPE. Com a
finalidade de compor os grupos de tratamento, a partir do 13° dia de gestacdo as ratas
passaram a receber, via sonda orogdstrica (gavagem), solucao de fluoxetina, diluida em dgua
deionizada de acordo com o seguinte protocolo: I) Controle =Agua deionizada (n=5); II)
tratado com 5 mg/Kg de cloridrato de fluoxetina (n=5); III) grupo tratado com 10 mg/Kg de
cloridrato de fluoxetina (5 ratas); IV) grupo tratado com 20 mg/Kg de cloridrato de fluoxetina
(5 ratas). As doses foram calculadas levando-se em consideracdo o peso vivo do animal
(Nowakowska et al., 1997; Matuszcyk et al., 1998; Gandarias et al., 1999; Frank et al., 2000).
Ap06s o parto das fémeas pertencentes a0 mesmo grupo de tratamento, foi feita a sexagem dos
neonatos e os ratos machos foram escolhidos aleatoriamente para composi¢ao dos seguintes
grupos: I) Controle =Agua deionizada (n=10); II) tratado com 5 mg/Kg de cloridrato de
fluoxetina (n=10); III) grupo tratado com 10 mg/Kg de cloridrato de fluoxetina (n=8); IV)
grupo tratado com 20 mg/Kg de cloridrato de fluoxetina (n=10). Os ratos neonatos machos
permaneceram com suas maes, as quais continuaram a receber o mesmo tratamento
preconizado durante a gestacdo, para que 0s neonatos continuassem a receber o inibidor
seletivo da recaptacdo de serotonina, fluoxetina, via leite materno durante os primeiros 21 dias
pos-natal. Os animais dos grupos de tratamento (6 por caixa) permaneceram com as maes em
caixas individuais até 21 dias apds o nascimento. A pesagem dos animais neonatos foi feita
diariamente durante os 21 dias do experimento, para acompanhamento da curva de peso
corporal. As maes receberam racdo peletizada, com niveis nutricionais adequados e dgua ad

libitum.

Perfusao tecidual e processamento histologico.

Aos 21 dias de idade, os ratos de cada grupo foram anestesiados, por injecdo
intraperitoneal de tiopental sédico (30mg/kg), heparinizados (125UI/100g de peso corporal),
puncionados no seio venoso na confluéncia das veias cavas e submetidos a perfusdo intra-
cardiaca com solucdo fisioldgica de NaCl a 0,9% acrescida de heparina sédica (500 Ul/litro)
por um periodo de tempo entre 5 e 10 minutos. Apds a lavagem do sistema vascular, os

animais serdao perfundidos com glutaraldeido a 4% em tampao cacodilato a 0,01M e pH 7,4
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durante 20 minutos. Os testiculos foram removidos, pesados, seccionados em fragmentos com
até 2mm de espessura e re-fixados por duas horas a 5°C na mesma solucao de perfusao.

Para os estudos ao microscopio de luz, os fragmentos foram desidratados em séries
crescentes de dlcoois e incluidos em resina pléstica a base de glicol metacrilato. Os cortes
histologicos de 4 um de espessura foram realizados em micrétomo rotativo de lamina de
vidro, corados em azul de toluidina/borato de sédio e analisados em microscopio Olympus
modelo BX-51.

A andlise histométrica dos testiculos e determina¢do do nimero de células de Sertoli
estimadas através da histologia quantitativa dos testiculos foram executadas de acordo com

metodologia descrita por Silva Junior et al. (2006) e Moraes et al. (2009).

Proporc¢oes volumétricas (%) e volume dos componentes do testiculo

A densidade volumétrica dos componentes do parénquima testicular foi estimada
através da contagem de 6615 pontos por animal, utilizando uma graticula integradora com
441 pontos (Olympus) acoplada a uma ocular de 10X de ampliagdo e uma objetiva com 40X
de ampliacdo (ampliacdo final de 400X). As contagens serdo realizadas usando microscépio
optico BX51 Olympus.

O volume da cada componente testicular, expresso em pL, foi estimado baseado no
conhecimento do volume ocupado por cada um destes constituintes e pelo peso liquido do
testiculo. O valor deste tltimo serd obtido pela subtracdo do pelo da albuginea do peso bruto
do testiculo. Como a densidade testicular estd proxima de 1, o peso liquido do testiculo sera
considerado igual ao seu volume O peso liquido do testiculo nesta idade serd determinado
pela reducdo de 9,2% do peso bruto do testiculo, o qual se refere ao peso da albuginea alocado

no testiculo (Silva Junior et al., 2008).

Diametro tubular, altura do epitélio seminifero e comprimento total dos tibulos

seminiferos.

O diametro tubular médio por animal foi obtido a partir da mensuracio ao acaso de 30
seccoes transversais de tibulos seminiferos que apresentavam contorno o mais circular
possivel. Estas medidas ndo levaram em consideracdo o estddio do ciclo e foram realizadas
utilizando-se régua micrométrica (U-OCMSQ10/10-Olympus) adaptada a uma das oculares
de 10x, em aumento de 100x. Nas mesmas seccoes utilizadas para se medir o didmetro tubular

foi mensurado a altura do epitélio seminifero, a qual foi tomada da membrana basal até o
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lume tubular. O valor encontrado para a altura do epitélio em cada tibulo representa a média
de duas medidas tomadas de forma diametralmente opostas. O comprimento total dos tibulos
seminiferos (CT) por testiculo expresso em metros foi estimado a partir do conhecimento do
volume ocupado pelos tubulos seminiferos no testiculo e do didametro tubular médio obtido
para cada animal. A seguinte férmula foi empregada (Attal e Courot, 1963; Dorst e Sajonski,
1974):

VTS

CT =
T R?

VTS = Volume total de tibulos seminiferos;

7R’ = Area da secc¢ao transversal dos tibulos seminiferos (R = didmetro tubular/2)

Contagem da populacio de células de Sertoli por seccao transversal de tibulos

seminiferos

A estimativa do nimero de células de Sertoli foi feita através contagem destas células
em 10 seccoes transversais de corddes/tibulos seminiferos por animal. Para tal, em cada
seccao transversal somente foram contabilizadas as células de Sertoli com o nucléolo visivel.

As contagens obtidas foram corrigidas para o diametro do nucléolo e espessura do
corte histoldgico, utilizando-se a seguinte féormula de Abercrombie (1946) modificada por
Amann e Almiquist (1962):

Espessura do corte

DM* DM*
Espessura do corte + > - 4

O diametro nuclear médio (D.M.) representa a média das medidas dos diametros de 10

Niimero corrigido = contagem obtida X

nucléolos de células de Sertoli, para cada animal. Os diametros nucleolares foram medidos
com o auxilio de uma régua micrométrica (U-OCMSQ10/10-Olympus) adaptada a uma das
oculares de 10x e acoplada a objetiva de 100x, propiciando um aumento final de 1000x.

A estimativa do nimero de células de Sertoli por testiculo foi realizada a partir do
nimero corrigido de nuicleo de células de Sertoli por seccdo transversal de tibulo seminifero e
comprimento total de tubulos seminiferos por testiculo, segundo a férmula empregada por

Hochereau-de Reviers e Lincoln (1978):

Comp.Tot. Tub. Sem.x Num. Cor. Nucl.CS | Sec. Transv.
Espessura do Corte

Niuimero CS [Testiculo =



Onde, Numero CS Testiculo = Nimero de células de Sertoli por testiculo; Comp. Tot.
Tub. Sem. = Comprimento total de tibulos Seminiferos (um); Num. Cor. Nucl. CS
Sec./Transv. = Nimero corrigido de nucléolos de células de Sertoli por sec¢do transversal;

Espessura do corte (um).

Dosagem de Testosterona

Amostras de sangue foram obtidas por pun¢do no seio venoso da veia cava de animais
previamente heparinizados (125UI/100g), em recipiente sem anticoagulante. Apods colheita, as
amostras de sangue foram centrifugadas e separadas o plasma sanguineo para armazenamento
(-20°C) e posterior andlise da concentracio de testosterona. Apds descongelacio, as amostras
foram analisadas em duplicata através do teste de Elisa (Brown et al., 2004) e o resultado

expresso em ng/mL.

Analise Estatistica

Dependendo da tendéncia normal dos resultados obtidos, utilizou-se testes
paramétricos ou nao paramétricos. Para os dados considerados normais foi utilizado o teste de
Andlise de Variancia (ANOVA), com post-hoc de Tukey-Kramer como teste de multiplas
comparacoes, visando analisar quais grupos diferiram entre si. Caso os dados ndo seguissem
uma tendéncia normal, foi utilizado o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, com post-hoc
de Dunn. Em todas as andlises realizadas, os dados foram expressos através de estatistica
descritiva de tendéncia de centralidade e dispersdao (média e desvio padrdo). O tratamento

estatistico foi delineado com nivel de significancia para p < 0,05.

Resultados e Discussao

A fluoxetina é freqiientemente prescrita durante a gestacao e amamentagao, e pode ser
detectada no plasma de neonatos e no leite humano. Evidéncias ja foram apresentadas para os
potenciais efeitos adversos em neonatos humanos decorrentes da exposicao intra-uterina aos

ISRS e da sindrome de abstinéncia (Pereira et al., 2007).
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Em humanos a fluoxetina e seu metabdlito, norfluoxetina, possuem uma meia-vida
longa (1-3 e 7-15 dias, respectivamente), sugerindo riscos aos neonatos devido a eliminagao
via leite materno. Estudos de farmacocinética da fluoxetina e norfluoxetina durante a gestagao
e lactacdo demonstraram altas concentragcdes destas substincias durante o inicio do periodo
poOs-natal, os quais declinaram gradualmente durante os primeiro 2 meses de vida (Heikkinen
et al., 2003). Por outro lado, em ratos a administracdo oral de 5-20 mg/kg de fluoxetina e
norfluoxetina apresentou uma meia-vida de 5 e 15 horas, respectivamente (Caccia et al.,
1990). Embora o “clearence” renal destes componentes seja mais alto em roedores do que
humanos, no presente estudo nos utilizamos as mesmas dosagens descritas por outros autores
(Nowakowska et al., 1997; Matuszcyk et al., 1998; Gandarias et al., 1999; Frank et al., 2000).

De acordo os dados contidos na Tabela 1, os animais tratados com a maior dose de
fluoxetina nasceram com reducdo de peso em relagdo aos animais do grupo controle e tratado
com a menor dosagem de fluoxetina (Smg/kg de peso vivo da mae), contudo os animais que
receberam via transplacentdria as doses de 5 e 10 mg/kg ndo apresentaram diferenca de peso
em relacdo aos animais controle.

No presente trabalho, o peso corporal dos ratos neonatos que receberam via
transplacentdria a maior dose do ISRS, no primeiro dia pds-natal, foi reduzido em relagdo aos
animais controle. O aumento agudo dos niveis plasmaticos de 5-HT decorrentes da utilizacdao
pré-natal de fluoxetina, segundo Morrison et al., (2005), reduz o fluxo uterino e a
disponibilidade de oxigénio e nutrientes, justificando pelo menos em parte a reducio de peso
ao nascer dos ratos tratados com a maior dose de fluoxetina.

Neste experimento, os animais expostos as diferentes dose de fluoxetina nos periodos
pré e pds-natal tiveram uma reducdo no peso corporal no 21° dia pés-natal. O peso testicular
foi reduzido 34% no grupo tratado com a maior dose quando comparado aos grupos controle e
tratado com Smg/kg (Tabela 2). Porém, ndo se constatou alteracao de peso epididimario entre
os grupos de tratamento. O presente estudo demonstrou que a administragdo de fluoxetina nas
ratas gestantes e apds o parto provocaram reducdo do peso corporal e atraso no
desenvolvimento testicular. Os dados de peso testicular corroboram os achados de Silva
Junior et al. (2008) que obtiveram reducdo de 36% no peso testicular em animais neonatos
tratados com 20mg/kg de fluoxetina via intra-periotoneal.

Na figura 1 podemos observar a curva de desenvolvimento ponderal obtida a partir da
pesagem didria dos animais neonatos expostos a diferentes dosagens de fluoxetina via leite
materno. De acordo com as curvas de desenvolvimento ponderal dos animais submetidos as
doses de 10 e 20mg/kg observa-se que estas possuem comportamento bastante préximo,

indicando que estas dosagens tém efeitos semelhantes sobre o ganho de peso corporal. Os

75



animais tratados com a menor dose possuem curva de ganho de peso com comportamento
intermedidrio em o grupo controle e tratados com as doses de 10 e 20mg/kg de peso vivo das
maes. Portanto, as maiores diferencas estatisticas ao longo do desenvolvimento pds-natal em
relacdo ao grupo controle se observou nos animais que ingeriram leite das maes tratadas com
doses mais elevadas.

Estudos anteriores mostraram que a utilizacdo de citalopram e fluoxetina,
administrados via subcutinea e intra-peritoneal durante os primeiros 21 dias pds-natal
induziram reducdo na curva de ganho de peso corporal em ratos (Mendes da Silva et al., 2002;
Deir6 et al., 2004; Silva Junior et al., 2008). Estes efeitos podem ser atribuidos a acdo
inibitéria da serotonina sobre a ingestdo alimentar (Simansky, 1996). Estes inibidores
seletivos da recaptacdo de serotonina parecem aumentar a disponibilidade deste
neurotrasmissor no terminal sindptico no SNC o que poderia explicar os efeitos redutores da
fome e da ingestdo alimentar em humanos e hipofagia em ratos (Wong et al., 1988; Macguirk
e Siloverstone, 1990; Nowakowska et al., 1997). Além disso, existe também a reducdo na
altura das vilosidades intestinais causada pela administracao neonatal de flouxetina (Macguirk
e Siloverstone, 1990). Portanto, a reduciao do ganho de peso corporal (Figura 1) pode também
estar relacionada a diminui¢do da absorcdo intestinal, provocando a reducdo de nutrientes
essenciais.

No indice gonadossomatico, que caracteriza o percentual de massa corporal alocada
no testiculo foi observada diminui¢do significativa nos animais tratados com a maior dose do
inibidor seletivo de recaptacdo serotonina (Tabela 2). Isto denota que a elevagdo dos niveis
fetais e neonatais de 5-HT promovem efeito direto sobre a massa testicular.

Na tabela 2 estdo registrados os dados volumétricos do testiculo (peso liquido),
tibulos seminiferos, lume, tinica propria, espaco linfatico, vasos sangiiineos e células de
Leydig dos animais dos grupos controle e tratados com fluoxetina via leite materno.

O parénquima testicular pode ser dividido funcionalmente compartimento tubular e
intertubular (Russell et al., 1990). Parametros biométricos tais como peso liquido do testiculo
e 0s pertencentes ao compartimento tubular, tais como: volume de corddes/tibulos
seminiferos, epitélios seminiferos e lume de tubulos seminiferos tiveram reducao significativa
nos animais tratados via transplacentdria e leite materno onde as fémeas em aleitamento
receberam 20mg/kg de fluoxetina via oral, exceto a tinica propria. De acordo com Franga et
al. (2000) o peso testicular ¢ um parametro morfométrico com correlagao direta e positiva
com outros parametros testiculares como volume de tibulos seminiferos, comprimento total
de tibulos seminiferos, populacdo de células de Sertoli, producio espermética. Os achados do

presente experimento corroboram com os obtidos por Silva Junior et al., (2008) nos quais os
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autores em questdo demonstraram que a fluoxetina administradas IP no periodo pds-natal
reduziu o peso testicular e os mesmos parametros volumétricos do compartimento tubular.

No compartimento intertubular todos os grupos de animais neonatos que receberam
diferentes doses do ISRS via transplacentéria (TP) e leite materno (LM) tiveram reducdo no
volume liquido de células de Leydig. O volume liquido das células de Leydig é um parametro
que indica fortemente a populacdo celular e ou da atividade esteroidogénica destas células
(Silva Junior e Franga, 2001). Além disso, Franca et al. (2005) relacionaram a quantidade e o
tamanho das células de Leydig, bem como o volume do reticulo endoplasmatico a capacidade
destas células quanto a producdo de testosterona. De acordo com os resultados volumétricos
das células de Leydig no presente experimento é bastante provavel que o ISRS tenha
influenciado na populagdo de células de Leydig. Na figura 4 podemos observar os valores
médios e desvios-padrdo da concentracio plasmatica de testosterona (ng/mL) de ratos Wistar
neonatais controle e tratado com fluoxetina do 13° dia de gestacdo até o 21° dia pds-natal, via
transplacentdria e leite materno e avaliados aos 21 dias de idade. Apods realizacdo de anélise
estatistica (P=0,2129) ndo se constatou alteracdo significativa dos niveis séricos de
testosterona em ratos neonatos aos 21 dias pds-natal apds tratamento pré e pds-natal com
diferentes dosagens de fluoxetina. Entretanto os resultados de testosterona na figura 4
apontam para normalidade na capacidade esteroidogénica das células de Leydig.

Em ratos Sprague Dawley a populacdo de células Leydig fetal é bastante ativa na
producdo de testosterona durante o periodo pds-natal sendo substituida pela populacdo de
células Leydig adultas a partir do 14° dia pds-natal que aumentam de nimero e passam
assumir a funcdo esteroidogénica na producdo de testosterona (Ariyaratne e Chamindrani
Mendis-Handagama, 2000). A diferenciagao inicial da célula precursora para progenitora de
célula de Leydig € independente de LH (Hormonio luteinizante); contudo este hormonio €
essencial para os estdgios finais da linhagem de células de Leydig uma vez que induzem
proliferagdo celular, hipertrofia e estabelecimento das organelas necessarias para fungdo
esteroidogénica (Mendis-Handagama e Ariyaratne, 2001). De acordo com Silva Junior et al.,
(2008) os niveis de FSH foram reduzidos nos animais tratados no periodo pds-natal com
fluoxetina. No presente experimento € bastante provdvel que o tratamento pré e pds-natal via
TP e LM tenha promovido algum desequilibrio no eixo HPG (hipotdlamo-hipofise-gonada),
entretanto sem repercussao para o LH. Essa possibilidade é vidvel devido influéncia negativa
que o sistema serotoninérgico exerce sobre a biossintese de GnRH, através de receptores 5-
HT1 e 5-HT2, promovendo reducdo dos niveis de mRNA nos neurdnios hipotalamicos

secretores deste neuropeptideo (Li e Pelletier, 1995).
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Por sua vez, o volume de parénquima testicular alocado em conjuntivo no
compartimento intertubular aumentou nos animais que receberam Smg/kg de fluoxetina, via
transplacentdria e leite materno. O espago linfatico, por conseguinte, reduziu em todos os
tratamentos com fluoxetina. Contudo, diferenca estatistica s6 foi observada nos animais que
foram amamentados por fémeas que receberam 5 e 20mg/kg do ISRS.

Na tabela 4 podemos observar os valores referentes a parametros biométricos do
parénquima testicular, populacdo de células de Sertoli de ratos Wistar controles e tratados
com diferentes doses de fluoxetina.

De acordo com os resultados da tabela 4 ocorreu reducdo de 27% no comprimento
total de tdbulos seminiferos do grupo tratado com 20mg/Kg de fluoxetina em relacdo aos
grupos controle e tratado com 5Smg/kg do ISRS via transplacentdria e leite materno. Esta
reducdo foi compativel a reducdo no volume de tibulos seminiferos e com a tendéncia
reducdo da populagdo total de células de Sertoli por testiculo denotando a intima correlacdo
positiva existente entre estes parametros biométricos testiculares.

Com relagdo a populagdo total de células de Sertoli por testiculo, ndo se constatou
diferenca significativa entre os grupos, entretanto podemos observar tendéncia a reducao
(27%) desta populacgdo celular (p=0,0622) no grupo submetido a maior dosagem do ISRS. No
que diz respeito ao percentual de tibulos seminiferos ndo-luminados constatou-se diferenca
significativa entre os grupos tratados com 5Smg e 20mg/kg de fluoxetina, onde se observou
maior percentual de tibulos sem lume nos animais tratados com a maior dose. A mesma
tendéncia se observou entre os animais tratados com a maior dose € o grupo controle. Estes
dados sdo corroborados pela redu¢@o no volume de lume de tibulos seminiferos nos animais
submetidos a maior dose do ISRS via TP e LM. Nas figuras 2 e 3 podemos observar o
parénquima testicular de animais controle e tratados com diferentes doses de fluoxetina, via
tranplacentdria e leite materno e avaliados aos 21 dias pds-natal. De acordo com as
observacdes qualitativas do testiculo feita nos diferentes tratamentos foi possivel observar
diferentes graus de maturacdo testicular, o que estd relacionado ao nimero de tdbulos
seminiferos luminados. Segundo as observagdes histoldgicas, podemos observar menor grau

de maturacdo testicular nos animais tratados com a maior dose de fluoxetina.
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O aparecimento do lume tubular esté relacionado ao grau de maturacdo das células de
Sertoli, que por sua vez depende do aparecimento da barreira hemato-testicular (jungdes de
adesdo, claudina e ocludina) e da influéncia dos niveis de testosterona, FSH e TNF-a (Hellani
et al., 2000; Kaitu'u-Lino et al., 2007). No presente experimento foi constatado a influéncia da
fluoxetina TP e LM no aparecimento do lume tubular aos 21 dias pds-natal nos animais
expostos a maior dose.

O periodo de organogénese (12°-18° dia pré-natal) e pds-organogénese testicular em
ratos (ap6s 18° dia pré-natal) sdo fundamentais para o estabelecimento da atividade funcional
normal do testiculo. Portanto, qualquer altera¢do no equilibrio hormonal podera ser danoso ao
processo espermatogénico de um individuo adulto, principalmente se houver repercussoes

sobre a populacao de células de Sertoli (Silva Junior et al., 2006).

Conclusao

O contato fetal e neonatal com fluoxetina 20mg/Kg ocorrido via transplacentéria e do
leite materno provocou reducdo nos parametros testiculares diretamente envolvidos com a
producdo espermadtica em individuos adultos, tais como: peso testicular, peso liquido do
testiculo, volume total de tdbulos seminiferos, comprimento total de tibulos seminiferos e
tendéncia de diminui¢do da populacdo total de células de Sertoli por testiculo. Atraso no
processo de luminag@o dos tibulos seminiferos também foi uma das conseqiiéncias da dose
mais elevada do ISRS. O volume total de células de Leydig também foi reduzido em todas as
doses de ISRS empregadas no experimento, porém nao ocorreram alteracdes enddcrinas da

funcdo testicular no 21° dia pos-natal.
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Anexos

Tabela 1 — Desenvolvimento ponderal de ratos Wistar controle e submetidos a diferentes

des de fluoxetina via transplacentdria e leite materno durante 21 dias pds-natal.

Peso Controle Smg/kg 10mg/kg 20mg/kg P

corporal (n=10) (n=10) (n=08) (n=10)

1° dia 653+031a 6,69 +041a 6,36+0,67ab  592+0,58b  0,0173
2° dia 7,69+046ab 7,84 +0,64a 729 +£0,68ab  6,96+0,85b  0,0437
3° dia 9,46 £+ 0,58ac 9,15 +0,76ac 8,31 +0,95abc 790+ 1,01b  0,0016
4° dia 11,59 +0,74ac 11,68 % 1,26ac 9,52+ 1,19 9,28+070b  0,0001
5° dia 12,88 + 1,94a 11,70 = 3,17ab 11,40 +1,37b 11,38 £ 1,28b  0,0042
6° dia 14,34 + 2,24 13,38 +3,01 12,81 + 1,65 13,25 + 1,57 0,0962
7° dia 1738+2,54a  1570+3,63ab  1540+229b 1530+ 1,57b  0,0136
8° dia 20,10+2,87a 18,00 £3,71b 16,56+ 1,72ab  16,65+1,95b 0,001
9° dia 22,83 £ 3,06a 21,10 = 4,56ab 18,34 +1,80b 18,49 £1,99b  0,0083
10°dia | 2494+3,02a  22,39+424ab 20,51 +£2,62b  2024+2,17b  0,0082
11°dia | 2727+3,11a  2476+436ab  21,81+£198b  2235+£222b  0,0020
12° dia 30,61 +£3,33a 26,69 = 4,50ab 24,35 +2,42b 24,16 £2,56b 00,0004
13° dia 32,67 +3,62a 28,94 + 4,72ab 23,62 +8,87b 27,01 £2,36b 00,0029
14°dia | 35,78+3,49a  31,03+475ab  27,87+271b  2854+3,05b  0,0005
15°dia | 38,75+£3,77a  3339+479b  30,17£2,79b  30,60+3,05  0,0001
16°dia | 41,66+3,69a 35,89 +4,88b 32224278  32,60£291b  0,0001
17°dia | 4435+3,63ac  38,84+486bc  3526+2,83bcd 3422+2,95bd  0,0001
18°dia | 46,86 £3,65ac 4093 +438bc  3740+2,84bcd 35,88 +2,96bd 0,0001
19° dia 50,21 = 4,16ac 43,38 +4,33bc 40,05 £ 3,01bcd 38,17+ 3,31bd 0,0001
20° dia 53,69 +4,77a 47,85 +4,94b 43,14 +3,21b 43,50+4,41b  0,0001
21°dia | 56,81+597a  5149+563ab  46,79+3.82b  46,68+4.27b  0,0002
22° dia 61,63 £5,43a 52,32 +6,49b 49,17 + 3,68b 46,68 £4,27b 00,0001

Letras diferentes na mesma linha equivalem a diferenca estatisticamente significativa p<0,05).
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Figura 1. Desenvolvimento ponderal de ratos Wistar controle e
submetidos a diferentes doses de fluoxetina via transplacentdria e leite

materno durante 21 dias pds-natal



Tabela 2. Peso corporal e testicular final e IGS de ratos Wistar controles e tratados

submetidos a diferentes doses de fluoxetina via transplacentdria e leite materno e

avaliados aos 21 dias de idade (Média + desvio padrao).

Controle Smg/kg 10mg/kg 20mg/kg p
Parametros (n=10) (n=10) (n=08) (n=10)
Peso Corporal (g) 61,63 +£543a 52,32 +£6,49b 49,17 +3,68b 46,68 *+4,27b 0,0001
Peso Testicular (g) 0,146 +0,023ac 0,123 £0,032¢c 0,109 £0,011bc 0,096 £ 0,008b  0,0001
Epididimo (g) 0,018 + 0,005 0,020 + 0,005 0,015 + 0,005 0,015 0,003 0,0725
IGS 0,236 + 0,023 0,232 £ 0,047 0,223 £ 0,012 0,206 + 0,02 0,0788

Letras diferentes na mesma linha equivalem a

(p<0,05).

diferenca estatisticamente significativa

Tabela 3. Parametros volumétricos dos constituintes do parénquima testicular de ratos Wistar

controles e submetidos a diferentes doses de fluoxetina via transplacentdria e leite materno e

avaliados aos 21 dias de idade. (Média * desvio padrao).

Controle Smg/kg 10mg/kg 20mg/kg —r
Parametros (n=10) (n=10) (n=08) (n=10)
Peso Liquido (uL) 132,70 £ 21,59ac 111,80 +29,82ac 99,60 £0,11bc 86,90+ 7,75b  0,0001
Tuabulo Seminifero
(uL) 117,20 £ 19,32ac 100,10 £25,78abc 87,83 £ 8,66bc 76,65 £6,34b  0,0001
n
Epitélio Seminifero 69,95 +
96,40 + 17,89a 82,78 +22,38ac 61,88 £4,72b  0,0004

(pL) 5,34abc
Lume (pL) 8,21 £2,01a 6,22 + 1,85ab 5,60 +3,40ab 4,97 £1,24b  0,0107
Tunica Prépria (uL) | 12,57 £ 2,37 11,07 £ 3,74 12,19+ 1,63 9,80 £ 1,63 0,0900
Leydig (pnL) 5,21 £1,25a 3,03+£1,17b 2,77 £1,03b 2,96 £0,81b  0,0019
Conjuntivo (uL) 0,52 = 0,24ac 1,76 £ 0,52b 1,13+£0,33bc 0,61 £0,22C 0,0001
Vaso Sanguineo(pL) 1,89 £ 0,95 2,54 £1,63 2,18 £ 0,67 2,14 £0,76 0,8959
Espaco

7,88 £ 1,54a 4,37 £2,02b 5,69+ 1,38ab 4,54+1,90b 0,0002
Linfatico(pL)

Letras diferentes na mesma linha equivalem a diferenca estatisticamente significativa (p<0,05).



Tabela 4. Peso liquido do testiculo, parametros biométricos do parénquima testicular,
populacdo de células de Sertoli de testiculo de ratos Wistar controle e submetidos a
diferentes doses de fluoxetina via transplacentdria e leite materno e avaliados aos 21
dias de idade. (Média *+ desvio padrio)

. Controle Smg/kg 10mg/kg 20mg/kg P
Parametros (n=10) (n=10) (n=08) (n=10)
Peso Liq. Testiculo (ng) 99,60 £

132,70 £21,59ac 111,80 £ 29,82ac 86,90 £7,75b  0,0001

10,11bc

en 147,87 £ 7,29 138,80 £ 24,15 146,167 £ 12,083 141,53+ 17,22 0,6132
Didmetro Tubular

+ + + +
Altura do Epitélio 57,57+ 3,08 56,07 + 11,35 56,58 + 5,49 5626+527  0,9658
Sertoli/seccao
transversal de 22314219 2341+ 1,82 23,62 4220 2235+2.83  0,5262
cordao/tabulo
seminifero
Comprimento Total de 6,86 + 1.24a 7,12 +2.96a 5,28 + 0,68ab 502+101b 0,0271
Tuabulo Seminifero(m)
Pop. Cel. Sertoli (x107) 3,85+ 0,88 416+ 1,72 3,12+ 047 2824075 0,062
Tibulos seminiferos ndo | ;4 4 15000 34.40+8.57a 3560 +944ab  4830%9,73b 0,0286

luminados (%)

Letras diferentes na mesma linha equivalem a diferenca estatisticamente significativa (p<0,05).
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Figura 2: Fotomicrografia do testiculo de ratos Wistar neonatais controle e tratado com
Smg/Kg de fluoxetina do 13° dia de gestacdo até o 21° dia pds-natal, via
transplacentdria e leite materno e avaliados aos 21 dias de idade.

Figura 2A: Testiculo de rato Wistar do grupo controle. Tubulos seminiferos luminados
(TSL);. Aumento de 100X.

Figura 2B: Detalhe de tibulo seminifero luminado (TLS) do grupo controle; células de
Sertoli (seta). Aumento 400X.

Figura 2C: Parénquima testicular de rato tratado com 5mg/Kg de fluoxetina. Tubulos
seminiferos luminados (TS); Espaco intertubular (estrala). Aumento de 100X.

Figura 2D: Detalhe de tubulo seminifero luminado (TLS) de animal tratado com
5mg/Kg de fluoxetina. Aumento de 400X.
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Figura 3: Fotomicrografia do testiculo de ratos Wistar neonatais controle e tratado
com fluoxetina nas dosagens de 10 e 20mg/kg do 13° dia de gestacdo até o 21° dia
pOs-natal, via transplacentdria e leite materno e avaliados aos 21 dias de idade.

Figura 3A: Parénquima testicular de rato tratado com 10mg/Kg de fluoxetina.
Observar tibulos seminiferos em corte transversal (TS); Corddes seminiferos (seta).
Aumento de 100X.

Figura 3B: Detalhe de tibulo seminifero (TS) de rato tratado com 10mg/Kg de
fluoxetina em processo de luminag@o. Notar presenca de células germinativas em
apoptose (seta). Aumento 400X.

Figura 3C: Parénquima testicular de ratos tratados com 20mg/Kg de fluoxetina.
Observar tibulos seminiferos luminados (TS) e em processo de formacdo do limen
(seta). Aumento 100X.

Figura 3D: Detalhe de tibulo seminifero luminado do grupo tratado com 20mg/Kg de

fluoxetina; Tubulos seminiferos em processo de formacdo do limen. Aumento de
400X.
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Figura 4. Valores médios e desvios-padrao da concentragao plasmatica de
testosterona (ng/mL) de ratos Wistar neonatais controle e tratados com
fluoxetina do 13° dia de gestacdo até o 21° dia pds-natal, via

transplacentaria e leite materno e avaliados aos 21 dias de idade.
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RESUMO

O proposito deste estudo foi a avaliacdo dos efeitos do cloridrato de fluoxetina via
transplacentdria e leite materno em parametros testiculares em ratos wistar adultos. A droga
foi administrada via transplacentdria e leite materno através da aplicacdo de solucdo de
fluoxetina nas mées dos animais desde o 13° dia de gestacdo até o 21° dia de vida dos
mesmos. Trinta e quatro animais foram distribuidos em grupos de acordo com o tratamento
utilizado: I) Controle tratado com 4gua deionizada (n=9); II) tratado com S5mg/Kg de
cloridrato de fluoxetina (n=8); III) grupo tratado com 10mg/Kg de cloridrato de fluoxetina
(n=8); IV) grupo tratado com 20mg/Kg de cloridrato de fluoxetina (n=9). Aos 90 dias, os
animais foram anestesiados e perfundidos intracardiacamente com solucdo fixadora. Foram
removidos para pesagem o epididimo, prostata, glandula seminal e testiculos. Os testiculos
foram processados rotineiramente para inclusdo em resina pldstica a base de glicol
metacrilato. Cortes histologicos de 4um de espessura foram corados em azul de
toluidina/borato de sédio a 1% e analisados histometricamente. Observou-se reducao média
em torno de 17% do volume do epitélio seminifero nos animais tratados com maior dose e
reducdo de 29,5% no volume total das células de Leydig nos animais tratados com 5 e
20mg/Kg de cloridrato de fluoxetina. No comprimento total de tibulos seminiferos ocorreu
uma reducdo significativa nos animais tratados com 20mg/Kg em relagdo ao grupo tratado
com 5mg. De acordo com os resultados observados o contato fetal e neonatal com fluoxetina,
no periodo critico de proliferacao das células de Sertoli influenciou no desenvolvimento
somatico dos animais e ocasionou alteracdes em parametros testiculares, tais como o peso de
epididimo e glandula seminal, volumetria do epitélio seminifero, volumetria total das células
de Leydig, comprimento total dos tibulos seminiferos e uma tendéncia (ndo significativa) na
producdo espermdtica por testiculo. Ainda que a fluoxetina tenha interferido na volumetria
das células de Leydig os resultados ndo apontam nenhuma alteracao nos niveis de testosterona
e da espermatogénese. A maior parte das alteragcdes estao relacionadas ao grupo tratado com a
maior dosagem do antidepressivo, 20mg/Kg, inferindo que nessa dosagem a fluoxetina pode,
de fato, causar alteracdes no desenvolvimento somético e do aparelho reprodutivo.

Palavras-chave: Fluoxetina, serotonina, células de Sertoli, testiculo.
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ABSTRACT

The aim of this study was the evaluation of the effects of fluoxetine chlorhydrate
administrated through transplacentary and brest milk ways on adult Wistar rats.The drug was
administrated transplacental way and breast milk through application of fluoxetine on its
mothers since thirteenth day of pregnancy until the twentieth-first day of the newborns. Thirty
four animals were arranged according to different treatments: I) Control group treated with
deionized water (n=9); II) treated with 5 mg/Kg of fluoxetine chlorhydrate (n=8); III) treated
with 10 mg/Kg of fluoxetine chlorhydrate (n=8); IV) treated with 20 mg/Kg of fluoxetine
chlorhydrate (n=9). To ninety days, animals were anesthetized and intracardiacaly perfused
with fixative solution. Epididymis, prostate, seminal gland and testis were extracted for
weightening. Furthermore testis were routinely processed for inclusion with plastic glycol
methacrylate resin. Histological sections with 4um thickness were stained with
toluidine/sodium borate to 1% and analyzed histometrically. Was observed an average
reduction around 17% in seminiferous epithelium volume of animals treated with the highest
dosage, was also noticed a reduction of 29,5% in Leydig cell volume amongst animals in the
groups 5 mg/Kg and 20 mg/Kg fluoxetine chlorhydrate. In the total seminiferous tubule
length occured a significant reduction in treated animals with 20 mg/Kg in comparison with
the group treated with 5 mg/Kg. According to the results the fetal and neonatal contact with
flouxetine chloridrate by transplacental way and breast milk on critical period of Sertoli cell
proliferation influenced on somatic development of subjects and altered testicular patterns, as
the epididimys and seminal gland weight, seminiferous epithelium volume, total Leydig cells
volume, total seminiferous tubules length and a tendency (no-significant) in the testicle
spermatic production. Though fluoxetine had interfered with the Leydig cell volumetry, the
results did not point any alteration on testosterone levels as well as with spermatogenesis.
Most of the alterations are associated to the group treated with the highest dose of
antidepressant, 20mg/Kg, showing that, at this dosage, the fluoxetine can cause alterations in
somatic and reproductive development.

Key words: Fluoxetine, serotonine, Sertoli cell , testis.

Introducao

A depressao ¢ uma desordem mental comum, onde o individuo pode apresentar
alteracdes de humor, perda de interesse em diversas areas da vida, sentimentos de culpa ou
baixa auto-estima, além de alteragdes no sono ou apetite e problemas de concentracdo (WHO,
2008).

Hoje em dia a depress@o ocupa o segundo lugar no DALY ou YLD (Disability
Adjusted Life Years ou Years Lived with Disability) entre os individuos de 15 a 44 anos de
ambos os sexos, sendo estimado que em 2020 este distdrbio, ainda sem causas bem definidas,

seja a segunda maior causa de incapacita¢do em individuos de todas as idades (WHO, 2008).
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De acordo com a organizagdo mundial de saide (2008), aproximadamente 121
milhdes de pessoas sofrem de depressdao no mundo, aproximadamente 1 milhdo de brasileiros
consomem antidepressivos por dia sendo um quarto desse nimero consumidores de fluoxetina
(Athayde, 2007)

Durante a gestacdo, a depressao clinica ocorre em 10 a 15% das mulheres, enquanto a
depressao pos-parto ocorre entre 10 a 22% das mulheres. Esta condi¢cao pode colocar em risco
tanto a mae quanto o feto, além do que existem forte evidéncias de efeitos adversos da
depressao pods-natal materna sobre o desenvolvimento cognitivo, motor e desenvolvimento
emocional dos neonatos (Kim et al., 2005).

E importante conhecer a extensdo da transferéncia de drogas pelo leite humano com o
objetivo de testar a seguranca da amamentacdo no caso de ingestdo de droga pela mae.
Disturbios depressivos sdo comuns tanto durante o periodo pré-natal quanto nos meses
iniciais apds o nascimento, depressdo pods-parto. Fluoxetina, um inibidor seletivo da
recaptacao de serotonina, é largamente utilizado no tratamento da depressdo neste periodo. A
droga € metabolizada para norfluoxetina que em humanos tem uma vida média plasmatica
prolongada, em torno de 15 dias, e poténcia similar ao inibidor de recaptacdo de serotonina
(Kristensen et al., 1999).

Fluoxetina e norfluoxetina sdao componentes altamente soliveis em lipideos, portanto
capazes de cruzar a barreira placentdria, como também serem excretados pelo leite. Além
disso, a meia-vida longa deste farmaco sugere riscos de acimulo nos fetos e nos neonatos,
principalmente através da ingestdo do leite materno (Heikkinen et al., 2003). Em ratas
gestantes foi comprovado que a fluoxetina e norfluoxetina atravessam a barreira placentdria e
se distribuem dentro do embrido/feto durante os periodos de organogénse e pds-organogénese
(Pohland et al., 1989). A transferéncia de fluoxetina e norfluoxetina através do leite maternos
de ratas vem sendo utilizada para estudar os efeitos deste ISRS e seu derivado N-metilado,
norflouxetina, em ratos neonatos (Pereira et al., 2007).

Evidéncias farmacolégicas demonstraram que a elevagdo cerebral dos niveis de 5-HT
afetou a secrecdo de FSH (Hormonio foliculo estimulante) e hormdnio luteinizante (LH) por
inibir a liberacdo de GnRH (Hormoénio liberador de gonadotrofina) no hipotdlamo, com
subseqiiente efeitos sobre o processo espermatogénico e esteroidogénese em ratos adultos
(Urry e Dougherty, 1975; Naumenko e Shishkina, 1978; Das et al., 1982, 1985)

Em ratos neonatos, niveis adequados de FSH sdo cruciais para o estabelecimento da
populacdo de células de Sertoli, a qual esta diretamente relacionada com o tamanho do
testiculo e a produgdo espermatica (Franca et al., 2000). Silva Junior el al. (2008) observaram

que a administracdo intra-peritoneal (IP) neonatal de fluoxetina em ratos Wistar reduziu o
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peso testicular, populacdo de células de Sertoli e comprimento total de tibulos seminiferos.
Por outro lado, o acesso dos neonatos a fluoxetina e norfluoxetina ocorre através do leite
materno (Pereira et al., 2007).

A diferenciacdo morfoldgica testicular em ratos ocorre entre 12° e 13° de gestacdo,
com a formagdo dos corddes testiculares. A partir deste momento até o periodo perinatal se
observa uma intensa proliferacao de células de Sertoli, porém estas células tendem a reduzir
seu indice mitético do nascimento até o 16° dia pds-natal quando se inicia a formagdo da
barreira hemato-testicular e inicio do aparecimento do limen nos corddes testiculares (Orth,
1993; Gondos e Berndtson, 1993). E importante considerar que o perfodo pré-natal e
fundamental para defini¢do da populacdo de células de Sertoli, por conseguinte a manipulagdo
do sistema serotoninérgico durante o periodo de organogénese e pds-organogénese testicular
em fetos, via placentdria, nos daria subsidios a respeito das provdveis conseqiiéncias da
utilizacdo de ISRS durante a gestac@o sobre o desenvolvimento testicular Para tal, o presente
experimento se propde a estudar os efeitos da administragdo de fluoxetina em ratas do 13° de
gestacdo até o 21° dia pds-natal sobre parametros morfoldgicos e morfométricos do testiculo

de ratos adultos.

Animais, manipulacoes farmacoldgicas e desenho experimental.

Inicialmente foram utilizadas 20 ratas gestantes Wistar (Rattus norvegicus, var.
albinus), as quais foram mantidas em ciclo claro/escuro de 12h com controle de umidade
(50%) e temperatura (22°C), obtidos do biotério da Area de Fisiologia do DMFA/UFRPE.
Com a finalidade de compor os grupos de tratamento, a partir do 13° dia de gestacdo as ratas
passaram a receber, via sonda orogéstrica (gavagem), solu¢do de fluoxetina diluida em agua
deionizada de acordo com o seguinte protocolo: I) Controle =Agua deionizada (n=5); II)
tratado com 5 mg/Kg de cloridrato de fluoxetina (n=5); III) grupo tratado com 10 mg/Kg de
cloridrato de fluoxetina (N=5); III) grupo tratado com 20 mg/Kg de cloridrato de fluoxetina
(N=5).
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As doses foram calculadas levando-se em consideracdo o peso vivo do animal
(NOWAKOWSKA et al., 1997; MATUSZCYK et al., 1998; GANDARIAS et al., 1999;
FRANK et al., 2000). Apds o parto das fémeas pertencentes ao mesmo grupo de tratamento,
foi feita a sexagem dos neonatos e os ratos machos foram escolhidos aleatoriamente para
composicdo dos seguintes grupos: I) Controle =Agua deionizada (n=9); II) tratado com 5
mg/Kg de cloridrato de fluoxetina (n=9); III) grupo tratado com 10 mg/Kg de cloridrato de
fluoxetina (n=8); IV) grupo tratado com 20 mg/Kg de cloridrato de fluoxetina (n=9).

Os ratos neonatos machos permaneceram com suas maes, as quais continuaram a
receber o mesmo tratamento preconizado durante a gestagdo, para que 0S neonatos
continuassem a receber o inibidor seletivo da recaptacdo de serotonina, fluoxetina, via leite
materno durante os primeiros 21 dias pds-natal. Os animais dos grupos de tratamento (6 por
caixa) permaneceram com as maes em caixas individuais até 21 dias apds o nascimento. A
pesagem dos animais foi feita diariamente durante os primeiro 21 dias do experimento e apos
o desmame, semanalmente, para acompanhamento da curva de peso corporal até 90 dias pOs-
natal. As maes receberam ragdo peletizada, com niveis nutricionais adequados e dgua ad
libitum durante o periodo de aleitamento. Apds o desmame cada grupo foi dividido em lotes
de seis animais por caixa e comecaram a receber racao peletizada, com niveis nutricionais

adequados e dgua ad libitum até o final do experimento.

Processamento Histologico e Histometria Testicular

Aos 90 dias de idade, os ratos de cada grupo foram anestesiados, por injecdo
intraperitoneal de tiopental sddico (50mg/kg), heparinizados (125U1/100g de peso corporal) e
submetidos a perfusdo intracardiaca com solugdo fisiologica de NaCl a 0,9% acrescida de
heparina sédica (500 Ul/litro). Apds a lavagem do sistema vascular, os animais foram
perfundidos com glutaraldeido a 4% em tampao fosfato 0,01M, pH 7.,4. Os testiculos e
epididimos foram removidos, pesados em balanca digital modelo Kern 410 com precisdao de
quatro de casas decimais. De cada animal, um dos testiculos foi utilizado para as andlises
microscopicas. Para tal, fragmentos com até 2mm de espessura foram re-fixados em
glutaraldeido a 4%, em tampao fosfato (0,01M - pH 7,4), por duas horas, a 5° C.

Para os estudos ao microscopio de luz, os fragmentos foram desidratados em série
crescente de dlcoois e incluidos em resina pléstica a base de glicol metacrilato. Foram obtidos
cortes histoldgicos de 4 um de espessura em micrétomo rotativo de ldmina de vidro, corados

em azul de toluidina/borato de sddio e analisados em microscépio Olympus binocular modelo

BX-51.
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A andlise histométrica dos testiculos, determinac¢do do niimero de células de Sertoli e o
calculo da producdo espermadtica didria estimada através da histologia quantitativa dos
testiculos foram executadas de acordo com metodologia descrita por Silva Junior et al. (2006)
e Moraes et al. (2009).

As propor¢des volumétricas dos constituintes do parénquima testicular foram
estimadas a partir 6615 pontos por animal, utilizando-se reticulo com 441 intersec¢des
(pontos), em aumento de 400x. O testiculo pode ser dividido em dois compartimentos, tubular
e intertubular, do primeiro foram avaliados a tinica propria, o epitélio seminifero e o lume;
enquanto no segundo foram investigados as células de Leydig, células e fibras do tecido
conjuntivo, vasos sangiiineos e linfaticos. O volume de cada componente testicular, expresso
em mL, foi estimado a partir do conhecimento do percentual ocupado pelos mesmos no
testiculo e do conhecimento do volume liquido do testiculo. O valor deste ultimo foi obtido
subtraindo-se do peso bruto do testiculo o peso da tinica albuginea e do mediastino testicular.
Como a densidade do testiculo é em torno de 1 (1,03 a 1,04); Franca (1992), o peso do
testiculo foi considerado igual ao seu volume. O peso liquido do testiculo em ratos foi
determinado pela redugao de 6,5% do peso bruto referente ao somatdrio do percentual de peso
da albuginea e mediastino alocados ao testiculo (FRANCA e RUSSELL, 1995).

O diametro tubular médio por animal foi obtido a partir da mensuracio ao acaso de 30
seccoes transversais de tibulos seminiferos que apresentavam contorno o mais circular
possivel. Estas medidas ndo levaram em consideracdo o estddio do ciclo e foram realizadas
utilizando-se régua micrométrica (Olympus, modelo U-OCMSQ10/10) adaptada a uma das
oculares de 10x e acoplada a objetiva de 10x, proporcionado aumento de 100x. Nas mesmas
seccoes utilizadas para se medir o didmetro tubular foi mensurado a altura do epitélio
seminifero, a qual foi tomada da membrana basal até o lume tubular. O valor encontrado para
a altura do epitélio em cada tdbulo representa a média de duas medidas tomadas de forma
diametralmente opostas. O comprimento total dos tibulos seminiferos (CT) por testiculo
expresso em metros foi estimado a partir do conhecimento do volume ocupado pelos tibulos
seminiferos no testiculo e do diametro tubular médio obtido para cada animal. A seguinte
férmula foi empregada (ATTAL e COUROT, 1963; DORST e SAJONSKI, 1974):

VTS
T R®

VTS = Volume total de tibulos seminiferos;

TR’ = Area da seccao transversal dos tibulos seminiferos (R = didmetro tubular/2)
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A estimativa dos diferentes tipos celulares que compdem o epitélio seminifero no estadio VII
do ciclo, classificado de acordo com o método acrossomico RUSSELL et al. (1990) foi feita a
partir de contagens dos nucleos das células germinativas e de nucléolos das células de Sertoli.
Nestas contagens, foram utilizadas no minimo 10 sec¢des transversais de tibulos seminiferos
para cada animal. Os nucleos dos seguintes tipos celulares foram contados: espermatdcitos I,
na fase de preleptéteno/ leptéteno (SPT I PI/L); espermatdcitos I, na fase de paquiteno (SPT I

P); espermatides arredondadas (SPD Ar); nucléolo de células de Sertoli.

Com excecao dos nucleos das células de Sertoli, as contagens obtidas foram corrigidas
para o diametro nuclear e espessura do corte histoldgico, utilizando-se a seguinte férmula de

Abercrombie (1946) modificada por Amann e Almiquist (1962):

Espessura do corte

DM* DM*
Espessura do corte + ) - 4

Numero corrigido = contagem obtida X

O diametro nuclear médio (D.M.) representa a média das medidas dos diametros de 10
nucleos do tipo celular estudado, para cada animal. Os didmetros nucleares foram medidos
com o auxilio de uma régua micrométrica Olympus (modelo U-OCMSQ10/10) adaptada a
uma das oculares de 10x e acoplada a objetiva de 100x, propiciando um aumento final de
1000x. No caso das espermatogonias do tipo A que apresentam nucleos ovdides, o valor
utilizado foi aquele obtido pela média entre didmetro nuclear maior € menor. Os nimeros de
células de Sertoli foram corrigidos para o didmetro nucleolar e espessura do corte histoldgico,
em virtude disto, contabilizaram-se exclusivamente células de Sertoli com nucléolo visivel, o
que proporcionou aplicacdo da mesma férmula citada anteriormente. Com a finalidade de se
avaliar a eficiéncia do processo espermatogénico e das células de Sertoli nos animais tratados
e controle, foram estimadas as razdes entre os numeros corrigidos de células da linhagem
espermatogénica e entre estes nimeros e o nimero de células de Sertoli no estddio VII do
ciclo. As seguintes razdes foram obtidas: espermatides arredondadas: nucléolo de células de
Sertoli, obtendo-se o indice de célula de Sertoli que mede a eficiéncia desta célula; nimero
total corrigido de células germinativas: nucléolo de células de Sertoli, obtendo-se a

capacidade total de suporte da célula de Sertoli.

A estimativa do nimero de células de Sertoli por testiculo foi realizada a partir do
nimero corrigido de nucléolos de células de Sertoli por seccao transversal de tibulo
seminifero no estddio I e comprimento total de tibulos seminiferos por testiculo, segundo a

férmula empregada por Hocherau-de Reviers e Lincoln (1978):
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Comp. Tot. Tub. Sem. X Num. Cor. Nucl. CS | Sec. Transv.
Espessura do Corte

Numero CS [ Testiculo =

Onde, Nimero CS Testiculo = Numero de células de Sertoli por testiculo; Comp. Tot. Tub.
Sem. = Comprimento total de tibulos Seminiferos (um); Num. Cor. Nucl. CS Sec. Transv. =
Numero corrigido de nucléolos de células de Sertoli por seccdo transversal; Espessura do
corte (um). A produgdo espermatica didria por testiculo e por grama de testiculo foi obtida de

acordo com Rocha et al. (1999) e Silva Jr. et al. (2006):

N°? Total CS/ Testiculo X N° AR X Freq. R el. Est. VIl
Duragdo do Estdagio VII

PED =

Onde, PED = produc¢io espermética didria; N° Total CS Testiculo = Numero total de células
de Sertoli por testiculo; Prop. AR = Proporc¢do de espermétides arredondas no estigio VII;

Freq. Rel. Est. VII = freqiiéncia relativa do estdgio VII; Duracdo do estagio (dias).

Dosagem de Testosterona

Amostras de sangue foram obtidas por pun¢ao no seio venoso da veia cava de animais
previamente heparinizados (125UI/100g), em recipiente sem anticoagulante. Apds colheita, as
amostras de sangue foram centrifugadas e separadas o plasma sanguineo para armazenamento
(-20°C) e posterior andlise da concentragio de testosterona. Apds descongelacio, as amostras
foram analisadas em duplicata através do teste de Elisa (Brown et al., 2004) e o resultado

expresso em ng/mL.

Analise Estatistica

Dependendo da tendéncia normal dos resultados obtidos, utilizou-se testes
paramétricos ou ndo paramétricos. Para os dados considerados normais foi utilizado o teste de
Andlise de Variancia (ANOVA), com post-hoc de Tukey-Kramer como teste de multiplas
comparacdes, visando analisar quais grupos diferiram entre si. Caso os dados ndo seguissem
uma tendéncia normal, foi utilizado o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, com post-hoc
de Dunn. Em todas as andlises realizadas, os dados foram expressos através de estatistica
descritiva de tendéncia de centralidade e dispersdao (média e desvio padrdo). O tratamento

estatistico foi delineado com nivel de significancia para p < 0,05.

Resultados e Discussao
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No presente experimento ndo se observou diferenca significativa no peso corporal
final entre os grupos controle e tratados com diferentes doses de cloridrato de fluoxetina.
Contudo, nos animais que receberam 5mg/kg constatou-se aumento do peso corporal em
relacdo aqueles que receberam a maior dose via transplacentdria e leite materno (Tabela 2).
Por outro lado, € conveniente salientar que neste experimento a administracdo do
antidepressivo foi feita a partir do 13° de gestacdo até o 21° dias pds-natal e a avaliacdo feita
aos 90 dias de idade. Silva Junior et al. (2008) observaram reducdo do peso corporal apds
tratamento com fluoxetina durante 21 dias pos-natal. Estudos anteriores utilizando citalopram
e fluoxetina, administrados via subcutanea durante o periodo citado anteriormente, reduziu a
curva de ganho de peso nos animais (Deir6 et al., 2004; Mendes da Silva et al., 2002). Este
efeito pode ser atribuido a a¢@o inibitdria da serotonina sobre a ingesta alimentar (Simansky,
1996), muito embora, tenha sido relatado por Morrison et al., (2005) uma reducdo na altura
das vilosidades intestinais causada pela administracao de inibidores seletivos da recaptura de
serotonina o que reduziria a absor¢do de nutrientes. Apesar deste fendmeno de reducdo de
ganho de peso ter sido bem relatado no periodo critico de desenvolvimento pds-natal em
ratos, a interrup¢do do tratamento parece influenciado na recuperacdo do peso dos animais,

uma vez que, ndo se observou diferenca nos pesos dos animais no presente experimento

(Figura 1; Tabela 1).
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Figura 1 — Desenvolvimento ponderal ao longo dos 90 dias pds-natal dos
animais do grupo controle e tratados com fluoxetina do 13° dia de gestacdo até

0 21° dia pés-natal.
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TABELA 1-Desenvolvimento ponderal dos animais do grupo controle e tratados com fluoxetina
do 13° dia de gestagao até o 21° dia pés-natal com fluoxetina do 13° dia de gestagc@o até o 21° dia

pOs- natal e avaliado aos 90 dias.
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Controle 5mg/Kg 10mg/Kg 20mg/Kg P

Peso (g) (n=09) (n=08) (n=08) (n=09)
1° dia 7,12 £ 1,08 7,60 = 0,49 7,37+ 1,20 8,11 £0,97 0,2448
3° dia 8,84 +1,73a 11,26 + 0,82b 10,25 + 1,74ab 10,66 + 1,74ab 0,0283
7° dia 15,75 + 3,44ac 20,01 +2,14b 18,09 + 2,43abc 16,10 +2,41c 0,0115
15° dia 37,00 = 1,79a 40,39 + 4,35ac 30,92 +£4,35b 29,20 + 3,04b 0,0001
20° dia 47,55 + 5,27ac 57,30 + 5,14b 45,41 + 6,57ac 42,77 + 5,36¢ 0,0001
29° dia 88,94 + 13,62acd 112,06 + 10,90bd 100,58 +9,24d 76,56 £ 6,36¢ 0,0001
36°dia | 134,50+ 17,12ac 160,75 £ 16,57cd 157,31 £ 16,24bd 105,56 £ 9,92b 0,0001
44° dia | 186,00 +27,32acd 222,00 £31,41bd 207,43 £ 21,70db 169,80 = 17,62¢ 0,0014
51°dia | 245,25 £29,84a 263,75 £28,16a 207,63 £21,70b 234,70 = 11,02ab 0,0007
59°dia | 268,50 + 34,89a 305,63 +28,82b 290,13 + 17,89ab 274,74 + 17,29ab 0,0345
66° dia | 304,25 £+ 33,52 326,00 + 32,45 314,38 + 34,69 295,25 +£21,42 0,2465
72°dia | 328,50 £ 35,33ac 379,50 + 48,17b 338,63 +24,77abc 318,00 + 31,68¢ 0,0110
86° dia | 352,50 £ 37,38 381,25 +47,41 361,50 + 25,16 340,75 £ 42,10 0,2247
90°dia | 353,00 £21,70acd 407,38 £49,63bc 371,75 £ 34,44abcd 343,89 + 35,58d 0,0062

Letras diferentes na mesma linha equivalem a diferenca estatisticamente significativa.
Pesos do Testiculo, Epididimo, Préstata, Glandula Seminal e Indice

Gonadossomatico(IGS)

O peso testicular dos animais tratados com a dose de 20mg/Kg desde o 13° dia
gestacional até o 21° dia pds-natal e avaliado aos 90 dias teve redug¢do media de 15% (Tabela
2). Entretanto, essa redug¢do de peso nao foi significativa em relacdo aos demais grupos
experimentais.

O peso testicular dos animais tratados com a maior dose durante os primeiros 21 dias
poOs-natal e avaliado aos 90 dias teve reducdo media de 15% (Tabela 2). Entretanto, a redugdo
de peso nao foi significativa em relacdo aos demais grupos experimentais. De acordo com
Franca e Russell (1998) o peso testicular € um pardmetro morfométrico com correlagdo direta
e positiva com outros parametros testiculares como comprimento total de tibulos seminiferos,
populacio de células de Sertoli, produgio espermdtica. E importante salientar também que, o
testiculo apresenta um rapido crescimento durante o periodo fetal e neonatal; contudo cada
populacdo celular se expande em diferentes fases sob a influéncia de diferentes fatores sejam

eles de origem extra ou intra-testicular. Em ratos, este dois periodos sdo de grande



importancia para o estabelecimento do tamanho final do testiculo e da producdo espermatica
no adulto (Orth, 1993). A célula de Sertoli apresenta um periodo proliferativo que se estende
desde o momento de diferenciacdo do testiculo na vida embriondria até o estabelecimento da
puberdade, na maioria das espécies (Gondos e Berndston, 1993). Portanto, durante este
periodo a populacdo de células de Sertoli é estabelecida e com isso pardmetros como peso
testicular, comprimento de tibulos seminiferos e produgdo espermética no individuo adulto
(Silva Junior et al., 2006; Silva Junior et al., 2008).

No que diz respeito ao peso epididimario dos animais submetidos a maior dosagem do
ISRS observou-se redugdo extremamente significativa (p=0,0006). No peso da glandula
seminal, por sua vez, constatou-se reducdo extremamente significativa (p=0,0004) nos
animais tratados com o ISRS em relag¢do ao grupo controle. Por outro lado, a préstata e o IGS
nao sofreram influéncia da fluoxetina veiculada transplacentariamente e leite materno (Tabela
2).
Tabela 2. Peso corporal, peso testicular, epididimario, prostatico, da glandula seminal e indice
gonadossomatico dos animais tratados com fluoxetina do 13° dia de gestacdo até o 21° dia

pos-natal com fluoxetina e avaliados aos 90 dias.

Parametros Controle 5mg/Kg 10mg/Kg 20mg/Kg
(n=08) (n=08) (n=08) (n=08) P
Peso Corporal (g) 353,00 £21,70acd 407,38 £49,63bc 371,75 £ 34,44abcd 343,89 +35,58d 0,0062
Peso Testicular (g) 1,73+ 0,17 1,71 £0,14 1,70 £ 0,16 1,45 +0,28 0,0789
Epididimo (g) 0,61 = 0,09acd 0,58 +0,07acd 0,56 £ 0,07acd 0,44 +£0,08b  0,0006
Glandula Seminal (g)| 1,78+0,13a 1,33 +0,25b 1,24 + 0,08b 1,46 £0,17b  0,0004
Préstata (g) 1,30 £ 0,42 1,58 £ 0,38 1,70 £ 0,46 1,53+0,11 0,1601
IGS 0,49 £ 0,07 0,42 £ 0,05 0,46 £ 0,06 0,42 £ 0,06 0,0810

N

Letras diferentes na mesma linha equivalem a diferenca estatisticamente significativa
(p<0,05); IGS (%) = Indice Gonadossomatico. Média + desvio padréo
Histometria Testicular

Na tabela 3 podemos observar os dados referentes aos parametros volumétricos dos
constituintes do parénquima testicular de ratos Wistar controles e submetidos a diferentes
doses de fluoxetina via transplacentdria e leite materno aos 90 dias de idade. O percentual
volumétrico de tibulos seminiferos que ocupa o parénquima testicular em ratos € de 89%, o
qual estd diretamente correlacionado com o peso liquido do testiculo, volume de tdbulos
seminiferos, epitélio seminifero, comprimento total de tibulos seminiferos e produgdo

espermdtica (Russell e Franca, 1995; Franca et al., 2005). O compartimento tubular no
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testiculo € composto pela tinica propria, epitélio germinativo (células de Sertoli e
germinativas) e lume tubular. Dentre estes parametros notou-se reducdo significativa
(p=0,0212) no volume de epitélio seminifero nos animais que receberam a maior dosagem de
fluoxetina através da placenta e leite materno. Esta redu¢do observada no epitélio justifica,
pelo menos em parte, a tendéncia de redugdo observada em parametros como peso testicular
bruto, liquido (p=0,0789) e volume de tibulos seminiferos (p=0,0659).

No presente trabalho, observou-se que a manipulacio neonatal do sistema
serotoninérgico no periodo critico do desenvolvimento testicular alterou o volume do epitélio
seminifero nos animais tratados com a dose de 20mg/Kg de fluoxetina com reducdo média
deste parametro em torno de 17%. Estes resultados corroboram os achados de De Sa (2009,
dados ndo publicados). O autor citado anteriormente manipulou o sistema serotoninérgico de
ratos neonatos durante os primeiros 21 dias pds-natal, utilizando fluoxetina, e analisou
morfometricamente o testiculo aos 150 dias de idade. O mesmo obteve reducdo significativa
do volume de tibulos seminiferos. Vale ressaltar que no trabalho realizado por De S4(2009,
dados nao publicados) a redu¢do foi em torno de 13,42% no volume de tibulos seminiferos e
os animais neonatos receberam fluoxetina via intra-peritoneal durante 21 dias pds-natal. No
presente experimento a maior reducdo do volume de epitélio seminifero pode estar
relacionada ao maior periodo de utilizagdo do inibidor seletivo de recaptacdo de serotonina.

No compartimento intertubular foram contabilizados o volume total de células de
Leydig, células do conjuntivo, vasos sanguineos e linfaticos. Dentre estes componentes foi
constatada reducao de 29,5% no volume total das células de Leydig nos animais tratados com
5 e 20mg/Kg de cloridrato de fluoxetina. De acordo com De Sa (2009, dados nio publicados)
a administracdo pré-natal e pds-natal de fluoxetina reduziu o volume total das células de
Leydig em ratos neonatos aos 21 dias pés-natal. Com os resultados do presente experimento
pode-se constatar que os efeitos do ISRS sobre a volumetria das células de Leydig nos
animais neonatos perdurou nos animais adultos.

As células de Leydig constituem-se na fonte de andrégenos testiculares que sao
sintetizados a partir de uma molécula base, o colesterol. Baseado em inimeros trabalhos
realizados em diferentes laboratérios pode-se observar diferencas na populacdo de células de
Leydig por grama de testiculo, como também no volume da célula em vérias espécies de
mamiferos (EWING e KEENEY, 1993, SILVA JUNIOR e FRANCA, 2001). Além disso,
Franca et al. (2005) relacionaram a quantidade e o tamanho das células de Leydig, bem como
o volume do reticulo endoplasmdtico a capacidade destas células quanto a producdo de
testosterona. Portanto, de acordo com os nossos resultados € provdvel que a manipulacdo do

sistema serotoninérgico com o ISRS durante o periodo fetal e neonatal do desenvolvimento
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testicular, que promoveu a reducdo volumétrica total das células de Leydig nos animais
adultos, tenha repercussdes na populacgao total de células de Leydig. Por outro lado, de acordo
com os niveis séricos de testosterona apresentados na figura 2 (P = 0,0397) ndo se observou
diferenga entre os grupos controle e tratados com ISRS, porém entre os grupos tratados com
10 e 20 mg de fluoxetina se constatou aumento de 59% dos niveis séricos nos animais
tratados com a maior dose de fluoxetina em relagdo aos tratados com 10mg/Kg.

Em ratos a populacdo de células de Leydig € definida em um periodo diferente
daquele observado nas células de Sertoli. Apds a puberdade o niimero de células intersticiais
ou de Leydig aumenta linearmente possuindo correlagdo direta e positiva com as células
germinativas, estabelecimento da espermatogénese e definicdo da producdo espermatica
(Franga et al., 2000). Por outro lado, a reducdo volumétrica da populacdo de células de
Leydig parece ndo ter afetado o processo espermatogénico nos animais tratados com
20mg/kg, uma vez que, de acordo com os dados presentes na tabela 3 ndo se observou
qualquer alteracao numérica na populacdo de células de Sertoli, tdo pouco na populacdo de
células germinativas por sec¢do transversal de tibulo seminifero (Tabela 4). Além disso, apds
avaliacdo qualitativa do processo espermatogénico nao se observou qualquer alteragdo digna
de nota entre os animais tratados e controle em consequéncia do protocolo de tratamento com
fluoxetina empregado no periodo pré e pds-natal descrito no presente experimento (Figura 3).
Os dados de testosterona também justificam a auséncia de alteracdes morfoldgicas e
quantitativas do processo espermatogénico

Tabela 3.Parametros volumétricos dos constituintes do parénquima testicular de ratos Wistar
controles e tratados com diferentes doses de fluoxetina do 13° dia de gestacdo até o 21° dia
p6s-natal com fluoxetina e avaliados aos 90 dias. (média + desvio padrio).

Parametros Controle Smg/Kg 10mg/Kg 20mg/Kg  —P
(n=09) (n=08) (n=08) (n=09)

Peso Liquido (uL) | 161521 £ 162,80 1594,93+ 13420 1584,77+ 147,60  1359,70+259,40  0,0789
Tuabulo

- 140956 + 142,80 1411,194 121,30 1386,11 10290  1195,55 +223.4 0,0659
Seminifero
Epitélio 1215514 122,60a 123332 +93,14a 122339+ 105,80a  1012,15+1792b  0,0212
Seminifero
Lume (uL) 1520043304  13830+41,16 125,90+ 27,10 149.60 + 6326  0,6460
Z:El)lca Propria 42,95+ 12,52 39,57 +5,19 36,83 + 9,63 33,81 +7,98 0,2189
Leydig (uL) 22,14 +3,60a 15.60 + 3.65b 22,56 + 10,57ab 1556 +408b  0,0091
Conjuntivo (L) 11,47 + 4,67 13,14+ 422 11,67 +3.36 9,64 + 3,30 0,3525
(‘;‘f;’ Sanguineo 6,56 + 4,61 13,74+ 4,88 13,004 9,11 11,39 + 4,04 0,0633
f:;f;“?“ Linfatico | 637541507 1412643542 151,41 +5830 127,56 +3511  0,1173

Letras diferentes na mesma linha equivalem a diferenca estatisticamente significativa (p<0,05).

P = significancia.
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Figura 2.Valores médios e desvios-padrao da concentracdo plasmatica
de testosterona (ng/mL) de ratos Wistar neonatais controle e tratado
com fluoxetina do 13° dia de gestacdo até o 21° dia pds-natal, via

transplacentdria e leite materno e avaliados aos 90 dias de idade
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Tabela 4. Populacdo celular por sec¢do transversal de tibulo seminifero no estdgio VII do ciclo
do epitélio seminifero de ratos wistar controles e submetidos a diferentes doses de fluoxetina
do 13° dia de gestagdo até o 21° dia pds-natal e avaliada aos 90 dias. (média £ desvio padrdo).

Parametros Controle Smg/Kg 10mg/Kg 20mg/Kg P
(n=09) (n=08) (n=08) (n=09)

Espermatogonia 0,35 +0,28 040+ 0.18 0.64 + 0,59 033+0,17 0,5170
Nucléolo Cel. 7,45+ 1,84 7,16 £ 1,28 6,92+ 1,47 7,23 £2,06

. 0,9376
Sertoli
Pré-leptéteno 23,28 £2,00 23,58 + 1,93 23,90 +£2,19 24,39£2,19  0,6453
Paquiteno 24,93 + 1,68 2474 £ 2,54 24,78 £2,85 25,60£1,89  0,6255
Espermatide
Arredondada 65,89 £ 4,85 64,62 +5,70 64,47 £5,29 65,75+2,80  0,8911

Letras diferentes na mesma linha equivalem a diferenca estatisticamente significativa

(p<0,05). P = significancia.
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Figura 3: Fotomicrografia do testiculo de ratos Wistar adultos controle e tratados com fluoxetina do 13° dia de gestacao até
o 21° dia pés-natal, via transplacentiria e leite materno, e avaliados aos 90 dias de idade. Figura 1A: Testiculo de rato
Wistar do grupo controle; (TS) tiibulo seminifero em corte transversal; (EL) espaco linfatico. Aumento de 100X. Figura 1B:
Detalhe de tibulo seminifero em corte transversal no estagio VII do ciclo do epitélio seminifero (CES). Aumento 400X.
Figura 1C: Parénquima testicular de rato tratado com 5mg/Kg de fluoxetina; (TS) Tidbulo seminifero em corte transversal.
Aumento de 100X. Figura 1D: Detalhe de 2 tiibulos seminiferos nos estagio VI e VIII do CES de animal tratado com
5mg/Kg de fluoxetina; Espaco intertubular (EIT); Célula de Leydig (seta). Aumento de 400X. Figura 1E: Parénquima
testicular de rato tratado com 10mg/Kg de fluoxetina; (TS) tibulo seminifero em corte transversal. Aumento de 100X.
Figura 1F: Detalhe de tibulo seminifero entre o estagio VII e VIII do CES de rato tratado com 20mg/Kg de fluoxetina;
(EL) espaco linfatico; Célula de Leydig (seta). Aumento 400X.
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Na tabela 5 podemos observar os valores referentes a pardmetros biométricos do
parénquima testicular, populacdo de células de Sertoli e produgdo espermaética por testiculo e
por grama de testiculo de ratos Wistar controles e tratados com diferentes doses de fluoxetina.

No comprimento total de tibulos seminiferos ocorreu uma reducdo significativa nos
animais tratados com 20mg em relacdo ao grupo tratado com 5Smg. Este resultado nos mostra
a relagcdo direta que existe entre o volume de epitélio seminifero e o comprimento total de
tibulos seminiferos. Estes parametros também possuem relacdo com o peso testicular, o qual
por sua vez tem relacio direta com a populacdo de células de Sertoli e a producdo espermatica
didria (Silva Junior et al., 2006). Torna-se importante salientar que na maior dosagem
empregada se observou tendéncia de reducdo do peso testicular em 15% com valor de
p=0,0789. A producdo espermdtica didria por testiculo (PED/ testiculo) ndo sofreu redugdo
estatisticamente significativa nos demais grupos experimentais. Entretanto, é digna de nota a
tendéncia de redugdo deste parametro na ordem de 18% com valor de p=0,0513 nos animais
tratados com 20mg/kg de fluoxetina (Tabela 5). Outros parametros como numero de célula de
Sertoli e espermatides arredondadas por sec¢do transversal de tibulos seminiferos no estagio
VII do C.E.S. ndo sofreram qualquer influéncia do tratamento pré e pds-natal com fluoxetina
em dosagens crescentes. Isto também se estendeu para a capacidade de suporte das células de
Sertoli, o ICS ou indice de células de Sertoli. A populagdo total de células de Sertoli por
testiculo também nao sofreu influéncia das diferentes doses de fluoxetina administradas

durante o periodo citado anteriormente.

Tabela 5. Peso liquido do testiculo, parametros biométricos do parénquima testicular, populacao
de células de Sertoli, producdo espermatica didria em testiculo de ratos wistar controle e
submetidos a diferentes doses de fluoxetina do 13° dia de gestacdo até o 21° dia pds-natal e
avaliados aos 90 dias. (média £ desvio padrao).

. Controle 5mg/Kg 10mg/Kg 20mg/Kg P

Parametros (n=09) (n=08) (n=08) (n=09)
Peso Liq. doTesticulo 1619,00 + 1594,93 + 1359,70 +
(ng) 161,40 134.20 1584.77 % 147.60 50700 0,0781
Diametro Tubular 344,67 +24,73 3343342525  34367+2242  34689+29,53 0,7662
Altura do Epitélio 11504 +10,80 108,75+ 10,77 119,58 +7.46  11400+8,56  0,1937
Sertoli/seccao
transversal de tibulo 747 £ 1,84 7,16+ 1,28 6,92+ 1,47 7234201 09376
seminifero
SPDAr/seccio 65,89 + 4,85 64,62 £ 5,70 64,47 £5.29 6575+2,80  0,8911
transversal
ICS 9,33 £2,47 9,27+ 1,79 9,88 +3.41 10,05 +4,24 09750
Comprimento Total de 1534+2,58ab  1629+2,6la  1511+22lab 12,73 +£246b 0,0355
Tuabulo Seminifero(m)
Pop. Cel. Sertoli (x107) 2,89 + 1,00 2,89 +0,57 2,61+0,70 2334089 04130
PED/Testiculo (x10%) 19,01 £ 3,88 19,57 £2,51 18,25 3,17 1562+2,69  0,0513
PED/g/Testiculo (x10°) 11,69 + 1,81 12,30 £ 1,62 11,58 + 2,26 11,66+196 08705

P = significancia; ICS = Indice de célula de Sertoli; SPDar = espermatide arredondada.
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De acordo com Silva Junior et al. (2008), a manipulacdo do sistema serotoninérgico
em ratos durante o periodo critico do desenvolvimento testicular reduziu a populagao de células
de Sertoli nos animais pré-puberes e os niveis de FSH. De acordo com a literatura, o esperado
seria a reducdo de parametros morfométricos relacionados diretamente com esta populacio
celular (Franca et al., 2000; Francga et al., 2005; Silva Junior et al., 2006) em individuos adultos.
Contudo, o que se observou neste trabalho vai totalmente de encontro ao que € citado
comumente na literatura. Provavelmente, apds a retirada do inibidor seletivo da recaptacao de
serotonina (ISRS) e eliminacdo da fluoxetina e norfluoxetina, que nos animais neonatos € de
aproximadamente 5 el5 horas (Caccia et al., 1990), respectivamente, o testiculo pode ter
desenvolvido estratégias de adaptacdo, que promoveram a recuperacdo dos padroes
morfométricos e celulares da espécie.

O FSH (Hormonio Foliculo Estimulante) € o principal agente mitogénico responsdvel
pela proliferacao das células de Sertoli (Orth, 1982; Orth, 1984; Almiron e Chemes, 1988;);
portanto, niveis adequados deste hormonio sdo necessdrios para o estabelecimento do
tamanho final do testiculo e a producdo espermadtica, uma vez que estas varidveis sao
controladas pela populacdo de células de Sertoli durante o periodo critico do desenvolvimento
testicular (Orth, 1988; Orth, 1993). Entretanto, no experimento realizado por Silva Junior et
al. (2008) a reducdo dos niveis de FSH e da populacdo de células de Sertoli aos 21 dias p6s-
natal ndo se traduziu em reducdo de produgdo espermatica em adulto e perda de eficiéncia da
espermatogénese nos dados fornecidos por De Sa( 2009), dados nao publicados utilizando o
mesmo protocolo de tratamento de Silva Junior et al. (2008). O que se observou foi uma
recuperagdo dos parametros testiculares estando provavelmente relacionada a elevacdo nos
niveis de FSH ao final do término do tratamento com o ISRS nos animais com 21 dias p6s-
natais e ao prolongamento do periodo de sensibibilidade da célula de Sertoli a este hormdnio.
Contudo, deve-se levar em consideracdo que a administracdo de fluoxetina foi feita
intraperitonealmente nos animais neonatos.

No presente trabalho a administracao de fluoxetina seguiu 0 mesmo protocolo descrito
por De S4( 2009), onde o autor administrou fluoxetina em fémeas gestantes, por via oral a
partir do 13° dia e em aleitamento até o desmame aos 21 dias pos-natal.

Quando os efeitos do ISRS foram avaliados logo apds o término do aleitamento se
observou redu¢do no comprimento total de tibulos seminiferos, no volume de corddes/tibulos
seminiferos, epitélios seminiferos e lume de tibulos seminiferos. Além do retardo na
luminacdo dos tdbulos seminiferos e redu¢do no volume liquido de células de Leydig nos
animais que receberam a maior dose de fluoxetina (De S4, 2009). Contudo, quando os efeitos

do ISRS foram avaliados em ratos adultos ndao se observou alteracdo de parametro
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relacionados a populacdo de células de Sertoli, produgdo espermética didria ou eficiéncia do
processo espematogénico.

As alteragdes observadas em neonatos que passaram por tratamentos similares ao
realizado nesse estudo podem ter perdurado até a fase adulta, mostrando que o uso de ISRS
durante o periodo critico do desenvolvimento testicular tem repercussdes em individuos
adultos. Entretanto, ainda € cedo para considerar-mos elucidadas todas as relagdes entre o
desenvolvimento do aparelho reprodutor e a manipulagdo do eixo HPG através de drogas
antidepressivas, como os ISRS. Estudos mais elaborados, envolvendo a medi¢cdo dos niveis
hormonais e andlise do comportamento sexual, devem ser realizados para uma melhor

compreensdo dos efeitos causados por drogas antidepressivas sobre a fun¢ao sexual.

Conclusao

O tratamento com fluoxetina na dosagem de 20mg/Kg, no periodo pré-natal e pds-
natal, provocou mudangas no desenvolvimento somatico nos animais adultos ao final do
experimento.

Outras alteracdes puderam ser constatadas nos animais que receberam 20mg/Kg de
fluoxetina, via transplacentdria e leite materno, tais como: reducao do peso epididimério e da
glandula seminal. A mesma dosagem reduziu a volumetria total das células de Leydig assim
como a volumetria do epitélio seminifero e demostrou tendéncia de redugcdo na producao
espermatica didria. Entretanto, nas doses comprendidas entre 5 e 20mg/Kg ndo se constatou
alteracOes nos niveis séricos de testosterona e na espermatogénese.

Por outro lado, o tratamento pré-natal e neonatal com dosagens até 20mg/Kg em ratos
nao produziu alteragdes qualitativas nem perda da eficiéncia do processo espermatogénico.
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