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A bupropiona ¢ um antidepressivo amplamente utilizado no tratamento da
cessacdo tabagica que atua inibindo a recaptura neuronal de dopamina (DA) e
noradrenalina (NE) com pouco efeito na recaptacdo da serotonina. Estudos prévios
demonstraram que o tratamento com sibutramina, um bloqueador da recaptura de NE
que age aumentado disponibilidade desta monoamina na fenda sinéptica, influenciou a
qualidade espermatica diminuindo a fertilidade de ratos machos submetidos ao
tratamento com este fArmaco. A bupropiona possui acdo sobre algumas fungdes sexuais
como a ejaculagdo e a excitacdo, no entanto, ndo sdo encontradas na literatura
informagdes sobre a influéncia desta droga na qualidade espermatica de humanos ou de
modelos animais. Nesse contexto, o presente trabalho tem como objetivo investigar os
efeitos da administragdo de bupropiona sobre o comportamento sexual, parametros
espermaticos e fertilidade de ratos machos e sobre a reatividade farmacolédgica do ducto
epididimario isolado. Para tanto, 27 ratos machos (90 dias) foram aleatoriamente
alocados em trés grupos experimentais que receberam 15 mg/kg de bupropiona (BPP15,
n=9), 30 mg/kg de bupropion (BPP30, n=9) e 4gua destilada (veiculo, VEH, n=9) via
oral durante 30 dias consecutivos. Ao final do tratamento os animais foram
eutanaziados e tiveram seus Orgdos reprodutores (testiculos, epididimos, prostata,
vesicula seminal cheia e vazia) pesados. Os niveis séricos de testosterona, hormonio
luteinizante e hormonio foliculo estimulante foram determinados por radioimunoensaio
e os testiculos e epididimos direitos foram coletados e processados para contagem
espermatica, determinacdo da producao diaria de espermatozoides e determinag¢do do
tempo de transito espermatico pela cabeca/corpo e cauda epididimaria. Além disso, os
espermatozoides da cauda do epididimo direito foram utilizados para andlise da
motilidade e morfologia espermatica. Em uma segunda etapa do estudo, mais 30
animais (n=10/grupo experimental), divididos e tratados como descrito anteriormente,
tiveram seu comportamento sexual e fertilidade apos acasalamento natural avaliados.
Na tltima etapa do trabalho mais 18 animais (n=6/grupo experimental) foram utilizados
para avaliagdo dos efeitos do tratamento com bupropiona sobre a contratibilidade do
ducto epididimario isolado, importancia funcional do sistema de captura de NE e
reservas de NE da cauda do epididimo. Também foram realizados ensaios in vitro de
reatividade do ducto epididimério isolado de ratos ndo tratados com o farmaco na
presenca e auséncia de bupropiona para avaliacdo da capacidade da bupropiona em

bloquear o sistema de recaptura de NE. A administragdo oral de bupropiona ndo alterou
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os pesos dos orgdos reprodutores, a producdo didria de espermatozoides bem como o
tempo de transito ¢ a morfologia espermatica, no entanto o tratamento com 30 mg/kg
bupropiona diminuiu a qualidade espermatica dos animais (uma vez que houve aumento
do numero de espermatozoides moveis sem movimento progressivo). A dose de 15
mg/kg aumentou o nivel sérico de hormonio luteinizante sem alterar o nivel sérico de
testosterona. Nao houve alteracdo do comportamento sexual e fertilidade nos animais
expostos ao farmaco, assim como da importancia do sistema de captura de NE no
epididimo e das reservas de NE dos animais BPP15 ¢ BPP30. Dessa maneira o aumento
da contragdo maxima da cauda epididimaria induzida por NE observado nos animais
BPP15 ndo foi resultado do aumento das reservas de NE no tecido. Mesmo tendo
aumentado em 8 vezes a poténcia da NE exdgena em promover contracdes na cauda do
epididimo de ratos nao tratados a bupropiona nao diminuiu o tempo de transito
espermatico pelo epididimo, esse resultado foi atribuido ao fato da bupropiona ter se
mostrado capaz de inibir apenas parcialmente o sistema de recaptura de NE. Em
conjunto, os resultados apresentados demonstram que a bupropiona aumentou a
poténcia da NE em promover contra¢des na cauda do epididimo e aumentou a contragdo
maxima da cauda epididimaria induzida por NE em ratos tratados com bupropiona
durante 30 dias sem alterar as reservas de NE no tecido. Além disso, a bupropiona
mostrou-se capaz de inibir apenas parcialmente o transportador de NE e diminuiu a
qualidade espermadtica de ratos machos, sugerindo a importancia de estudos que avaliem

os efeitos da bupropiona também sobre a qualidade espermatica humana.
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Bupropion is a dopamine and norepinephrine reuptake inhibitor with lower effect on the
serotonine reuptake widely used as smoking cessation and antidepressant drug.
Previously studies showed that the treatment with the norepinephrine uptake blocker
sibutramine, that acts increasing the level of this monoamine at the synaptic cleft
impaired the sperm quality and fertility of the animals treated with this drug. Bupropion
influences some sexual functions as ejaculation and arousal however, to our knowledge,
there is no study investigating the effects of bupropion on human or animals model
sperm quality. In this context, the present study investigated the effects of bupropion on
sexual behavior, sperm parameters and fertility of male rats as well as its influence on
epididymal duct contraction in vitro. For this, 27 male rats (90 days) were randomly
allocated into three experimental groups that received 15 mg/kg of bupropion (BPP15,
n=9), 30 mg/kg of bupropion (BPP30) and distillate water (vehicle, VEH, n=9) orally
during 30 days. At the end of the treatment the animals were killed and his reproductive
organs (testis, epididymis, prostate, full and empty seminal vesicle) were weighted. The
levels of testosterone, luteinizing hormone and follicle stimulating hormone serum were
determinate by radioimmunoassay and the right testis and epididymis were collected
and processed to sperm count, daily sperm production and determination of sperm
transit time trough epididymis. Furthermore, spermatozoa collected by the right
epididymal cauda were used to analysis of sperm motility and morphology. In a second
stage of this study 30 animals (n=10/experimental group), allocated and treated as
describe previously, were used to analysis of male sexual behavior and fertility after
natural matting. At the least stage of the study 18 animals (n=6/experimental group)
were used to evaluating the effects of the treatment with bupropion on the isolated
epididymal duct contraction, functional importance of norepinephrine reuptake system
and epididymal cauda norepinephrine reserves. In vitro assays with epididymal ducts
fragments of untreated rats were also realized in the presence and absence of bupropion
to evaluate the capacity of bupropion to blocker the norepinephrine reuptake system.
The orally administration of bupropion did not altered the reproductive organ weights
and the daily sperm production as well as the sperm transit time and the sperm
morphology, however, bupropion at the higher dose impaired the animals sperm quality
(once there was an increase in the number of spermatozoa with non-progressive
movement). The lower dose of bupropion increased the level of serum luteinizing
hormone without altering the level of serum testosterone. There was no alteration on the

sexual behavior and fertility of the animals treated with bupropion as well as in the
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importance of norepinephrine uptake system and the norepinephrine reserves in the
BPP15 and BPP30. Therefore, the increased maximal contraction to NE of the
epididymal cauda duct observed in BPP15 animals was not ascribe to an increased NE
reserves on the tissue. Despite bupropion increased by 8-fold the potency of
norepinephrine in inducing contractions of untreated rats epididymal duct the sperm
transit time was not altered by bupropion, this result was related to the fact that
bupropion was able in blocker only partially the norepinephrine uptake system.
Altogether, the present results showed that in vitro bupropion increased the potency of
NE induced contractions of cauda epididymal duct and increased maximal contraction
to NE of cauda epididymal duct from bupropion treated with no changes in the NE
reserves. Furthermore, bupropion blocked only partially the NE uptake system and
impaired male sperm quality, suggesting the importance of studies evaluating the effects

of bupropion on the human sperm quality.
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Os primeiros trabalhos testando a eficiéncia da bupropiona (figura 1) como
antidepressivo foram conduzidos por Soroko et al. em 1977. No ano seguinte Fabre &
McLendon (1978) demonstraram que pacientes tratados com doses de 100 a 200 mg de
bupropiona trés vezes ao dia apresentaram grande melhora na escala de depressao de
Hamilton em relagdo aos pacientes que receberam placebo. Apds estas publicagdes
abriram-se as portas para mais estudos demonstrando a eficiéncia deste farmaco no
combate a depressdo e ansiedade. Zung et al. (1983) e Fabre et al. (1983) foram alguns
dos autores que confirmaram a ac¢ao antidepressiva da bupropiona através da melhora de

pacientes acometidos por distirbios psiquicos ainda na década de 80.
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Fig. 1 — Estrutura da bupropiona. Fonte: Dwoskin et al., 2005.

Em 1982, Hamilton ef al. concluiram em seus estudos que a administragcdo de
uma dose unica de 100 mg de bupropiona nao produziu alteracdes significativas no
quadro de depressdo dos pacientes analisados, porém quando co-administrada com uma
dose unica de 5 mg do ansiolitico diazepam mostrou-se eficaz em antagonizar as
deficiéncias funcionais que sdo caracteristicas deste farmaco, como a perda de memoria
curta, sonoléncia, perda de equilibrio e coordenagdo e vertigem. Sugerindo assim, que
como a bupropiona ndo demonstrou propriedades sedativas sua administracdo em
pacientes ansiosos ou agitados pode ser acompanhada de drogas ansioliticas ou

hipnoticas.

Na década de 90 os estudos comparando a eficiéncia da bupropiona no
tratamento da depressdo com outros medicamentos utilizados para este fim confirmaram
a eficécia e seguranca deste farmaco. Lineberry et al. (1990) ao compararem pacientes

que receberam bupropiona, na dose de 300 mg durante trés semanas, com pacientes que
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receberam placebo, evidenciaram que o fairmaco foi bem tolerado com poucos efeitos

colaterais relatados.

Ja Feighner et al. (1991) conduziram um estudo para comparar a eficicia e a
seguranca da bupropiona, inibidor da recaptura de catecolaminas (noradrenalina e
dopamina), com a fluoxetina, inibidor da recaptura de indolaminas (serotonina),
chegando a conclusdo de que ambos os medicamentos demonstraram resultado no alivio

da depressao e nos sintomas da ansiedade com um perfil de seguranca semelhante.

Ainda neste periodo, em 1994, Weisler et al. compararam os efeitos do
tratamento de pacientes depressivos tratados com bupropiona (225-450 mg diariamente)
com os efeitos do tratamento com tradozona (150-400 mg diariamente) e observaram
que os perfis das respostas a bupropiona e¢ a trazodona foram consistentes com seus
perfis farmacoldgicos conhecidos, ou seja, ndo sedativo contra sedativo. Perda de peso e
ansiedade foram relatados com maior frequéncia para o grupo tratado com bupropiona,
enquanto sonoléncia, aumento de apetite e edema foram relatados com maior frequéncia

para o grupo tratado com trazodona.

Segundo Plodkowski et al. (2009), a capacidade da bupropiona de inibir a
recaptacdo de dopamina e noradrenalina resulta em perda de apetite e reducao do
consumo alimentar e de cigarros. Além disso, ¢ um dos antidepressivos menos
associados a efeitos colaterais sexuais secundarios (Gartlehner et al., 2008; Serretti &
Chiesa, 2009) sendo inclusive utilizado para o tratamento da disfuncdo sexual induzida
por antidepressivos que agem inibindo a recaptacdo da serotonina (Dording et al.,

2002).

Assim, o antidepressivo bupropiona desempenha papel importante no tratamento
de perturbagcdes mentais € comportamentais sendo amplamente utilizado até hoje
(Hilliard et al., 2013), e embora tenha sido utilizada no tratamento da depressao desde o
inicio da década de 1980, os mecanismos de acdo precisos que resultam em suas acdes
terapéuticas ainda precisam ser totalmente elucidados (Ghanbari, Mansari e Blier,

2011).



21

/”L
%{M@(}Jﬁw e acdo da é/%/fa CNaA

Assim que foi langada no mercado Cooper et al. (1980) reportaram a eficiéncia
da bupropiona em inibir a recaptacdo da dopamina (DA) (uma catecolamina ligada aos
sintomas da depressao), porém em 1983 Ferris ¢ Beaman contradisseram este resultado
demonstrando que a bupropiona e seus metabolitos nao possuiam afinidade significativa
por receptores serotoninérgicos ¢ adrenoceptores o e 3, sendo apenas um fraco inibidor
da recaptura neuronal da DA. No entanto, estudos com pacientes depressivos € nao
depressivos demonstram que doses clinicamente efetivas de bupropiona induzem a
ocupag¢do dos receptores dopaminérgicos na gama de 20 a 26%, levantando a hipdtese
de que a inibi¢do da recaptura neuronal desta catecolamina seja, pelo menos em parte,
responsavel pelos efeitos terapéuticos desta droga (Learned-Coughlin et al., 2003;

Argyelan et al., 2005).

Apesar dos resultados controversos no inicio, ficou bem definido que a
bupropiona inibe a recaptacdo de DA e noradrenalina (NE) com pouco efeito na
recaptacdo da serotonina (Dwoskin et al, 2005), além disso este farmaco atua
aumentando os niveis de DA extracelulares através da inibicdo do transportador
dopaminérgico plasmatico, aumentando assim a funcao do transportador vesicular-2 de
monoaminas que torna possivel uma maior disponibilidade de DA na fenda pré-
sinaptica (Rau et al., 2005). A eficiéncia da bupropiona em inibir a recaptura neuronal
desta catecolamina foi novamente evidenciada no trabalho conduzido por Simmler,
Wandeler & Liechti (2013), onde os autores sugerem o uso de bupropiona no combate
ao vicio a metanfetamina, uma vez que a poténcia do medicamento em inibir a liberagao
de DA, induzida pela metanfetamina, correspondeu a sua propria poténcia em bloquear

a reabsor¢ao de DA.

Enquanto muitos antidepressivos produzem seus efeitos terapéuticos através da
supra-regulagdo dos receptores pds-sinapticos noradrenérgicos, a bupropiona nao parece
ter este efeito (Ferris & Beaman, 1983). No entanto, ela interage com os sistemas
noradrenérgicos, de maneira dose dependente, diminuindo a taxa de disparo de
neurdnios noradrenérgicos localizados no locus coeruleus, regido do cérebro com maior
densidade deste tipo de neurdnio que sintetiza e produz catecolaminas endogenas,

(Cooper et al., 1994). Este efeito € consistente com o aumento dos niveis sinapticos de
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noradrenalina, que por sua vez inibe o disparo neuronal por meio de um mecanismo de
feedback negativo de maneira auto-receptor mediada (Stahl et al., 2004). Corroborando
com esta a¢ao do farmaco, Ghanbari, Mansari e Blier (2011) também observaram que a
ativacdo tonica pos-sinaptica de adrenoceptores o se mostrou aumentada em ratos
tratados com bupropiona na dose de 30 mg/kg durante 14 dias consecutivos. Esse
aumento das transmissdes noradrenérgicas pode contribuir para a eficicia da droga no

tratamento da depressao (figura 2).

Sistema de recaptagio
de notradrenalina Sistema de recaptacio

de dopamina

Bupropiona
[N 4
v [ 4 '.— Dopamina
MNoradrenalina _’ Id{eceptlor de
lopamina
Receptor de
noradrenalina

Fig. 2 - Esquema representando o bloqueio do sistema de recaptura de dopamina e

noradrenalina pela bupropiona. Fonte: Stahl ef al., 2004, com modificagdes.

Assim, a bupropiona parece atuar aumentando a neurotransmissdo tanto
noradrenérgica e dopaminérgica via inibi¢do da recaptagdo de DA e NE, sendo sua
poténcia em inibir a recaptura de DA mil vezes maior do que para inibir a recaptura de
NE, com pouco efeito na recaptura de serotonina e, além disso, seu mecanismo de acdo

pode envolver a liberagao pré-sinaptica dessas catecolaminas (Baldessarini, 2010).
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DBupropiona e tabagisme
9

A Dbupropiona ¢ indicada para o tratamento da depressdo, prevencao de
distarbios depressivos sazonais e cessa¢ao do tabagismo em adultos (sob a marca Zyban
- Glaxo Wellcome). Este farmaco pode também melhorar os sintomas de déficit de
atencao e hiperatividade e tem sido utilizado off-label (usado de forma diferente
daquela descrita na bula) para tratamento da dor neuropatica e perda de peso

(Baldessarini, 2010).

Os mecanismos pelos quais a bupropiona age para promover a cessacdo do
tabagismo ainda ndo foram totalmente esclarecidos (Grabus et al., 2012). Sabe-se que
este fArmaco alivia os sintomas da abstinéncia do tabaco (Perkins et al., 2013) e que
esse efeito pode ser devido a sua capacidade de modular os sistemas dopaminérgicos e
noradrenérgicos (Cooper et al., 1994), inibindo a funcdo dos transportadores dessas
monoaminas ¢ aumentando as concentragdes de DA e NE, o que pode substituir a
liberagdo desses neurotransmissores pela nicotina aliviando os sintomas da falta do

tabaco (Ascher ef al.; 1995).

Estudos indicam que a bupropiona ¢ um potente antagonista ndo competitivo dos
receptores de acetilcolina nicotinicos, com maior efetividade em bloquear os receptores
o3P € oy do que ay (Slemmer et al., 2000). Outro possivel mecanismo ¢ que a
bupropiona pode prevenir o desenvolvimento da tolerancia a nicotina, o que permite que
os fumantes reduzam gradualmente a quantidade de cigarros consumidos, e até mesmo
reverter essa tolerdncia adquirida com o habito de fumar (Grabus, Carroll and Damaj,

2012).

A administracdo de bupropiona ¢ normalmente iniciada pelo menos sete dias
antes da tentativa de abandono ao vicio, por isso ndo se sabe se a sua eficacia ¢ devida
ao bloqueio dos efeitos da nicotina antes desta tentativa e/ou a sua capacidade de aliviar
os sintomas de abstinéncia de nicotina durante a cessa¢dao do tabagismo (Grabus, Carroll

and Damaj, 2012).

Na Classificagdo Internacional de Doengas, o tabagismo situa-se no grupo dos
transtornos mentais e de comportamentos relacionados ao uso de substincias
psicoativas (Zaitune et al., 2012). Estima-se que entre 2020 ¢ 2030 aproximadamente

sete milhdes de Obitos serdo atribuiveis ao consumo de tabaco nos paises em
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desenvolvimento (Oliveira et al., 2008). Cerca de 90% de todos os canceres de pulmao
sdo causados pelo uso do tabaco, além disso, o habito de fumar é um importante fator de
risco para doenca coronariana, doenca vascular periférica, acidente vascular cerebral,
obstru¢do pulmonar cronica, alteragdes em pardmetros reprodutivos € no

desenvolvimento fetal, entre outras condigdes (Carson ef al., 2013).

Em 1994 Ferry e Burchette conduziram um dos primeiros estudos utilizando a
bupropiona, administrada até entdo somente no tratamento da depressdo, para ajudar na
cessagdo do tabagismo, e em 1997 o Food and Drug Administration (FDA) aprovou o
uso deste farmaco nos Estados Unidos, sob o nome de Zybam, como primeiro
tratamento ndo contendo nicotina a ser utilizado no combate ao habito de fumar. Neste
mesmo ano, pacientes ndo depressivos tratados com bupropiona nas doses de 100, 150 e
300 mg por dia, durante o periodo de sete semanas, apresentaram taxas de abandono ao
tabagismo de 28,8, 38,6, e 44,2%, respectivamente, enquanto o grupo que recebeu
apenas placebo apresentou a taxa de 19%, e no periodo de um ano apds o final do

tratamento estas respectivas taxas foram de 19,6, 22,9, 23,1 e 12,4% (Hurt ef al., 1997).

Pacientes com historico de depressdao ou alcoolismo tendem a apresentar piores
resultados no tratamento para parar de fumar. O estudo conduzido por Hayford et al.
(1999) onde 615 fumantes, apresentando ou nao historico desses dois transtornos, foram
tratados diariamente com trés diferentes doses de bupropiona (100, 150 e 300 mg)
durante seis semanas, concluiu que o farmaco foi eficiente de maneira dose-dependente
na abstinéncia do fumo independente da historia de depressdo e alcoolismo.
Confirmando esses resultados McGeary et al. (2013) ndo encontraram nenhuma
evidéncia de que a variacdo genética prevé uma resposta diferencial a bupropiona para a

cessacao tabagica em alcodlatras.

Apesar da bupropiona ter ser sido aprovada como tratamento para parar de
fumar em 1997 (Hughes et al, 1999) este farmaco ainda ¢ considerado um
medicamento de primeira linha na cessacdo ao tabagismo e seus efeitos sdo

constantemente estudados até hoje (Carson et al., 2013).

Afirmando que estudos publicados até entdo relatavam a eficiéncia da
bupropiona somente na populacdo norte americana, Aubin ef al., em 2004, avaliaram o
efeito deste medicamento em 509 fumantes europeus, entre eles homens e mulheres, que

desejavam parar de fumar e observaram uma taxa de abstinéncia de 25% no grupo
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tratado com a bupropiona conta 13% do grupo que recebeu placebo, constatando a
eficiéncia deste farmaco como opcdo para a cessacdo do tabagismo também em
fumantes europeus. Em estudo recente, Sheng et al. (2013) constataram a eficiéncia da
bupropiona na cessagao tabagica, em pacientes chineses saudaveis, ao observarem uma
taxa de abstinéncia de 39,8 ¢ 8% em no grupo tratado com bupropiona e placebo
respectivamente. Neste estudo, o farmaco em questdo foi bem tolerado e provocou

poucos efeitos secundarios.

A bupropiona ¢ efetiva em aliviar rapidamente os sintomas da abstinéncia ao
tabaco quando se esta comegando a parar de fumar, periodo em que as recaidas sao mais
frequentes, melhorando inclusive os déficits cognitivos induzidos pela abstinéncia
(Perkins et al., 2013). Por essa razdo, muitas vezes o tratamento com bupropiona vem
complementando o tratamento com outros farmacos utilizados no combate ao
tabagismo, como a vareniclina que, apesar de ter impacto significativo no combate ao
habito de fumar, pode desencadear nos pacientes efeitos colaterais semelhantes aos

sintomas da abstinéncia a nicotina (Issa et al., 2013).

Com relacao a terapia de reposi¢do de nicotina (TRN), nao existe diferenca na
eficacia entre a cessacdo do tabagismo fazendo uso de bupropiona, TRN e da
combinagdo de ambos em pacientes saudaveis, no entanto, evidéncias apontam que a
bupropiona ¢ mais benéfica do que TRN no caso de fumantes com histérico de

depressao (Stapleton ef al., 2013).

Pacientes com idades entre 16 e 19 anos que estavam sem consumir cigarros ja
ha cinco dias e passaram a utilizar a bupropiona, na dose de 150 mg durante 90 dias,
apresentaram taxa de abstinéncia maior do que os jovens que receberam apenas placebo
(Niederhofer & Huber, 2004). No entanto os autores deste estudo incluiram apenas
adolescentes que foram capazes de manter abstinéncia pelo periodo de cinco dias antes
do inicio do tratamento, diminuindo assim a abrangéncia da eficacia da bupropiona

dentro da populacdo jovem (Bailey, ef al., 2012).

Outros dois estudos utilizando a bupropiona em adolescentes que desejavam
parar de fumar na dose de 150 mg concomitante com a TRN (Killen et al., 2004) e com
o método de gestdo de contingéncia (CM) (Gray et al., 2011), demonstraram que 0 uso
deste farmaco combinado a TRN ndao aumentou a taxa de abstinéncia quando

comparado ao grupo placebo combinado a TRN. Por outro lado a acdo combinada da
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bupropiona e CM aumentou as taxas de abstinéncia em relacdo aos grupos tratados com

bupropiona sem CM e placebo com CM.

Adolescentes que receberam a dose de 300 mg de bupropiona durante seis
semanas apresentaram taxa de abstinéncia de tabaco de 14,5% enquanto que nos jovens

que receberam apenas placebo esta taxa foi de 5,6% (Muramoto ef al., 2007).

Dessa maneira, apesar da aparente eficiéncia da bupropiona na cessagdo tabagica
de jovens, nenhum dos resultados obtidos com adolescentes foi semelhante aos
encontrados em estudos com adultos, onde o efeito da bupropiona na abstinéncia do
fumo comparada a placebo, ap6s periodo de seis meses ou mais, ¢ bastante significativo

(Hughes, Stead and Lancaster, 2007).

Assim, desde 2008, a bupropiona ndo ¢ bem aceita pelo Practice Guidelines for
Treating Tobacco Use and Dependence (2008) como uma opcao de tratamento para

adolescentes fumantes.

Em mulheres gravidas, o tabagismo ¢ uma das principais causas reversiveis de
complicagdes gestacionais entre elas a gravidez ectopica, o aborto espontineo, a
insuficiéncia placentaria e o parto prematuro, além de oferecer sérios riscos a satide do
bebé tais como baixo peso ao nascer, restri¢do de crescimento fetal, fissuras orofaciais,
doengas respiratérias na infancia, transtorno de déficit de atengdo, e alguns tipos de

canceres infantis (Einarson & Riordan, 2009; Murin et .al., 2011).

O estudo conduzido por Chan, Einarson e Koren (2005) com gestantes fumantes
confirmou a eficiéncia deste fArmaco, uma vez que a taxa de abstinéncia das mulheres
que receberam bupropiona foi de 45% enquanto que essa taxa para mulheres que

receberam placebo foi de apenas 14%.

O fabricante do farmaco, Glaxo Smith Kline, em 1997 estabeleceu um registro
(Bupropion Pregnancy Registry) para acompanhar os resultados de gestagdes em que
mulheres fizeram uso da bupropiona. Até o final de marco de 2008, foram relatados
nesse registro 24 casos de anomalias congénitas, nove deles sendo cardiopatias, em 675
recém-nascidos de mulheres que fizeram uso deste medicamento no primeiro trimestre
da gravidez. Além disso, Alwan et .al. (2010) identificaram correlacdo positiva entre o
uso de bupropiona na fase inicial da gravidez e defeitos cardiacos na artéria ventricular

esquerda de criangas recém-nascidas.
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Em ratas Wistar tratadas com bupropiona nas doses de 5 ¢ 10 mg/kg/dia desde
14 dias antes do acasalamento até o desmame da ninhada, o farmaco ndo causou
alteracdo metabolica na prole, a ndo ser por uma diminui¢do significativa no peso dos
filhotes de maes tratadas com a dose mais alta. Além disso, com excecao da instalacao
acelerada da puberdade na prole F1 e F2 (através de um mecanismo ainda
desconhecido), a administragdo de bupropiona para fémeas prenhes ndo teve impacto
sobre parametros de fertilidade ou de prenhez tanto para as maes quanto para as proles

femininas (De Long et al., 2013).
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No rato, assim como na maioria dos mamiferos, o sistema genital masculino ¢
composto por um par de testiculos, que sdo as gonadas masculinas propriamente ditas e,
portanto, produzem os gametas masculinos, ¢ pelas vias espermaticas formadas por:
epididimos, responsaveis pela maturagdo e armazenamento dos espermatozoides; ductos
deferentes, que conduzem os espermatozoides até a uretra; glandulas sexuais,
responsaveis pela secrecdo do fluido seminal; e pénis, 6rgao copulatério (Junqueira &

Carneiro, 2011) (figura 3).

GLANDULA SEMINAL <
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DUCTO DEFERENTE
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Fig. 3 — Sistema genital masculino de rato Wistar. Fonte: Laboratério de Toxicologia da

Reproducdo e do Desenvolvimento - ReproTox, 2012.

As principais fungdes do sistema genital masculino sdo a producdo de
espermatozoides (espermatogénese) e de hormdnios como a testosterona, no entanto, ¢
importante ressaltar que o trato reprodutivo masculino ndo somente produz gametas
como também coordena a liberagdo e transporte destes para o epididimo, onde a

maturagdo e armazenamento espermatico ocorrem (Amman, 1981).

Testicules

Cada testiculo ¢ envolvido por uma camada de tecido conjuntivo denso
denominada tinica albuginea que se espessa na superficie dorsal dos testiculos para
formar o mediastino, do qual partem septos fibrosos que dividem este 6rgdo em
compartimentos chamados 16bulos testiculares. Cada 16bulo ¢ ocupado por um a quatro
tubulos seminiferos, responsaveis pela produgao das células reprodutoras masculinas: os
espermatozoides. Estes tubulos sdo envoltos por tecido conjuntivo frouxo rico em vasos

sanguineos e linfaticos, nervos e células de Leydig, secretoras do andrégeno testicular

testosterna (Russell ez al., 1990; Junqueira & Carneiro, 2004) (figura 4).
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Fig. 4 — Representagdo esquematica de testiculo humano. Fonte: Netter, 2000, com

modificagdes.

As células de Leydig sao células da linhagem estereidogénica responsaveis pela
maior parte da produgdo de testosterona, hormonio chave requerido ao longo da vida
fetal e adulta para a virilizagdo e espermatogénese (Defalco ef al., 2013). Em 1850,
Franz von Leydig descreveu células do intersticio presentes em pequenas quantidades
ao longo do curso dos vasos sanguineos, mas aumentando consideravelmente em
numero quando circundante ao tabulo seminifero. Estas células intersticiais mais tarde
foram chamadas por ele de "células de Leydig" (Felici and Dolci, 2013). No entanto,
apenas 100 anos depois, em 1958, surgiu a primeira evidéncia obtida por histoquimica

de que estas células produziam androgénios (Wattenberg, 1958).

Existem trés tipos celulares presentes nos tubulos seminiferos: as células
germinativas, células que participaram da formagdo dos gametas, as células de Sertoli e
as células mioides ou peritubulares (Russell et al., 1990; Johnson, Welsh & Wilker,

1997) (figura 5).

Células de Leydig
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Fig. 5 — Representacdo esquematica de corte de tubulo seminifero. Fonte: Junqueira &

Carneiro, 2004, com modificagdes

As células midides, também chamadas peritubulares, sdo responsaveis pelas
contracdes lentas e ritmicas dos tibulos seminiferos auxiliando a movimentagdo dos
espermatozoides e do fluido testicular através destas estruturas até os ductos eferentes e
epididimo. Camadas circundantes destas células tém sido encontradas nos tubulos
seminiferos de todas as espécies de mamifero, mas a sua organiza¢do no intersticio
peritubular varia dependendo da espécie. Em roedores de laboratorio, incluindo ratos,
hamsters e camundongos, uma Unica camada de células miodides ¢ vista no testiculo,
enquanto que em humanos € em outros animais existem varias camadas destas células

na lamina prépria dos tibulos seminiferos (Maekawa, Kamimura and Nagano, 1996).

Nos tibulos seminiferos também estdo as células de Sertoli, que ddo suporte as
células germinativas em diferentes fases do desenvolvimento (Foley, 2001). Células de
Sertoli adjacentes sdo unidas por juncdes ocludentes nas suas paredes baso-laterais
formando a barreira hematotesticular, que protege as células germinativas, nas etapas
mais avancgadas da espermatogénese, da reagdo auto-imune e de substancias toxicas que
possam entrar em contato com os testiculos via circulacdo (Junqueira & Carneiro,
2004). Além disso, estas células também fagocitam os corpos residuais das
espermatides durante a espermiogénese, secretam o fluido testicular, que facilita o
transporte dos espermatozoides, secretam proteina ligante de androgeno e hormonio

antimiileriano (Foley, 2001).

Além das células midides e de Sertoli, o epitélio seminifero ¢ constituido
pelas células germinativas que participam da espermatogénese, processo através do qual
os espermatozoides sdo formados a partir de espermatogonias que sofrem meiose. Este
processo se inicia na vida pré-natal, torna-se ativo a partir da puberdade e ¢ continuo até

a senescéncia (Garcia and Fernandez, 2012).

A organizagdo do epitélio seminifero em mamiferos demonstra que a
espermatogénese ¢ ciclica e continua, assim, as relagdes estruturais entre as células de
Sertoli e as células germinativas desempenham certamente um papel importante na

regulacdo deste ciclo (Franca et al., 1993). Apenas em algumas espécies onde os
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machos s3o sazonais, como o0s peixes e os anfibios este processo ndo é continuo, uma

vez que as gonadas regridem fora da estagdo reprodutiva (Garcia and Fernadndez, 2012).

A inervacdo autobnoma testicular se da pela presenca dos nervos espermaticos
superiores, que se originam do ganglio mesentérico superior chegando a gonada via
artéria testicular, e dos nervos espermaticos inferiores, que se originam do ganglio
mesentérico inferior acompanhando o ducto deferente e penetrando no testiculo pelo

polo inferior (Sosa et al., 2009).

%Z/c tcdime

A funcdo primaria do epididimo € transportar os espermatozoides que chegam
do testiculo para o ducto deferente (Orgebin-Crist, 1969; Brooks, 1983). Além disso, o
epididimo ¢ responsavel pela estocagem, protecdo, concentragdo e maturacao destes

gametas (Cosentino & Cockett, 1986; Hermo and Robaire, 2002).

O epididimo ¢ um 6rgdo do sistema genital masculino formado por um unico
ducto altamente enovelado, podendo chegar a 60 metros de cumprimento em mamiferos
de grande porte. Esse ducto transporta os espermatozoides que chegam do testiculo, via
ductos eferentes, até¢ o ducto deferente (Hermo and Robaire, 2002; Gatti et al., 2004;
Junqueira & Carneiro, 2004). De maneira geral, este 6rgao ¢ dividido em trés regides
distintas: cabeca, corpo e cauda e, em ratos pode se adicionar mais uma regidao
diferenciada denominada segmento inicial. Dependendo das espécies, essas trés regides
podem ainda ser subdivididas em varios segmentos (Gatti et al., 2004; Franga et al.,

2005) (figura 6).
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Fig. 6 - Representacdo esquematica de epididimo humano. Fonte: Google imagens, com

Ducto deferente

modifica¢des. Disponivel em: <http://dc99.4shared.com/doc/qzalW5rB/preview.html>.

Do ponto de vista funcional o epididimo possui trés segmentos, no entanto, o
ducto epididimdrio apresenta muitas regides citologicamente distintas (Amann and
Schanbacher, 1983), sendo constituido por epitélio colunar pseudo-estratificado
composto por seis tipos celulares: células estreitas, apicais, claras, basais, halo e
principais, que desempenham diferentes fungdes necessarias para o bom funcionamento
deste 6rgao (Hermo and Robaire, 2002). Este epitélio apoia-se na lamina basal, cercada
por células musculares lisas cujas contragdes peristalticas auxiliam a mover o fluido e

os espermatozoides ao longo do lumen epididimario (Junqueira & Carneiro, 2004).

As células estreitas e as apicais, presentes apenas no segmento inicial e na
por¢ao intermedidria da regido da cabega do epididimo, apresentam vesiculas em suas
extremidades relacionadas a atividade endocitica destas células (Robaire and Orgebin-
Crist, 2006). Além disso, as células estreitas desempenham papel importante na

acidificagdo do meio ambiente intraluminal e, no rato, também parecem estar
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envolvidas na sintese e secre¢ao apdcrina de esterdides (Hermo, Huzaifa and Andonian,

2000).

Dois tipos de células claras, presentes na cabega, corpo e¢ cauda, podem ser
observados no epididimo de rato. O tipo I apresenta ntcleo central e presenca de
goticulas lipidicas no citoplasma, localizando-se no corpo do epididimo, ao passo que o
tipo II apresenta ntcleo basal e ndo possui goticulas lipidicas citoplasmaticas, sendo
encontrado na cauda deste o6rgdo. Estudos indicam que as células claras desempenham
dupla fungdo: absor¢do e secre¢dao de substancias do/para o limen epididimario, sendo
que ambas as fungdes ndo sdo realizadas simultaneamente. O tipo I de células claras
parece secretar glicolipoproteinas enquanto o tipo II secreta glicoproteinas (Anand

Kumar, Prakash and Prasad, 1980).

As células basais estdo presentes em grande quantidade ao longo de todo epitélio
do epididimo, expressam antigenos de macrofagos e por isso sabe-se que desempenham
papel de defesa semelhante ao das células do sistema imune, reconhecendo, porém,
auto-antigenos presentes nos espermatozoéides que passam e sao estocados no epididimo
(Seiler et al., 1998; Leung et al., 2004). Estas células sdo equipadas com complexo de
Golgi e possuem granulos de secre¢dao abundantes, indicando que estdo ativamente
envolvidas na secrecdo de fatores que podem servir como reguladores das células

principais e outras células (Hermo and Robaire, 2002).

As células halo sdo encontradas em varias posi¢des dentro do epitélio do
epididimo fazendo parte do sistema imune e sdo classificadas como tipos de monocitos

ou linfécitos (Robaire and Viger, 1995).

As células principais apresentam diferengas morfofuncionais visiveis em
diferentes regides do epididimo, no entanto, independente do segmento em que se
encontram, a porc¢ao apical dessas células possui jungdes oclusivas que sdo em grande
parte responsaveis pela barreira hemato-epididimaria (Cyr et al., 2002; Franga et al.,
2005). Estas células apresentam fun¢do secretora de proteinas para o compartimento
luminal e endocitica de proteinas presentes no fluido luminal, fornecendo um
microambiente altamente especializado onde ocorre o transporte, amadurecimento e
armazenamento dos espermatozoides (Hermo, Oko and Morales, 1994; Robaire and

Viger, 1995).
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Durante o transito através do epididimo os espermatozoides adquirem motilidade
e capacidade fértil (Yanagimachi, 1994; Cuasnicu et al., 2002). Neste processo, a
contragdo das fibras musculares que revestem esse 6rgdo, € que recebem inervagao de
fibras adrenérgicas do sistema nervoso simpatico, ¢ importante para definir o tempo do
transito espermatico e a expulsdo dos espermatozoides da regido da cauda para o ducto

deferente (Setchell, 2002).

Em ratos, o epididimo recebe inervacdo autdnoma simpdtica e parassimpatica
carreada pelos nervos hipogéstricos e pélvicos, respectivamente (Gerendai et al., 2001;
Ricker, 1998). O nervo hipogastrico, vindo do ginglio mesentérico inferior, além de
derivar as fibras simpaticas emite prolongamentos aos nervos espermaticos inferiores e
medianos, que em vdrias espécies estende-se até o epididimo pelo ducto deferente

(Setchell, 2002).

As fibras simpaticas encontram-se associadas predominantemente com as
camadas de musculo liso do epididimo, e estdo presentes ambos receptores a e [3-
adrenérgicos nesta parede de musculatura lisa que envolve este 6rgdo, sugerindo a
importancia da inervacdo adrenérgica na modulacdo da contratibilidade do ducto
epididimario (Gerendai et al., 2001; Setchell and Breed, 2006). De fato, a
simpatectomia cirtrgica ou quimica do epididimo altera significativamente o transporte

e armazenamento de espermatozoides (Billups et al., 1990; Kempinas et al., 1998).

E importante ressaltar que os espermatozoides adquirem motilidade e capacidade
fértil durante sua passagem pelo epididimo e que a redugdo do tempo de travessia por
este o0rgdo prejudica o processo de maturacdo espermatica (Fernandez et al., 2008;
Borges et al, 2013). Na cauda do epididimo de ratos submetidos a ensaios de
contratibilidade do ducto epididimario in vitro, a inibicdo do processo de recaptura
neuronal da noradrenalina pela cocaina aumentou em até¢ 40 vezes a sensibilidade do
tecido a atividade contratil por este neurotransmissor, demonstrando a importancia deste

processo no controle da motilidade do ducto epididiméario (Nojimoto et al., 2009).
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D enis

Os principais componentes do pénis sdo dois corpos cavernosos bilaterais,
localizados na por¢ao dorsal deste 6rgao, o corpo esponjoso, localizado ventralmente, e

a uretra (Junqueira & Carneiro, 2004).

Os corpos cavernosos, formados por grande quantidade de espacos venosos e
multiplos sinusdides compostos de musculo liso e endotélio, sdo envolvidos por espessa
camada de tecido conjuntivo denso, denominada tunica albuginea. Enquanto o corpo
esponjoso, que envolve a uretra, ¢ delimitado por uma camada mais fina de tunica
albuginea e encontra-se anatomicamente independente dos corpos cavernosos (Patel,

Halls and Patel, 2012).
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A erecdo ¢ o resultado final de um complexo processo neurovascular controlado
por impulsos nervosos sobre os musculos lisos das artérias do pénis e das trabéculas que
cercam os espacos vasculares dos corpos cavernosos, e reflexo espinal que, dependendo
do contexto em que ocorre, envolve diferentes mecanismos neurais e/ou humorais
centrais e periféricos (Andersson, 2011). O corpo cavernoso ¢ inervado por trés vias
neuroefetoras responsaveis pela modulagdo de seu tonus: uma via adrenérgica, uma
colinérgica e uma terceira denominada nao-adrenérgica e ndo-colinérgica (Andersson,
2001). Os processos de erecdo e detumescéncia consistem em complexas interacdes
envolvendo o sistema nervoso autdnomo e a subsequente variacdo no fluxo sanguineo
local, determinando o estado funcional do pénis, flacido ou tumescente (Andersson,

2001).

No estado flacido o fluxo de sangue no pénis ¢ pequeno, mantido pelo tonus
intrinseco da musculatura lisa deste 6rgdo e por impulsos continuos de inervacao
simpatica. Quando impulsos vasodilatadores do parassimpatico, associados a
concomitante inibicdo de impulsos vasoconstritores do simpatico, causam o
relaxamento dos vasos penianos € do musculo liso dos corpos cavernosos, estes se
enchem de sangue e o pénis intumesce, resultando na erecdo. Apds a ejaculacdo, a
atividade parassimpatica ¢ reduzida e o pénis volta ao seu estado flacido (Junqueira &

Carneiro, 2004).

A erecdo ocorre quando um estimulo erdtico, recebido por qualquer um dos
sentidos e processado no hipotalamo, provoca inibi¢ao do tonus simpatico, aumento da
neurotransmissdo parassimpatica e liberacdo de 6xido nitrico pelas vias ndo-adrenérgica

e ndo-colinérgica e por células endoteliais das arteriolas do pénis (Thomas, 2002).

O o6xido nitrico, considerado atualmente o principal modulador bioquimico da
erecdo peniana, ativa a enzima guanilato ciclase, responsavel pela sintese de guanosina
monofosfato ciclica, que por sua vez diminui o influxo de calcio na musculatura
vascular e no corpo cavernoso do pénis, induzindo o relaxamento muscular, permitindo

a entrada de sangue nos sinusoides cavernosos e produzindo a erecao (Thomas, 2002).

Apesar de toda acao periférica coordenada necessaria para a obtencao da erecdo,
quem comanda a ocorréncia da mesma ¢ o cérebro. Estruturas supraespinhais sdo
capazes, por si proprias, de iniciar a ere¢do, provavelmente via projecdes diretas aos

nucleos espinhais. Nesse contexto, o hipotalamo ¢ a principal estrutura supraespinhal
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envolvida no controle ¢ modulacdo dos mecanismos que levam a erecdo (Giulianoa &

Rampin, 2000).

Diversos neuromoduladores como o 6xido nitrico, a serotonina, a dopamina e a
ocitocina estdo envolvidos no controle dos estimulos pro-eréteis nas diversas regioes
centrais envolvidas, e, em particular, o papel da dopamina tem se mostrado fundamental

na mediagao das respostas eréteis (Heaton, 2000).

As vias dopaminérgicas responsaveis pelo controle da motivacao sexual sdo: a
via nigroestriatal, relacionada a resposta a estimulos sexuais ¢ aos aspectos motores
necessarios a consumagao da copula, a via mesolimbica, relacionada a fatores de libido,
e a via incerto-hipotalamica, responsavel pela liberagdo de dopamina no hipotalamo,
sendo esta a via diretamente ligada aos efeitos pro-eréteis de agentes dopaminérgicos

(Hull ez al., 1999).

O estimulo de receptores dopaminérgicos no hipotalamo dispara uma cascata de
eventos bioquimicos intracelulares que levam ao aumento da sintese de 6xido nitrico,
que por sua vez estimula a liberagdo de ocitocina em outras regides do sistema nervoso
central, como o hipocampo e a medula espinhal, resultando na promocao da eregdo
peniana (Melis & Argiolas, 1997). Além disso, a presenga de testosterona € essencial
para o efeito de agonistas dopaminérgicos, € a reducdo nos niveis deste hormdnio
influencia indiretamente os efeitos da dopamina sobre os mecanismos eréteis (Heaton,

2000).

(Og/}é/f(/)mwm e c@%mcd@ deaual

Antidepressivos de primeira geracgdo, triciclicos e inibidores da MAO estdo
associados a sedacdo, ganho de peso, efeitos adversos cardiacos, além de efeitos anti-
colinérgicos, dentre eles dificuldade respiratéria, boca e narinas secas, visdo borrada,
pupilas dilatadas, diminui¢do da pressdao arterial, intestino preso e aumento da
temperatura corporal (Serreti & Chiesa, 2009). Quando inibidores seletivos da
recaptacdo de serotonina e de serotonina e noradrenalina, que apresentam um perfil
mais seguro, foram desenvolvidos e tornaram-se largamente disponiveis, foi dada maior
atencao a efeitos adversos previamente desconsiderados, em particular, a disfungdo

sexual (Rothschild, 2000).
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A atividade sexual humana ¢ modulada por uma série de neurotransmissores e
hormdnios, no entanto, seu mecanismo de agdo sobre as trés fases do ciclo de resposta

sexual (desejo, excitagcdo e orgasmo) ainda ¢ mal compreendido (La Torre et al., 2013).

Sthal (2008) sugere que os neurotransmissores envolvidos nas trés fases do ciclo
de resposta sexual humana tém diferentes mecanismos de acdao. Na fase de desejo, DA,
melanocortina, testosterona e estrogénio exercem influéncia positiva, enquanto a
prolactina e a serotonina tém efeitos negativos. Na fase de excitagdo, varios
neurotransmissores estdo envolvidos com a ere¢do em homens ¢ com o intumescimento
e lubrificacdo vaginal nas mulheres entre eles o 6xido nitrico, NE, melanocortina,
testosterona, estrogénio, acetilcolina e DA. E assim como acontece com o desejo, a
serotonina tem um efeito negativo nesta fase. Por fim, o orgasmo, associado a
ejaculagdo em homens, ¢ inibido pela serotonina e facilitado principalmente pela NE,

porém, a DA e o 6xido nitrico podem exercer fracas influéncias positivas nesta fase.

Nos ultimos anos, a disfuncao sexual induzida por tratamento farmacologico tem
sido objeto de interesse crescente, e a maior parte dos estudos voltados a este tema

refere-se a medicagdes antidepressivas (La Torre et al., 2013).

Numerosos trabalhos t€ém mostrado a relagcdo entre antidepressivos e disfungao
sexual, sempre chamando atencdao para o fato de que as maiores incidéncias de efeitos
adversos na fun¢do sexual aparecem em pacientes que fazem uso de medicamentos
inibidores da recaptura neuronal de serotonina, como citalopram, fluoxetina, paroxetina,
sertralina e fluvoxamina, e inibidores da recaptura de serotonina ¢ NE, como a
venlafaxina e duloxetina (Balon, 2006; Werneke, Northey & Bhugra, 2006; Williams et
al., 2010; Baldwin & Foong, 2013).

Dentre os antidepressivos de segunda geragdo, a bupropiona estd associada a
menores taxas de disfungdo sexual quando comparada ao escitalopram, fluoxetina,
paroxetina e sertralina, todos inibidores da recaptagdo de serotonina (Gartlehner ef al.,
2011). A bupropiona age como inibidor da recaptacio de NE e DA, sua falta de
atividade serotonérgica e as suas acdes dopaminérgicas e noradrenérgicas sugerem uma
menor incidéncia de disfuncdo sexual nos pacientes que fazem uso deste farmaco

(Werneke, Northey & Bhugra, 2006).
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Quase dez anos apds a publicagdo dos primeiros trabalhos confirmando a agdo
da bupropiona como medicagdo antidepressiva, Gardner e Johnston (1985) conduziram
um estudo onde homens que apresentavam historico de disfungdo sexual, durante o
periodo em que foram tratados com antidepressivos triciclicos, inibidores da MAO,
maprotilina e trazodona, tiveram seus problemas de ordem sexual resolvidos apos a
substitui¢ao de seus tratamentos pelo uso da bupropiona. Com base nessas observagdes,
os autores demonstraram pela primeira vez a baixa propensao deste farmaco em induzir

efeitos adversos nas funcdes sexuais.

Ainda na década de 80, um estudo inovador demonstrou melhora nos aspectos
psicologicos da disfungdo sexual devido ao tratamento farmacoldgico, quando
pacientes, homens e mulheres, portadores de disfuncdo psicossexual (aversdao
sexual/desejo sexual inibido, excitagdo inibida e/ou inibi¢do do orgasmo) apresentaram
melhora significativa na libido e funcgdes sexuais apos tratamento com bupropiona

(Crenshaw et al., 1987).

Homens e mulheres sem historico de depressdo tratados com bupropiona, nas
doses de 150 mg/dia e 300 mg/dia, relataram que este fArmaco pode ser um agente tutil
para o tratamento de atraso ou inibi¢do orgasmica e desordens da excita¢dao sexual, uma
vez que ambos os sexos relataram melhorias nestes pardmetros (Modell et al., 2000).
Além disso, a bupropiona mostrou ser eficiente em reverter os efeitos sexuais adversos
ocasionados pelo tratamento com inibidores da recaptura neuronal de serotonina em
pacientes depressivos (Modell et al., 1997; Clayton et al., 2001; Clayton et al., 2004;
Safarinejad, 2010).

Pacientes que desenvolveram anorgasmia e atraso orgasmico durante o
tratamento para depressdo com fluoxetina apresentaram melhora significativa de suas
fungdes sexuais a partir do momento em que sua medicagdo foi trocada pela bupropiona
(Walker et al., 1993). Depois deste ensaio clinico, muitos outros estudos testaram e
comprovaram a eficiéncia da terapia combinada de bupropiona e fluoxetina para
tratamento da depressdo a fim de reverter e evitar a disfuncdo sexual causada por este
inibidor de recaptagdo de serotonina (Labbate et al., 1997; Ashton and Rosen, 1998;
Gitlin et al., 2002).

Ratos machos, da linhagem Sprague—Dawley, tratados com fluoxetina,

desipramina e bupropiona, a fim de se desenvolver um método preditivo para avaliar a
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disfun¢do sexual induzida por este tipo de medicamento, apresentaram redugdes no
nimero de erecdes penianas de 71, 53 e 8% respectivamente. Demonstrando menor
incidéncia de efeitos adversos da fungdo sexual no tratamento com bupropiona (Sukoff

Rizzo, Schechter & Rosenzweig-Lipson, 2008).

Coleman et al. (2001), apés compararem a eficacia, tolerabilidade e os efeitos
sobre a fun¢do sexual da bupropiona e da fluoxetina em pacientes depressivos,
concluiram que os dois firmacos foram igualmente eficazes e bem tolerados no
tratamento da depressdo. No entanto, disfuncdo orgasmica, desordem de desejo sexual e
desordem de excitacdo sexual foram mais frequentes nos pacientes tratados com
fluoxetina do que nos pacientes que receberam bupropiona, assim, os autores sugerem a
bupropiona como a escolha mais adequada para pacientes preocupados com seu

desempenho sexual.

Em comparacdo a outros inibidores da recaptacdo da serotonina bastante
populares e frequentemente prescritos, como a paroxetina e a sertralina, a bupropiona
mais uma vez se mostrou eficaz e bem tolerada pelos pacientes no tratamento da
depressao sem causar efeitos adversos na funcdo sexual dos mesmos. Pacientes
depressivos com histoérico de alteragdes da funcdo sexual antes do inicio do tratamento
observaram melhora no quadro de disfungdo sexual apoés a utilizagdo da bupropiona

(Coleman et al., 1999; Segraves et al., 2000; Kennedy ef al., 2006).

A venlafaxina ¢ uma medicagdo antidepressiva que age inibindo a recaptacdo de
serotonina e noradrenalina, aumentando a disponibilidade destas monoaminas na fenda
sindptica. Em doses baixas este farmaco inibe apenas a recaptura de serotonina, ja em
doses altas ela inibe também a recaptura de noradrenalina e em doses muito altas a
recaptacdo de dopamina também ¢ bloqueada. Assim, teoricamente, os efeitos adversos
na funcao sexual devem diminuir com o aumento da dose de venlafaxina (Werneke,

Northey and Bhugra, 2006).

O Unico estudo comparando o impacto do tratamento com bupropiona e com
venlafaxina sobre a fungdo sexual de pacientes depressivos demonstrou que a
bupropiona apresenta menores efeitos sexuais adversos do que a venlafaxina. Homens e
mulheres, sem historico de disfungdo sexual no inicio do tratamento, passaram a

apresentar desordens na fungdo sexual apds serem medicados com venlafaxina,
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enquanto que nos pacientes tratados com bupropiona a funcdo sexual foi melhorada ou

permaneceu inalterada (Thase et al., 2006).

A epidemia mundial de diabetes e obesidade resultou em um rapido aumento na
prevaléncia da sindrome metabdlica, o que torna o individuo susceptivel a disfuncao
endotelial o que leva a alteragdo da capacidade de producao de oxido nitrico, podendo
iniciar um quadro de disfungdo sexual (Amidu et al., 2013). Além disso, a depressao e
parte dos medicamentos utilizados para trata-la podem impor risco adicional

de disfuncdo sexual em pacientes com diabetes (Montejo-Gonzélez ef al., 1997).

Pacientes depressivos portadores de diabetes tipo II tratados com bupropiona
obtiveram melhora significativa em suas fung¢des sexuais (Sayuk et al., 2011). Homens
diabéticos, ndo depressivos, apresentando disfun¢do erétil que fizeram uso de
bupropiona demonstraram tendéncia a melhora da resposta erétil, tornando o farmaco
em questdo uma op¢ao para o tratamento de depressao em homens diabéticos ou em

outras pessoas a quem a disfun¢do sexual seja uma preocupagao (Rowland et al., 1997).

A ejaculacdo tardia cronica ¢ uma condicdo relativamente rara na pratica clinica
descrita como o atraso persistente do orgasmo ap6s excitacdo sexual normal durante a
atividade sexual, e que ainda ndo possui nenhum tratamento farmacologico aprovado

(American Psychiatric Association, 2000).

Pacientes com quadro de ejaculacdo tardia cronica, tratados com 150 mg/dia de
bupropiona, no periodo de dois meses, apresentaram diminui¢do no tempo desde o
inicio do incurso sexual (ou ato sexual) até a primeira ejaculacdo. No entanto, a
bupropiona, na dosagem utilizada, possui apenas beneficio limitado no tratamento deste

tipo de disfun¢do (Abdel-Hamid and El-Sayed, 2010).

Ao contrario da ejaculagao tardia, a ejaculagdo precoce consiste no adiantamento
do orgasmo que acontece com pouca ou nenhuma estimulagdo sexual, logo no inicio ou
até mesmo antes da penetragdo (Waldinger, 2002). Em 2010, Kravos reportou os casos
de dois pacientes do sexo masculino, com 37 e 39 anos, sem relatos de disfuncio
sexual, tratados com bupropiona para sintomas residuais da depressao que apds o

tratamento passaram a apresentar um quadro de ejaculacao precoce.
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A bupropiona ¢ um inibidor da recaptura neuronal de dopamina e noradrenalina
muito utilizado no tratamento do tabagismo e da depressdo, sendo um dos
antidepressivos menos associados a disfun¢ao sexual masculina. Sabe-se que drogas que
inibem a recaptura de noradrenalina aumentando a disponibilidade desta monoamina na
fenda sinaptica, como o antidepressivo sibutramina, influenciam na qualidade
espermatica diminuindo a fertilidade de ratos machos submetidos ao tratamento com
este farmaco. Homens em idade reprodutiva estdo sujeitos a medicagdes que tem como
principio ativo a bupropiona. Ja se sabe que este farmaco ¢ um dos antidepressivos
menos associados a efeitos colaterais sexuais secundarios € que possui acdo sobre

algumas fungdes sexuais como a ejaculacao e a excitagdo, porém, nao sao encontradas
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na literatura informagdes sobre a influéncia desta droga na qualidade espermatica

humana e de modelos animais, justificando o desenvolvimento deste trabalho.
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Analisar se a exposi¢ao a bupropiona pode alterar o comportamento sexual,
parametros espermaticos e fertilidade de ratos machos adultos, bem como a

contratibilidade do ducto epididimario isolado in vitro.
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Investigar os efeitos do tratamento com bupropiona durante 30 dias sobre o

comportamento sexual, pardmetros espermaticos e a fertilidade de ratos machos.

Investigar os efeitos do tratamento com bupropiona durante 30 dias sobre a
contratibilidade do ducto epididimario, tamanho das reservas de noradrenalina e

importancia funcional do sistema de captura de noradrenalina no epididimo de ratos.

Investigar a capacidade da bupropiona em promover alteragdes na

contratibilidade do ducto epididimario isolado exposto diretamente ao farmaco.
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Este manuscrito deu origem ao artigo “BUPROPION TREATMENT
INCREASES EPIDIDYMAL CONTRACTILITY AND IMPAIRS SPERM QUALITY
WITH NO EFFECTS ON EPIDIDYMAL SPERM TRANSIT TIME OF MALE
RATS”, submetido para publicagio no periddico Toxicology and Applied
Pharmacology.

BUPROPION TREATMENT INCREASES EPIDIDYMAL CONTRACTILITY
AND IMPAIRS SPERM QUALITY WITH NO EFFECTS ON EPIDIDYMAL
SPERM TRANSIT TIME OF MALE RATS
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Bupropion is a dopamine and norepinephrine reuptake inhibitor used as smoking

cessation and antidepressant drug with lower incidence of male sexual dysfunction. We
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showed previously that sibutramine, a norepinephrine/serotonine reuptake inhibitor,
reduced male rat fertility. As there are no studies evaluating the impact of bupropion
treatment on spermatic parameters and male fertility, we evaluated the effects of
bupropion treatment (15 and 30 mg/kg, 30 days) on sexual behavior, spermatic
parameters and fertility of male rats and on the epididymal duct contractility in vitro.
Bupropion 15 mg/kg increased serum luteinizing hormone level and the epididymal
duct contractility but the sperm quality was not affected. At 30 mg/kg bupropion
impaired sperm quality increasing the incidence of non-progressive sperm. The male
sexual behavior and fertility were not modified at both bupropion doses. These results,
in rats, suggests the importance of studies evaluating the effects of bupropion on the

human male sperm quality.

Keywords: bupropion, epididymis, sperm transit time, sperm quality, fertility,

epididymal contraction, norepinephrine transporter.
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More than 5 million people die annually due to tobacco use and this number is
expected to reach more than 8 million by 2030 (WHO, 2011). In addition, tobacco use
is an important risk factor for the development of coronary heart disease, stroke,
peripheral vascular disease, chronic obstructive pulmonary disease, reproductive and
fetal developmental diseases, and many other conditions (Carson et al., 2013).
Bupropion was the first non-nicotine smoking-cessation drug approved by Food and
Drug Administration and, until these days, is one of the first-line drugs on smoke

cessation (Carson et al., 2013).

Bupropion is an antidepressant that blocks dopamine (DA) and norepinephrine
(NE) reuptake in vitro (Dwoskin et al., 2006) and increases extracellular levels of these
catecholamines in vivo, with little effect on the inhibition of serotonin (5-HT) reuptake
(Rau et al., 2005; Ghanbari et al., 2011). The mechanisms through which bupropion
acts to promote smoking cessation still not fully understood (Grabus et al., 2012),
however it may involve antagonism of nicotinic acetylcholine receptors (Slemmer ef al.,
2000) and relief of nicotine withdrawal symptoms (Perkins et al., 2013) through its

modulatory actions on dopaminergic and noradrenergic systems (Cooper ef al., 1994).

Men are absolute majority in tobacco consumption (WHO, 2011) and are
frequently subjected to bupropion as a smoke cessation drug. The use of bupropion as
an antidepressant is associated with low incidence of sexual dysfunction in men
(Gartlehner et al., 2008; Serretti and Chiesa, 2009). This effect may be related to its
ability to raise DA levels, a catecholamine that exerts a positive influence on the three
stages of male sexual response (Hull ef al., 1999; Hull et al., 2004), and its low
influence on 5-HT levels (Piacentini et al., 2003), an inhibitory neurotransmitter of male
sexual behavior (Andersson, 2011). We and others already sowed that drugs that
reduces sperm quality are not always associated with reduced male sexual function
(Fernandes et al., 2007; Favareto et al., 2011). To the best of our knowledge there is no

study investigating the effects of bupropion on sperm quality and fertility in rats.

We showed previously that the antidepressant sibutramine, a NE and 5-HT
reuptake inhibitor, reduces sperm quality of rats (Bellentani et al., 2011; Borges ef al.,
2013). This effect was ascribed to the acceleration of sperm transit time through
epididymis due to an increased contractility of epididymal smooth muscle induced by

activation of a;-ARs by synaptic NE (Gerendai ef al., 2001; Borges et al., 2013).
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Since bupropion blocks norepinephrine transporter (NET) in vitro (Sanchez and
Hyttel, 1999), increases NE in vivo (Li et al., 2002) and due to the importance of
sympathetic nervous system on the male reproductive function (Ratnasooriya and
Wadsworth, 1984; Kempinas et al., 1998), the aim of the present study was to
investigate the effects of bupropion administration on sexual behavior, spermatic
parameters and fertility of male Wistar rats as well as its influence on epididymal duct

(CE duct) contraction in vitro.
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Animals

All experimental procedures were approved by the Bioscience Institute/UNESP
Ethics Committee for Animal research (protocol number 427/12) and were in
accordance with the Guide for the Care and Use of Laboratory Animals (National

Institutes of Health).

Male (350-400g) and female (200-250g) Wistar rats supplied by the Central
Biotherium of UNESP — Universidade Estadual Paulista were allocated in pairs into
polypropylene cages (43cm x 30cm x 15cm) with laboratory grade pine shavings as
bedding. Animals were maintained under controlled conditions (23 + 1°C, 12h light/12h
dark cycle and 60 + 5% relative humidity) with commercial rat chow and filtered tap

water ad libitum.
Drugs and solutions

Drugs were obtained from the following sources: bupropion hydrochloride
from Xianen Sine (China); cocaine from Boehringer (Ingelheim, Germany); prazosin
hydrochloride, (+/-)-propanolol hydrochloride, yohimbine hydrochloride, desipramine
hydrochloride from Research Biochemicals International - RBI (Massachusetts, USA);
sibutramine hydrochloride monohydrate from Deg (Jiangyin Eas, China); methoxamine
hydrochloride, tyramine, NE ((L)-(-)-NE bitartrate = salt monohydrate),
dimethylsulphoxide (DMSO) and corticosterone from Sigma (Massachusetts, USA).
Stock solutions for in vifro contractions experiments were prepared in distilled water
(bupropion, prazosin, norepinephrine, propanolol, yohimbine, desipramine, cocaine,

methoxamine, tyramine, sibutramine) or ethanol 100% (corticosterone).
General treatment schedule

Male rats (90-day-old) were randomly allocated into three experimental groups
that received bupropion 15 mg/kg (BPP15, n=9), bupropion 30 mg/kg (BPP30, n=9) or
distilled water, the vehicle (control group, VEH, n=9) daily during 30 days orally.
Animals were weighed on alternate days during the treatment. The doses of bupropion
chosen in this study were effective in enhance noradrenergic neurotransmission in the

rat hippocampus (Ghanbari ef al., 2011).

Reproductive organ weights, level of serum hormones
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At the end of treatment period the rats were killed by decapitation and the blood
obtained from ruptured cervical vessels was collected (9:00 — 11:00 am) and left to clot
at 4°C for 3 hours. The serum was obtained after centrifugation (2400 rpm, 20 min, 4°C)
and then frozen at -20°C until the analyses. Testosterone, luteinizing hormone (LH) and
follicle-stimulating hormone (FSH) serum levels were determined by double-antibody
radioimmunoassay as described previously (Fernandes et al, 2012). Left testis,
epididymis and vas deferens as well as ventral prostate and seminal vesicles wet

weights were recorded.
Sperm analysis
Sperm count, daily sperm production (DSP) and epididymal sperm transit time

Homogenization-resistant testicular spermatids (stage 19 of spermiogenesis) in
the testis were counted as described previously (Robb et al., 1978) with adaptations.
Each right testis was decapsulated, weighed and homogenized in 5 ml of 0.9% NaCl,
followed by sonication for 30 sec (cycle 1, amplitude 100%, IKA Labortechinik). A 10-
fold homogenate dilution was transferred to Newbauer chambers (4 fields per animal)
and stage 19 spermatids were counted. The daily sperm production (DSP) was obtained
dividing the number of stage 19 spermatids by 6.1, which is the number of days of the
seminiferous cycle in which these spermatids are present in the seminiferous
epithelium. Then, the DSP per gram was calculated in order to determine the efficiency
of the process (Ashby et al., 2003). Caput/corpus and cauda epididymidis portions were
cut into small fragments with scissors and homogenized (1.0ml/200 mg tissue weight
for caput/corpus; 1.0ml/100 mg tissue weight for cauda), as described above and sperm
were counted. The epididymal sperm transit time through the caput/corpus and cauda

epididymis was determined dividing the number of sperm in each portion by the DSP.
Sperm motility and morphology

Proximal epididymal cauda duct was nicked and a sperm sample was collected
in 2.0ml of modified human tubular fluid medium (Irvine Scientific). A 10ul of sperm
suspensions was immediately transferred to a 34°C heated Makler chamber and 100
spermatozoa were counted and classified as mobile with progressive movement, mobile
without progressive movement and immobile under a phase-contrast microscope (400x

magnification). Additionally, 100ul aliquots of the sperm suspension were fixed in
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900ul of formol saline (10% formol in saline) and smears were prepared on histological
slides (left to dry for 90 min) for sperm morphology evaluation. A total of 200
spermatozoa per animal were analyzed in a phase-contrast microscope (400x
magnification) and sperm morphology was classified into three general categories:
normal spermatozoa (without abnormalities in sperm head and tail), morphological
abnormalities of the sperm head (without curvature, without characteristic curvature, pin
head or isolated form, i.e., no tail attached) and morphological abnormalities of the
sperm tail (broken or rolled into a spiral) (Filler, 1993). The presence of the cytoplasmic

droplet was also evaluated as a signal of incomplete sperm maturation.
Evaluation of male sexual behavior

Male rats (90-day-old) were randomly allocated into three experimental groups
and treated as described previously. At the ending of the treatment, male rats from each
experimental group (n = 10/group) were placed individually in polycarbonate crystal
boxes (44cm x 3lcm X% 16cm) and left alone for 5 min before introduction of one
naturally sexually receptive female rat (70-days-old). Paired animals were observed in
the dark period of the cycle in a separate room under dim red light and males that did
not mount in the initial 10 min after female introduction in the cage were considered

sexually inactive.

The male sexual behavior was evaluated during 40 min and the following
parameters were recorded: latency to the first mount; latency to the first intromission;
latency to the first ejaculation; number of intromissions until the first ejaculation;
latency of the first post-ejaculatory intromission; number of post-ejaculatory
intromissions; and total number of ejaculations (Perobelli et al., 2012). After
completion of the sexual behavior evaluation paired animals were kept together for an
additional 3 hours, then females were separated and vaginal smears were collected to

confirm that pregnancy occurred to evaluation of fertility.

Fertility evaluation after natural mating

Females naturally inseminated by rats of the VEH, BPP15 and BPP30 groups
were killed by decapitation twenty days after mating to assessment of male fertility.

After a median laparotomy the uterus and ovaries were collected and the numbers of
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corpora lutea, implants, reabsorptions, live and dead fetuses were determined. From

these results the following parameters were calculated: fertility potential (efficiency of

implantation): (implantation sites/corpora lutea) X 100; rate of preimplantation loss:

[(number of corpora lutea — number of implantations)/number of corpora lutea] X 100;

and rate of postimplantation loss: [(number of implantations — number of live

fetuses)/number of implantations] X 100.

In vitro CE duct contraction studies

As the epididymal transit time is dependent on the epididymal duct contraction
we evaluated the in vitro contractility of CE duct. We evaluated: 1) the effects of in
vitro CE duct exposure to bupropion on the contractility of CE duct isolated from
untreated rats; 2) the contractility of CE duct isolated from rats treated with vehicle,

bupropion 15 mg/kg or bupropion 30 mg/kg during 30 days.
General CE duct isolation procedure

Male Wistar rats were killed by decapitation and both epididymides were
isolated and left on petri dishes filled with modified Tyrode’s solution (NaCl 138mM,
KCI 5.7mM, CaCl, 1.8mM, NaH,PO4 0.36mM, NaHCO; 15mM, dextrose 5.5mM, pH
7.4). Segments (1.0cm length) from the distal cauda epididymal duct were uncoiled and
cleaned of luminal contents by flushing of 0.5ml nutrient solution through a blunt-end
30 gauge needle and syringe. CE duct segments were tied to isometric force transducers
through nylon threads and mounted in 10ml organ baths under 1.0g resting tension in
modified Tyrode’s solution at 30°C constantly bubbled with 95%0,/5%CO,. After a 30
minutes stabilization period the contraction to 80mM KCI was recorded and tissues
were washed at least 4 times with fresh nutrient solution. All further treatments

described below were evaluated at a minimum of 30 minutes interval between them.

Effects of in vitro exposure of CE duct from untreated rats to bupropion
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CE duct segments isolated from untreated rats were mounted as described above
and the effects of bupropion on the contractions induced by activation of a;-ARs,
muscarinic acetylcholine receptors and to 80mM KCI (a receptor-independent
contractile stimulus) were investigated. After mounting and equilibration period a
control cumulative concentration-response curve to NE (the endogenous adrenergic
receptor agonist), methoxamine (a non-NET substrate o;-AR agonist; (Trendelenburg et
al., 1970), carbachol (a muscarinic receptor agonist) or a control contraction to 80mM
KCI were obtained. After washing the tissues bupropion (1.0-100uM) were incubated
with the tissues for 30 minutes and new concentration-response curves to NE,
methoxamine, carbachol or a contraction to 80mM KCI were obtained in the presence of
bupropion. Additionally, the effects of the known NET blockers sibutramine (3uM),
cocaine (6uM) or desipramine (3.0-100nM) on the contractions induced by NE were

investigated.
Functional evaluation of NET blocking activity

To investigate the effect of drugs on NET functioning in CE duct we evaluated
the changes induced by NET on the antagonist behavior of prazosin (an «;.AR
antagonist) against the NE-evoked contractions. After a control NE concentration-
response curve the antagonism of different prazosin concentrations (1.0-300nM,
incubated with the tissues for 45 minutes) was investigated. The rightward
displacements of NE curves induced by the different prazosin concentrations were used
to calculate concentration ratios (CR), the ratio between the NE concentration effective
in 50% of maximal contraction in the absence and presence of prazosin, and the
resulting log (CR-1) values were plotted against prazosin concentrations on a Schild
graph. Linear regressions of prazosin antagonism were done and the slopes of Schild
regressions were retrieved. The whole experiment (NE control curve and in the presence
of prazosin different concentrations) was done: in the absence of NET blocker; in the
presence of desipramine (a tricyclic NET blocker) or in the presence of bupropion
(100uM). As discussed by Kenakin and Beek (Kenakin and Beek, 1981) when the
agonist is depleted by an uptake system such as NET the Schild analysis of a
competitive antagonist would result in linear regressions with slope lesser than 1.0. The
Schild slope approaches to 1.0 as the uptake system is increasingly blocked equaling to
1.0 when the NET is completely blocked.
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In vitro contraction of CE duct isolated from bupropion-treated rats
Evaluation of contractility of CE duct to NE

Thirty minutes after the 80mM KCl-induced contraction a concentration-
response curve to NE (10nM-100uM) was constructed by cumulative addition of NE to
the organ bath. The potency of NE induced contraction, expressed as log of NE
concentration inducing 50% of maximal contraction (logEC50), and the maximal

contraction induced by NE (Emax, in grams of tension) were evaluated.
Functional estimation of NET functional importance in the CE duct

After a cumulative concentration-response curve to NE (10nM-100uM) was
obtained (control curve) the tissues were washed and the tricyclic NET blocker
desipramine (100nM) was incubated with the tissues in the organ bath for 45 minutes.
After this incubation period a new NE concentration-response curve was obtained in the
presence of desipramine and the difference in the potency of NE in the presence and
absence of NET blockade was evaluated. At 100nM desipramine the NET is
completely blocked (Supplementary figure) and the increase in the NE potency
(leftward displacement of NE concentration-response curve) was taken as a measure of

the NET functional importance in the CE duct (Kenakin, 1997b).
Pharmacological evaluation of CE NE reserve pool

CE duct segments isolated from VEH, BPP15 and BPP30 rats were mounted as
described above to record of contractions to tyramine. Tyramine is an indirect
sympathomimetic drug that releases NE from storage vesicles in the nerve endings to
the neuronal cytoplasm, increasing the non-exocytic neuronal NE release to the synaptic
cleft (McGrath and Olverman, 1978; Langeloh et al., 1987; Langeloh and
Trendelenburg, 1987). The effects induced by tyramine are dependent on the size of

neurotransmitter reserve (Jurkiewicz et al., 1992; Takauchi et al., 2000).

Thirty minutes after the 80mM KCl-induced contraction a concentration-
response curve to tyramine (0.1-100uM) was obtained and considered as a control
curve. After washing the tissues, prazosin 3nM was incubated with the tissues for 45
minutes and then a new concentration-response curve to tyramine (0.1-100uM) was

obtained. The rightward displacement of tyramine concentration-response curve was
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evaluated as a measure of prazosin potency. As discussed in (Kenakin, 1997a) the
potency of a competitive antagonist (prazosin) against an indirect agonist-induced
response (tyramine) would be higher in tissues with reduced endogenous agonist (NE)

reserve.
Statistical analysis

Data are presented as mean + standard error of mean (SEM) or median and
interquartil range. Parametric variables were compared by ANOVA followed by Dunnet
or Newman-Keuls and nonparametric variables were compared by Kruskal-Wallis

followed by Dunn test. Differences were considered significant when p < 0.05.

)
Resutrs
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No general signs of toxicity such as piloerection, weight loss or reduced
consumption of food or water were observed during the treatment period. Although the
level of serum LH was increased in BPP15 animals, the level of serum testosterone was
unaltered in the two groups treated with bupropion (Table 1). The reproductive organ
weights were not altered in BPP15 and BPP30 (Table 2) as well as DSP, epididymal
sperm count and sperm transit time (Table 3), sperm morphology (data not shown) and
sexual behavior (Supplementary table). The number of spermatozoa with non-
progressive movement was significantly higher in BPP30 (VEH: 15.00 (12.50-15.50);
BPP15: 18.00 (15.50-21.50) p > 0.05 vs VEH; BPP30: 21.50 (18.25-24.75) p < 0.05 vs
VEH; Kruskal-Wallis + Dunn). The fertility potential was not modified in rats from
BPP15 and BPP30 in comparison to VEH group (VEH: 100 (95.31-100); BPP15: 100
(92.31-100); BPP30mg: 100(93.75-100); p > 0.05, Kruskal-Wallis).

In vitro bupropion 30 and 100uM increased by 8-fold the NE potency in
inducing contractions of CE duct from untreated rats (p < 0.05) (Fig. 1 A) and this
effect was not unspecific since CE duct contractions to carbachol and to KCI 80mM
were not changed in the presence of a maximally effective bupropion concentration
(Fig. 1 B and C). The ability of bupropion to enhance CE duct contractions to NE is due
its action as a NET blocker since bupropion did not change CE duct contraction to
methoxamine neither those contractions induced by NE when the NET was blocked by
desipramine (Fig. 1 D and E). The maximal increase in NE potency induced by
bupropion was significantly lower than that induced by desipramine, cocaine and
sibutramine, three known NET blockers of different chemical structures (Fig. 2). The
submaximal increase of NE potency induced by bupropion does not result from a self-
cancelling effect due to a;-AR antagonism once that bupropion did not antagonized the

contractions of CE duct to methoxamine or NE.

To investigate if the submaximal effect of bupropion resulted of an incomplete
NET block we evaluated the effect of bupropion on the a;-AR antagonism by prazosin
in the CE duct through Schild analysis. The Schild plot for the prazosin antagonism of
a;-AR activation in CE duct in the absence and presence of desipramine or bupropion
are presented in the Figure 3 F and summarized in the Table 4. As expected, the
rightward displacement of NE concentration-response curves induced by the different
prazosin concentrations was not proportional to the prazosin concentration increase and

the resulting slope of Schild regression was significantly lesser than one (slope 0.41 +
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0.05, 95% confidence interval 0.30-0.52; Fig. 3 A). The slope of Schild regression was
corrected to 1.0 when the experiments were done in the presence of 100nM
desipramine, a concentration that blocks completely the NET functioning in the CE duct
(Fig. 3 B). A slope equal to 1.0 was also obtained when methoxamine was used as
agonist (Fig. 3 C). Bupropion 100uM increased the Schild slope from 0.41 to 0.73 but
this value still significantly lesser than one (p < 0.05) similar to 3nM desipramine, a
partially effective concentration that does not blocks completely the NET in CE duct
(Fig. 3 D and E).

Segments of CE duct from BPP15 rats showed increased maximal contraction to
NE (Fig. 4 A) and KC1 80mM (Fig. 4 B) in vitro, however there was no difference
among logEC50 to NE in all groups. Importantly, the increased maximal contraction
was not ascribed to the use of larger segments from BPP15 rats since the dry weight of
CE duct segments employed in the contraction experiments did not differ (VEH: 598.30
+ 53.40pg; BPP15mg: 555.60 + 34.72pg; BPP30mg: 579.70 £ 59.26pug; p > 0.05,
ANOVA). In addition, contractions of CE duct to tyramine were increased in BPP15
and BPP30 (Fig. 4 C). Prazosin (3nM) displaced rightward the tyramine concentration-
response curve by approximately 3-fold in all groups (log of rightward displacement
VEH: 0.64 + 0.15, n=4; BPP15mg: 0.63 £ 0.16, n=5; BPP30mg: 0.45 £ 0.18, n=6; p >
0.05, ANOVA), showing that the increased contraction to tyramine from CE duct of

bupropion treated rats is not due to increased NE reserves (Fig. 5).

The treatment with bupropion did not alter the functional importance of NET in
CE duct as desipramine (100nM) increased NE contractile potency by approximately
66-fold in CE duct of rats from all groups (log of leftward displacement VEH: 1.82 +
0.16, n= 4; BPP15mg: 1.62 + 0.12, n= 5; BPP30mg: 1.84 £ 0.15, n= 6; p > 0.05,
ANOVA; Fig. 6).

Cigecssion
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Bupropion is an atypical antidepressant drug widely used in the treatment of
major depressive disorder and smoke cessation (Stahl et al., 2004; Dwoskin et al.,
2006). As an antidepressant bupropion is as effective as selective serotonin re-uptake
inhibitors (SSRIs) or tricyclic antidepressants and is significantly less associated with
desire, arousal and orgasm sexual dysfunctions (Gardner and Johnston, 1985; Werneke
et al., 2006). In fact, combined treatment with bupropion and fluoxetine, paroxetine or
sertraline reduced the incidence of sexual dysfunction induced by these SSRIs (Walker
et al., 1993; Modell et al., 1997). The combination bupropion-SSRI has been suggested
to SSRI users whose sexual dysfunction is a concern (Gitlin et al., 2002; Safarinejad,
2010). The benefic effect of bupropion on SSRI-induced sexual disfunction would be
ascribed to an increase of DA signaling in sex brain circuits that are under inhibitory
serotonergic tonus induced by SSRI treatment (Bijlsma et al., 2013). Here we presented
a combined behavioral, spermatic (sperm motility and morphology) and
pharmacological exploitation of bupropion effects on the male reproductive function

and fertility.

The treatment with bupropion at doses effective in increase the DA and NE
extracellular levels and attenuate the nicotine abstinence symptoms in rats (Hasegawa et
al., 2005; Malin et al., 2006) increased LH serum level, however, the testosterone serum
level was not changed indicating that increased LH is not a result of altered functioning
of hypothalamic-pituitary-gonadal axis. Since luteinizing hormone-releasing hormone
releasing neurons receive catecholaminergic innervation (Dudas and Merchenthaler,
2001) and NE increases luteinizing hormone-releasing hormone in vitro (Rettori ef al.,
1993) and in vivo (Martin et al., 1995) the increased LH serum level could be ascribed
to the catecholamine increase induced by the reuptake inhibition action of bupropion.
The unchanged serum testosterone level in spite of the high LH level suggests that the
animals were killed at the onset of LH increase. The effects of bupropion on the LH
regulation of male reproductive function as well as spermatic parameters merits further

investigation.

The sympathetic nervous system has a mandatory role on epididymal transit time
(Billups et al., 1990; Kempinas et al., 1998) and in fact increased a;-AR activation in
vivo enhances CE duct smooth muscle contraction (Hib, 1976; Laitinen and Talo, 1981;

Pholpramool and Triphrom, 1984). NET blockers would increase CE duct contraction
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and reduce epididymal sperm transit time as a result of elevated synaptic NE as we

showed previously to occur in rats treated with sibutramine (Borges et al., 2013).

Bupropion increased in 8-fold the NE potency in inducing contractions of CE
duct from untreated rats and the maximal contraction of CE duct from bupropion-treated
rats to NE and 80mM KCIl, however this was not enough to accelerate the sperm transit
time trough the epididymis. The use of antidepressants has been associated with altered
of monoamine transporters expression (Petrie et al., 1998; Jeannotte et al., 2009).
Increased NE uptake resulting from higher NET expression in the CE duct would
oppose the bupropion NE elevating effect cancelling the prokinetic effect of NET
blockade on the epididymal sperm transit time. However, we rejected this hypothesis
showing that the functional importance of NET in the CE duct was not altered by

bupropion treatment.

Alternatively, an unaltered epididymal sperm transit time could result from the
incomplete NET blockade induced by bupropion showed in this study. Further support
to this hypothesis came from the results showing unaltered CE duct NE reserve from
bupropion-treated rats since the continuing inhibition of NE reuptake by NET blockers
would deplete the NE stores (Borges et al., 2013).

Bupropion at the higher dose tested decreased the sperm quality by increasing
the number of spermatozoa with non-progressive movement. This result is relevant for
male fertility as spermatozoa with reduced motility are unable to penetrate into cervical
mucus and assess the oocyte (Aitken et al., 1985; Mortimer et al., 1986; Clegg, 2001).
In fact, the sperm motility is regarded as one of the important parameters used in the

sperm fertile capacity evaluation (Bostofte et al., 1990; Barratt et al., 1993).

Sperm acquire motility and fertile capacity during the transit through the
epididymis (Hinton et al., 1979; Yanagimachi, 1994; Cuasnicu, 2002) and a reduction
in the epididymal sperm transit time impairs the sperm maturation (Fernandez et al.,

2008).

Albeit the contraction of epididymal duct by sympathetic nervous system
activation is important to propel the spermatozoa during the sperm maturation process,

the reduced sperm motility of bupropion treated rats cannot be ascribed to acceleration
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of sperm transit time in spite of the increase of maximal contraction of CE duct in rats

treated with lower bupropion dose.

Dopamine and adrenergic agonists were shown to stimulate chloride secretion
by epididymal epithelial cells in vitro (Leung et al., 1992; Chan et al., 1994; Du et al.,
2009) and the sympathetic innervation was shown to regulate the epididymal fluid
protein composition (Ricker et al., 1996), two important factors related to the
acquisition of sperm motility and fertile capacity (Robaire et al., 2006). The impaired
sperm motility from rats treated with bupropion at the higher dose may result from
modification of epididymal ionic/protein luminal composition through the bupropion

indirect sympathomimetic action.

The treatment with bupropion had no impact on male rat fertility despite the
sperm quality has been reduced by bupropion highest dose. Probably the impairment of
sperm quality was masked by the high reproductive efficiency of male rat (Toner and

Adler, 1985).

In conclusion we demonstrated that bupropion acts as an incomplete NET
blocker and, at doses that effectively reduces the tobacco abstinence symptoms and the
depressant-like behavior in rat models, increased the contraction of epididymal duct and
impaired the rat sperm quality. The reduced sperm quality of bupropion-treated rats
does not result from modification of epididymal sperm transit time suggesting a
modified epididymal microenvironment. Studies investigating t he bupropion effects on
human sperm quality are urged since the bupropion use have been suggested as an

adjuvant treatment to SSRI-induced sexual dysfunctions.
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Table 1. Plasma hormone levels of VEH, BPP15 and BPP30 rats.

Hormones (ng/mL) VEH (n=9) 15 mg/kg (n=9) 30 mg/kg (n=9)
FSH 4.59 +0.52 435+041 424+0.55
LH 0.24 £0.04 0.42 +£0.03* 0.18 £0.03
Testosterone 1.64 +£0.45 2.01+0.33 1.77 £ 0.36

Values expressed as mean = SEM. *p<0.05: vehicle vs 30 mg/kg (ANOVA with a posteriori
of Dunnet).
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Table 2. Reproductive organ weights of VEH, BPP15 and BPP30 rats.

Parameters VEH (n=9) BPP15 (n=9) BPP30 (n=9)
Testis(g) 1.73 £0.05 1.69 £ 0.04 1.71 £ 0.04
Epididymis (mg) 665.68 £ 17.69 654.01 £17.42 676.53 + 18.86
Full Seminal vesicle (g) 1.46 +0.08 1.60 + 0.07 1.57+0.10
Ventral prostate (mg) 477.66 = 47.86 557.46 £ 33.46 488.00 + 21.82
Vas deferens (mg) 106.37 £2.28 101.16 +£5.98 105.47 £ 2.52

Values are expressed as mean + SEM. p>0.05 for all comparisons (ANOVA).
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Table 3. Sperm count of VEH, BPP15 and BPP30 rats.

Parameters VEH (n=9) BPP15 (n=9) BPP30 (n=9)

Sperm count in the testis

Sperm count (x10%/organ) 186.37 + 14.31 185.61 +5.98 179.95 + 7.82
Relative sperm count (x10%/g of organ) 118.55+4.17 117.94 + 1.69 116.09 +3.16
Daily sperm production (x10%testis/day) 30.55+2.35 30.43 £0.98 29.50+1.28
Daily sperm production (x10%g of testis/day) 19.43 + 0.68 19.34 +£0.28 19.03 +0.52

Sperm count in the epididymis

Caput/corpus

Sperm count (x106/organ) 128.47 £ 6.96 127.96 £ 3.36 127.13 £7.53
Relative sperm count (X106/g of organ) 375.93 £10.82 363.17+7.07 379.78 £ 15.09
Sperm transit time (days) 4.31+0.20 4.22+0.11 4.30+0.18
Cauda

Sperm count (x10%organ) 253.35+18.19 248.79 £ 11.73 25727 +18.76
Relative sperm count (x10%/g of organ) 1035.40 + 38.66 997.23 +£28.35 1078.40 +48.70
Sperm transit time (days) 8.42+0.38 8.18+0.32 8.30 £ 0.65

Values expressed as mean + SEM. p>0.05 for all comparisons (ANOVA).
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Table 4. Schild slopes of prazosin-induced antagonism of contractions induced by NE
or methoxamine in CE duct in the presence of desipramine or bupropion.

Incubation Slope 95% ClI

Methoxamine (n=4) 1.05 £ 0.04* (0.95-1.14)
Desipramine 100nM (n=3) 1.05 +0.03" (0.98-1.11)
Desipramine 3nM (n=4) 0.76 + 0.05" (0.65-0.87)
Bupropion 100uM (n=4) 0.73 +0.08° (0.56-0.90)
No inhibitor (n=4) 0.41 £0.05° (0.30-0.52)

Statistical analysis: ANOVA + Tukey (equal letters indicate statistically similar means).
Data are mean = SEM from 4 segments taken from different rats.
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Figure 1. Bupropion increases NE potency at rat CE duct via NET blockade. Effect of
bupropion on the CE duct contractions induced by NE (A), carbachol (B), KCI 80mM
(C), methoxamine (D) and NE in the presence of desipramine 100nM (E). Data

represents mean £ SEM from 4-8 different CE segments. ns: non significant (p>0.05,
ANOVA).
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Figure 2. Submaximal increase of NE potency by bupropion. NE concentration-
response curves were constructed in the presence of bupropion 100uM, desipramine
100nM (A), cocaine 6uM (B) or sibutramine 3uM (C). Data are mean £ SEM from 5

segments taken from 3 different rats.
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Figure 3. Incomplete NET block by bupropion. Prazosin antagonism of al-AR was

investigated in the absence of NET blocker (A), when the NET was completely blocked

by desipramine 100nM (B), against methoxamine a non-NET substrate agonist (C), in

the presence of bupropion 100uM (D) or in the presence of a submaximaly desipramine

concentration (E). The Schild plot is presented in (F). Data are mean + SEM from 4

segments taken from different rats.
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Figure 4. Bupropion treatment increases the contraction of CE duct. /n vitro contraction
of CE duct segments to NE (A), 80mM KCl (B) and to tyramine (C). Data are mean +
SEM from 5-6 segments taken from different rats/group. * p < 0.05 Vehicle vs BPP15
and Vehicle vs BPP30 (ANOVA + Newman-Keuls).
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Figure S. Unchanged NE reserves in CE duct after treatment with bupropion. /n vitro
tyramine concentration-response curves were constructed in absence and presence of

prazosin (3nM). Data are mean =+ SEM from 4-6 segments taken from different

rats/group.
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Figure 6. In vivo bupropion treatment did not alter the importance of NET in CE duct.
In vitro NE concentration-response curves were constructed in absence and presence of
desipramine 100nM. Data are mean + SEM from 5-6 segments taken from different

rats/group.
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Supplementary table 1. Sexual behavior of control animals and treated with 15 and 30 mg/kg/day of bupropion during

30 days.

Parameters

VEH (n=10)

BPP15 (n=10) BPP30 (n=10)

'Latency to the first mount (s)
1Latency to the first intromission (s)

"Number of intromissions until the
first ejaculation

'Latency to the first ejaculation (s)
*Latency of the first post-ejaculatory
intromission

*Number of post-ejaculatory
intromissions

'Total number of ejaculations

135.89 + 38.24 (n=9)
152.00 £ 27.11 (n=8)

21.25 + 4.40 (n=38)

1166.10 + 205.62 (n=7)
375.00 (355.00-376.00)

(n=5)

14.00 (7.00-15.00) (n=5)

1.86 = 0.26 (n=7)

128.40 = 36.19 (n=10)  153.30 + 34.25 (n=10)

146.33 +£38.48 (n=9)  238.50 + 36.05 (n=6)

22.44 + 477 (n=9) 15.67 £ 3.49 (n=6)

1047.00 + 155.91 (n=7)  1233,00 = 222.64 (n=5)

364.50 (338.25-381.75)  349.50 (372.25-378.25)
(n=6) (n=4)

10.50 (7.75-11.75) (n=6)  5.50 (4.50-9.00) (n=4)

2.00+0.31 (n=7) 2.00 + 0.32 (n=5)

'Values expressed as mean £ SEM. p>0.05 for all comparisons (ANOVA).

*Values expressed as median (Q1-Q3). p>0.05 for all comparisons (Kruskal-Wallis).
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A bupropiona mostrou-se capaz de inibir apenas parcialmente o sistema de
captura de NE e, em doses efetivas em reduzir os sintomas antidepressivos e da
abstinéncia do tabaco em ratos, aumentou a contracdo do ducto epididimério e
prejudicou a qualidade espermatica desses animais. A reducao da qualidade espermatica
observada em ratos tratados com bupropiona nao resultou de uma acelera¢ao no tempo
de transito espermatico pelo epididimo, sugerindo que este firmaco pode ter agido
alterando o microambiente epididimario. Assim, este estudo experimental sugere que
sejam investigados os efeitos da bupropiona sobre a qualidade espermatica humana,
uma vez que o uso desse farmaco tem sido sugerido como tratamento para disfungao

sexual induzida por antidepressivos inibidores da recaptagdo neuronal de serotonina.
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Figure 1. Evolution of body weight of male rats: vehicle, exposed to 15 and 30 mg/kg

of Bupropion for 30 consecutive days. Values represent the mean + S.E.M. ns: non

significant (p>0.05, ANOVA).



Table 1. Organ weights

99

Parameters VEH (n=9) BPP15 (n=9) BPP30 (n=9)
Pituitary (mg) 11.61 +£0.55 11.34 £ 0.54 11.26 £0.52
Pituitary (mg/100g) 2.63+£0.11 2.49+0.14 2.42+£0.10
Liver (g) 15.88 £0.92 16.77 = 0.88 17.70 £ 0.84
Liver (g/100g) 3.56+0.11 3.64+£0.11 3.80+0.14
Right kidney (g) 1.46 +£0.08 1.51+0.09 1.54 +£0.05
Right kidney (g/100g) 0.32+0.01 0.33+£0.01 0.33+0.01
Left kidney (g) 1.46 £ 0.08 1.52£0.08 1.56 +£0.05
Left kidney (g/100g) 0.32£0.01 0.33 £0.01 0.33+0.01
Right adrenal (mg) 30.83 £1.43 30.72 £2.02 31.39£1.68
Right adrenal (mg/100g) 6.99 + 0.31 6.69 £ 0.41 6.76 £ 0.32
Left adrenal (mg) 32.73+1.24 33.78 £ 1.57 33.03 £2.41
Left adrenal (mg/100g) 7.43 +£0.35 7.39+0.33 7.14+0.55

Values expressed as mean + SEM. p>0.05 for all comparisons (ANOVA).



Table 2. Sperm morphology.
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Parameters

VEH

BPP15

BPP30

Normal sperm

Morphological abnormalities
of the sperm head (%)
Morphological abnormalities
of the flagellum (%)
Presence of cytoplasmic

droplets (%)

98.00
(97.50 — 98.00)
1.00
(0.00 — 1.00)
1.00
(1.00 — 2.00)
60.00

(56.50 — 65.50)

97.00
(96.50 — 97.50)
0.50
(0.50 — 1.00)
2.50
(1.50 — 2.50)
57.50

(47.50 — 59.00)

98.00
(96.00 — 98.00)
0.50
(0.50 — 1.50)
1.50
(0.50 — 3.50)
57.5

(54.00 — 60.50)

Values expressed as median (Q1-Q3). p>0.05 for all comparisons (Kruskal-Wallis).
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Table 3. Fertility test obtained by natural mating of control animals and treated with 15 and 30 mg/kg/day

bupropion during 30 days.

Parameters VEH (n=10) BPP15 (n=10) BPP30 (n=10)
Number of pregnant females 10 10 10

'Body weight of dams (g) 338.79 + 7.05 337.85 + 5.56 339.29 + 5.46
1U‘[erus weight with fetuses (g) 58.49 +2.67 56.55+2.52 51.36 £2.79
'Fetus weight (g) 2.95+0.12 2.96 +0.12 2.93 +0.11
‘Placental weight (g) 0.54 +0.02 0.59+0.01 0.57 £0.02
IImplant number 12.30+0.42 11.80+0.51 10.90 + 0.64
1Number of live fetuses 11.80+0.49 11.10 £ 0.57 10.20 £ 0.59
2Fertility potential (%) 100 (95.31-100) 100 (92.31-100) 100(93.75-100)
2Fetal viability (%) 100 (92.31-100) 96,15 (90.42-100) 91,67 (90.23-100)

T
Values expressed as mean = SEM. p>0.05 for all comparisons (ANOVA).

2
Values expressed as median (Q1-Q3). p>0.05 for all comparisons (Kruskal-Wallis).
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