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RESUMO 

A fluoxetina, pertencente à classe dos inibidores da recaptação seletiva de 

serotonina, é um dos antidepressivos mais amplamente prescritos para o tratamento 

da depressão e de transtornos da ansiedade, como o transtorno obsessivo 

compulsivo. Considerando que, dentre os efeitos colaterais causados pela 

fluoxetina, têm sido relatados distúrbios na função sexual masculina, foi proposto 

avaliar a ação deste fármaco sobre a integridade morfológica dos túbulos 

seminíferos. Foram utilizados 16 ratos adultos, distribuídos em 2 grupos: grupo 

fluoxetina (GF) e grupo controle (GC). Os animais do GF receberam injeções 

intraperitoneais de fluoxetina (20mg/Kg) e os animais do GC receberam água 

destilada. O tratamento se estendeu por 11 dias consecutivos e, ao final do 

tratamento, foram obtidos os pesos corpóreo e testicular dos animais. Os testículos 

foram fixados e processados para inclusão em historesina e parafina. Nos cortes de 

historesina, as frequências de túbulos de acordo com o estágio do ciclo do epitélio 

seminífero e de túbulos seminíferos contendo células descamadas preenchendo a 

luz tubular foram obtidas, bem como os seguintes parâmetros morfométricos: área 

tubular total, área da luz tubular e área do epitélio seminífero. Os cortes em parafina 

foram submetidos ao método do TUNEL para detecção de morte celular. Os níveis 

séricos de testosterona também foram avaliados. Os resultados foram submetidos à 

análise estatística para avaliação das diferenças entre os grupos. O tratamento com 

fluoxetina causou redução significante do peso corpóreo dos animais e redução, 

embora não significante, do peso testicular absoluto. Além disso, uma redução 

significante nos níveis séricos de testosterona foi observada nos animais do GF. Os 

túbulos seminíferos apresentaram contorno irregular, depleção celular e intensa 

desorganização epitelial, bem como a presença de vacúolos e espaços 

 



7 

 

intraepiteliais. Foram encontrados núcleos irregulares de células de Sertoli afastados 

da porção basal do túbulo ou na luz tubular. No GF, vários núcleos de células de 

Sertoli e de células germinativas foram positivos ao método do TUNEL. Os 

resultados morfométricos mostraram um aumento significante na frequência de 

túbulos com células germinativas descamadas na luz, redução significante das áreas 

tubular total, da luz tubular e do epitélio seminífero, bem como redução significante 

de túbulos em estágios VII-VIII. Além disso, também houve redução significante do 

número de células de Sertoli por túbulo seminífero nos animais do GF. Com base 

nestes resultados, podemos concluir que o tratamento com fluoxetina durante 11 

dias causa alterações estruturais significantes nos túbulos seminíferos de ratos 

adultos. O aumento de células descamadas na luz tubular associado à redução do 

tamanho dos túbulos seminíferos e na frequência de túbulos em estágios VII-VIII 

(andrógeno-dependentes) sugere que essas alterações tenham sido causadas pela 

interferência do tratamento no controle androgênico da espermatogênese. 

Considerando que a célula de Sertoli é androgênio-dependente e exerce um papel 

fundamental para o desenvolvimento e manutenção estrutural do epitélio seminífero, 

é possível que esta célula tenha sido um dos principais alvos (direto ou indireto) da 

ação da fluoxetina nos testículos. 

Palavras-chave: Fluoxetina. Testículo. Epitélio seminífero. Morfometria.  
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1. INTRODUÇÃO 

1.1. Descrição morfofuncional dos testículos 

O aparelho reprodutor masculino é constituído por um par de testículos, ductos 

genitais, glândulas acessórias e pênis (Junqueira, Carneiro, 2008). Os testículos, 

responsáveis pela produção de espermatozóides e do hormônio sexual masculino 

(testosterona), são recobertos por uma resistente cápsula fibrosa, denominada túnica 

albugínea, e são divididos em dois compartimentos principais: compartimento 

germinativo e compartimento intersticial (Leesoon, Cookson,1974; Russell et al, 

1990). 

Os túbulos seminíferos são formados por um epitélio estratificado constituído, 

basicamente, por células de Sertoli (células de sustentação) e células germinativas, 

além de um tecido peritubular (Anthony, Skinner, 1989; Junqueira, Carneiro, 2008).  

As células de Sertoli são células somáticas colunares que se encontram aderidas à 

membrana basal do túbulo seminífero e se estendem até a luz tubular, envolvendo 

parcialmente as células da linhagem germinativa. Possuem núcleo grande, com 

formato irregular e nucléolo tripartido (Fawcett, 1975). Estas células fornecem apoio 

estrutural e nutricional para o desenvolvimento das células germinativas, ajudam na 

manutenção da integridade estrutural do epitélio, proporcionam uma comunicação 

célula-célula, ajudando na sincronia dos eventos da espermatogênese, fagocitam 

células germinativas que se degeneram durante o processo de espermatogênese, 

secretam proteínas como, por exemplo, a ABP (proteína ligante de andrógeno) 

(Anthony, Skinner, 1989; Russel et al, 1990) e são responsáveis por parte do controle 

do desenvolvimento das células germinativas, uma vez que possuem receptores para 

os hormônios FSH (hormônio folículo-estimulante) e testosterona (Sanborn et al, 
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1977; Orth, Christensen, 1978).  

As células germinativas, que se organizam em camadas concêntricas da base 

para a luz tubular, passam por um processo chamado espermatogênese, no qual as 

espermatogônias dão origem a espermatozóides. Esse processo é dividido em três 

fases: fase proliferativa, fase meiótica e espermiogênese (Russell et al, 1990). Na 

fase proliferativa, a espermatogônia sofre numerosas divisões por mitose gerando 

espermatogônias do tipo A e espermatogônias do tipo B. As primeiras permanecem 

como “espermatogônias-tronco” e continuam a se dividir, enquanto as do tipo B se 

diferenciam em espermatócitos primários (Russell et al, 1990). Na fase meiótica da 

espermatogênese, os espermatócitos sofrem duas divisões meióticas, dando origem, 

primeiramente (meiose I), aos espermatócitos secundários. Devido às mudanças 

nucleares que ocorrem durante a Prófase da meiose I, os espermatócitos podem ser 

classificados em pré-leptótenos, leptótenos, zigótenos, paquítenos e diplótenos 

(Russell, Frank, 1978). Na meiose II os espermatócitos secundários dão origem às 

espermátides haplóides (Niederberger, Lamb, 1997). A terceira fase, ou 

espermiogênese, é um processo de diferenciação celular lento que envolve várias 

mudanças estruturais nas espermátides, sem que haja nenhuma divisão celular, para 

que estas se diferenciem em espermatozóides maduros (Junqueira, Carneiro, 2008). 

O tecido peritubular é um tecido constituído pelas células mióides peritubulares 

e pela membrana basal. As células mioides peritubulares são células contráteis e 

fornecem apoio estrutural para o túbulo seminífero e para o epitélio, cooperando para 

o transporte dos espermatozóides ao longo dos túbulos e para a síntese dos 

componentes da matriz extracelular, os quais constituem a membrana basal 

(Kormano, Hovatta, 1972; Hadley et al, 1985).  

O compartimento intersticial constitui-se de um tecido conjuntivo frouxo, rico 
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em vasos sanguíneos e linfáticos, células de Leydig e outras células, como 

macrófagos e fibroblastos (Fawcett et al, 1973; Mori, Christensen, 1980). As células 

de Leydig são as responsáveis pela síntese de testosterona. Estas células podem ser 

identificadas pela presença de núcleo arredondado, nucléolo proeminente, 

heterocromatina ao longo da membrana nuclear e um citoplasma eosinófilo rico em 

inclusões lipídicas (Kretser, Kerr, 1988; Junqueira, Carneiro, 2008). Possuem 

abundante retículo endoplasmático liso e mitocôndrias com cristas tubulares, que 

contêm as enzimas associadas à síntese de esteróides (Russell et al, 1990). A 

biossíntese de testosterona pelas células de Leydig adultas depende da ligação do 

LH (hormônio luteinizante) aos receptores presentes na superfície celular (Ewing, 

Keeney, 1993; Hall, 1994) e o volume desta célula está relacionado com a 

capacidade do testículo em produzir testosterona (Keeney et al, 1990; Papadopoulos, 

1990). A testosterona produzida pelas células de Leydig se difunde para os vasos 

sanguíneos e, por meio da circulação sanguínea, atua sobre os órgãos andrógeno-

dependentes.  Além destes, a testosterona também se difunde para o interior do 

túbulo seminífero, onde se liga a seus receptores presentes nas células mioides, 

células germinativas (Vornberger et al, 1994) e de Sertoli (Sanborn et al, 1977; 

Tindall et al, 1977). 

1.2 Ação de fármacos sobre os testículos 

O epitélio seminífero tem demonstrado ser um tecido sensível a uma 

variedade de agentes químicos, incluindo álcool (Gonzales et al, 1994) e 

antineoplásicos (Oshio et al, 1989; Turek et al, 1998; Stumpp et al, 2004), à 

deficiência nutricional (Thompson et al, 1964; Huang, Hembree, 1979), à hipertermia 

(Miraglia, Hayashi, 1993) e às radiações ionizantes (Meistrich, 1986). 

Drogas e medicamentos também podem prejudicar a fertilidade do homem, 
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alterando o eixo hipotálamo-hipófise-gônada (HPG), prejudicando a ejaculação e a 

função erétil, diminuindo a libido por exercerem um efeito gonadotóxico nos testículos 

(Thompson, 1994). Estudos demonstraram que esteroides anabólicos causam 

infertilidade por agirem sobre o eixo HPG (Buffum,1983), enquanto a maioria dos 

anti-hipertensivos e alguns antibióticos exercem efeito negativo sobre a fertilidade por 

prejudicarem a função sexual (Thompson, 1994; King et al, 1997; Monoski et al, 

2002). Têm também sido relatadas alterações na atividade espermatogênica 

causadas por imunossupressores em indivíduos portadores de órgãos transplantados 

(Masuda et al, 2003; Caneguim et al, 2009). Além disso, drogas antagonistas de 

receptores H2, como a cimetidina, utilizados no tratamento de úlceras gástricas, 

também têm demonstrado efeitos adversos sobre o sistema genital masculino, 

sobretudo nos testículos, incluindo alterações na histoarquitetura dos túbulos 

seminíferos e, consequentemente, na espermatogênese (Sasso Cerri et al, 2001; 

Sasso Cerri, Miraglia, 2002; Sasso Cerri, Cerri, 2008; Beltrame et al, 2011). 

Vários estudos relacionam alterações na histoarquitetura de túbulos 

seminíferos - como perda de células germinativas, desorganização epitelial e 

destacamento de células germinativas para a luz tubular - à ação prejudicial de 

medicamentos nas células de Sertoli. Tal ação pode causar redução no número 

dessas células e provocar alterações morfológicas e estruturais como, por exemplo, 

deslocamento destes tipos celulares da porção basal do túbulo seminífero e 

alterações nucleares (Stumpp et al, 2006; Sasso Cerri, Cerri, 2008; Beltrame et al, 

2011; Brilhante et al, 2012). Estas alterações podem estar relacionadas ao fato de 

que as células de Sertoli, as quais fornecem apoio estrutural e nutricional para o 

desenvolvimento das células germinativas, secretam proteínas como a ABP 

(proteína ligante de andrógeno) e possuem muitas outras funções que as tornam 
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essenciais para a manutenção da espermatogênese (Anthony, Skinner, 1989; Russel 

et al, 1990). As células de Sertoli possuem receptores para FSH e testosterona; 

assim, seu desenvolvimento, regulação e função são largamente dependentes da 

presença desses hormônios (Johnston et al, 2004). 

Os antidepressivos, uma classe de medicamentos muito utilizada atualmente, 

vêm sendo estudados e têm causado uma série de alterações na fertilidade. Tem 

sido relatado que antidepressivos como a paroxetina, a sertralina, o escitalopram e a 

duloxetina podem causar redução da libido e disfunção erétil, anorgasmia, além de 

prejudicar a ejaculação (Buffum, 1986; Philipp et al, 2000; Clayton et al, 2007). 

De uma forma geral, os antidepressivos provocam um aumento nos níveis de 

prolactina e inibem, assim, a secreção do hormônio liberador de gonadotrofina 

(GnRH) e, consequentemente, redução na secreção de LH. Dessa forma, a secreção 

de testosterona pelas células de Leydig é prejudicada, causando supressão da 

espermatogênese (Pasqualotto et al, 2004). Entretanto, o maior índice de indivíduos 

com disfunção sexual causada pelo tratamento com antidepressivos é observado em 

pacientes que usam a classe dos inibidores da recaptação seletiva de serotonina 

(IRSSs), os quais, segundo David et al. (2009), são as drogas mais prescritas para o 

tratamento de depressão e distúrbios de ansiedade. Um exemplo de antidepressivo 

classificado como IRSS e largamente utilizado é a fluoxetina; entretanto, este 

fármaco causa uma série de problemas relacionados ao comportamento sexual 

(Cantor et al, 1999). 

1.2.1 Fluoxetina e sua ação sobre o sistema genital masculino 

A fluoxetina é um dos antidepressivos mais amplamente prescritos para o 

tratamento de depressão e de um tipo particular de transtorno de ansiedade 

conhecido como transtorno obsessivo-compulsivo (TOC). Pertence à classe dos 
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inibidores da recaptação seletiva de serotonina (IRSS) e tem uma meia-vida 

plasmática de 24-96 horas, demorando de 2 a 4 semanas para começar a exercer 

seu efeito terapêutico (Rang et al, 2007). A fluoxetina age inibindo de forma potente e 

seletiva a recaptação da serotonina por transportadores de recaptação presentes no 

neurônio pré-sináptico, local em que a serotonina seria metabolizada pela ação de 

enzimas, resultando no aumento das concentrações de serotonina na fenda sináptica 

e na potencialização da neurotransmissão serotoninérgica (Moreno et al, 1999). É 

metabolizada por N-desmetilação à norfluoxetina, outro inibidor específico da 

recaptação de serotonina (Sommi et al, 1987; DeVane, 1992). A fluoxetina age como 

um agonista da serotonina de ação indireta, inibindo seletivamente a recaptação pré-

sináptica de serotonina (Wong et al, 1974, 1975). 

A fluoxetina é amplamente prescrita para depressão durante a gravidez e 

lactação (Einarson, Koren, 2004), entretanto sabe-se que parte da fluoxetina 

atravessa a barreira placentária e também é excretada no leite, fazendo com que os 

fetos tenham contato com altos níveis de serotonina (Pohland et al, 1989; Hendrick et 

al, 2001). A serotonina tem várias funções no sistema nervoso central de adultos, 

estando envolvida, por exemplo, na regulação neuroendócrina (Mellow et al, 1988), 

no humor (Fuller et al, 1991) e na modulação do reflexo (Geyer et al, 1978; Davis et 

al, 1988).  

Efeitos colaterais do uso desse medicamento têm sido relatados, como dor de 

cabeça, distúrbios do sono, náusea e perda de apetite, podendo, devido a isso, ser 

utilizado no tratamento de obesidade (Halford et al, 2005; Palamara et al, 2006). Há 

também evidências de que a fluoxetina inibe diretamente a entrada de Ca+2 na 

musculatura lisa vascular e intestinal, resultando em vasodilatação e relaxamento 

intestinal (Pacher et al, 1999; Ungvari et al, 1999). Por outro lado, vários estudos têm 
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demonstrado que a fluoxetina causa menos efeitos colaterais anticolinérgicos, anti-

histaminérgicos e cardiovasculares em comparação com os antidepressivos tricíclicos 

(Pacher et al, 1999; Pacher, Ungvari, 2001). Além disso, também têm sido verificados 

distúrbios na função sexual (Yells et al, 1994; Crenshaw, Goldberg, 1996; Mehler-

Wex, Kolch, 2008), como a indução de anorgasmia e perda do desejo sexual (Cantor 

et al, 1999; Gouvêa et al, 2008; Giuliano, Hellstrom, 2008). Os inibidores da 

recaptação seletiva de serotonina, como a fluoxetina, a qual foi classificada como 

uma toxina reprodutiva pelo Centro de Avaliação de Riscos para Reprodução 

Humana (Hines et al, 2004), podem causar problemas sexuais devido à inibição dos 

receptores de serotonina nos nervos periféricos (Frohlich, Meston, 2005). Csoka et al 

(2008) relataram casos nos quais homens apresentaram disfunção sexual 

permanente devido ao uso de fluoxetina na dose de 20mg/kg durante a adolescência. 

 A serotonina parece ter um importante papel na neurofisiologia da ejaculação 

(Bitran, Hull, 1987; Giuliano, Clement, 2005). Foi sugerido que os baixos níveis 

sinápticos de serotonina na região do sistema nervoso central estariam relacionados 

com o problema de ejaculação precoce. Dessa forma, a fluoxetina vem mostrando 

alguma eficiência no tratamento de ejaculação prematura em doses terapêuticas 

contínuas (Waldinger et al, 2004). A elevação no nível de serotonina no cérebro afeta 

a secreção de FSH e LH por inibição na secreção de fator de liberação de 

gonadotrofinas (GnRH), interferindo nos processos de espermatogênese e 

esteroidogênese em ratos adultos (Urry, Dougherty,1975; Naumenko, Shishkina, 

1978; Das et al, 1985). Nos testículos, a serotonina pode reduzir a esteroidogênese e 

espermatogênese por meio da redução do fluxo sanguíneo intratesticular devido à 

constrição arterial ou por inibição das enzimas esteroidogênicas (Kalla, 1979; Das et 

al, 1985; Hedger et al, 1995). 
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Bataineh, Daradka (2007) observaram que uma superdose de fluoxetina 

administrada em ratos, em longo prazo (200mg/kg durante 60 dias), causou 

diminuição do peso de órgãos reprodutores como testículo, epidídimo e vesícula 

seminal. Estes autores verificaram redução da espermatogênese, bem como 

diminuição na quantidade de espermatócitos primários, secundários e espermátides. 

Além disso, foram observadas redução da motilidade e densidade dos 

espermatozóides no epidídimo e alteração nos níveis de testosterona e FSH. 

Administrando fluoxetina em ratos recém-nascidos nas doses de 10 e 20mg/kg, Da 

Silva Junior et al (2008), observaram uma redução no número de células de Sertoli 

por testículo nos animais tratados, além de redução no tamanho dos testículos e 

túbulos seminíferos e da população de espermatogônias. 

Vários estudos têm relatado problemas causados pela fluoxetina relacionados 

à disfunção sexual, como anorgasmia, distúrbios ejaculatórios, disfunção erétil, 

redução da libido, entre outros distúrbios relacionados ao comportamento sexual. 

Portanto, com exceção do estudo realizado por Bataineh e Daradka (2007), no qual 

foi avaliado o efeito de uma dose extremamente alta de fluoxetina sobre as células 

germinativas, estudos sobre a ação de doses moderadas de fluoxetina na 

histoarquitetura dos túbulos seminíferos de ratos adultos não têm sido relatados na 

literatura. 

2. OBJETIVO 

Considerando o elevado uso clínico dos antidepressivos, incluindo a fluoxetina, 

amplamente prescrita, e os possíveis efeitos prejudiciais deste fármaco no 

desempenho sexual masculino, o objetivo desse trabalho foi avaliar a ação da 

fluoxetina sobre a integridade morfológica dos túbulos seminíferos de ratos adultos.  
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

O protocolo referente ao tratamento dos animais foi aprovado pelo Comitê de  

Ética no Uso de Animais (CEUA) da FOAr (Faculdade de Odontologia de Araraquara) 

(protocolo número: 02/2011). 

3.1 Animais 

Foram utilizados 16 ratos (Rattus norvegicus albinus) da linhagem Holtzmann, 

com 60 dias de idade, pesando aproximadamente 250g, procedentes do Biotério 

Central da Universidade Estadual Paulista “Júlio de Mesquita Filho” (UNESP) - 

Campus de Araraquara. Durante o tratamento, os animais foram mantidos no Biotério 

da Faculdade de Odontologia de Araraquara – FOAr/UNESP, em gaiolas plásticas 

forradas com maravalha, à temperatura ambiente de 23±2°C e fotoperíodo de 12 

horas. Os animais foram alimentados com ração Guabi® (Nutrilabor, Brasil) e água 

ad libitum. Antes do início do tratamento, os animais passaram por um período (7 

dias) de adaptação ao novo local (biotério) e ao manuseio pelo pesquisador. 

3.2 Distribuição dos grupos e tratamento dos animais 

Os ratos foram distribuídos em dois grupos, contendo oito animais cada: grupo 

fluoxetina (GF) e grupo controle (GC). 

Os animais do grupo fluoxetina (GF) receberam, diariamente, injeções 

intraperitoneais de fluoxetina (diluída em água destilada deionizada), na dose de 

20mg/Kg. Os animais do grupo controle (GC) receberam a mesma quantidade de 

água destilada deionizada. O tratamento se estendeu por 11 dias consecutivos. 

Os animais dos dois grupos tiveram seus pesos corpóreos monitorados 

durante todo o período de tratamento. 

3.3 Processamento para a microscopia de luz 

Após 24h do término do tratamento, os animais foram pesados e anestesiados 
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com injeção intraperitoneal de hidrato de cloral 10% na proporção 0,4 mL/100g de 

peso corpóreo. Sob efeito da anestesia, a cavidade torácica foi exposta para a coleta 

de sangue, via punção cardíaca diretamente dos ventrículos, em tubos com ativador 

de coágulo e gel para separação do soro (BD Vacutainer Blood Collection Tubes, 

SST II Plus, BD Biosciences). O soro foi armazenado a -80°C para dosagens séricas 

de testosterona. A análise foi realizada no Laboratório de Análises Clínicas e 

Microbiológicas São Lucas, Araraquara (SP). 

Em seguida, os testículos dos animais foram removidos da bolsa escrotal e 

pesados em uma balança analítica e os animais foram eutanasiados por 

dessangramento, seccionando a artéria aorta. 

Os testículos esquerdos foram imersos em solução fixadora contendo 

formaldeído 4% (preparada a partir do paraformaldeído, MERK - Alemanha) em 

tampão fosfato de sódio 0,1M e pH 7,4. Os testículos direitos foram imersos em 

líquido de Bouin. Após 1 hora de fixação, todos os testículos foram seccionados na 

região equatorial e mantidos por 48 horas nas respectivas soluções fixadoras. 

Metade de cada testículo esquerdo foi processada para inclusão em 

historesina (Historesin-Embedding Kit, JUNG, Alemanha). Os blocos foram cortados 

em um micrótomo (Leica) para a obtenção de cortes com 3 µm de espessura. Os 

cortes foram corados com Hematoxilina e Eosina (HE) para realização das análises 

morfométricas e morfológica. As outras metades dos testículos esquerdos e os 

testículos direitos foram desidratadas em concentrações crescentes de etanol, 

diafanizadas em xilol, infiltradas e incluídas em parafina. Os cortes, com 6µm de 

espessura, foram submetidos ao método do TUNEL para a detecção de morte celular 

(item 3.6). 

As análises morfométricas e morfológica, bem como a documentação 
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fotográfica, foram realizadas utilizando-se uma câmera de captura Olympus (DP71) 

acoplada a um microscópio Olympus (BX- 51). 

3.4 Pesos testiculares absoluto e relativo 

Os testículos direitos e esquerdos foram pesados utilizando-se uma balança 

analítica digital Marte (AL 500), obtendo-se, assim, os pesos testiculares absolutos 

(PTA). O peso testicular relativo representa o valor percentual do testículo em relação 

ao peso do animal e este foi obtido a partir da fórmula: 

 

PTR =         PTA            x 100 

peso do animal 

3.5 Análises morfométricas 

As análises morfométricas foram realizadas em cinco animais de cada grupo 

nos cortes de testículos incluídos em historesina e corados pela HE. As imagens 

foram capturadas utilizando-se uma câmera de captura de imagens Olympus (DP71) 

acoplada a um microscópio Olympus (BX- 51). Do testículo de cada animal foram 

obtidos 3 cortes não-seriados, com um intervalo de, aproximadamente, 40µm entre 

eles. Para cada parâmetro morfométrico foram capturadas, ao acaso, 

aproximadamente, 15 secções transversais circulares de túbulos seminíferos, 

totalizando 45 túbulos por animal.  

Utilizando-se um programa de análise de imagens (Image Pro-Express 6.0; 

Olympus), foram realizadas, em cada secção tubular, análises morfométricas para 

obtenção dos seguintes parâmetros: área tubular total, área epitelial e área da luz 

tubular. 

Durante as análises morfométricas, os túbulos seminíferos foram classificados 

de acordo com o estágio do ciclo do epitélio seminífero em que se encontravam. A 
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frequência dos estágios foi obtida seguindo a seguinte classificação: estágios I-VI, 

estágios VII-VIII, estágios IX-X e estágios XI-XIV (Leblond, Clermont, 1952). A 

frequência de túbulos contendo células epiteliais descamadas na luz tubular também 

foi obtida.  

Em 15 túbulos seminíferos de cada animal foram quantificados, em um 

aumento de 500x, núcleos de células de Sertoli posicionados na camada basal e 

exibindo morfologia e nucléolo típico (Caneguim et al, 2009; Beltrame et al, 2011).  

3.6 Método do TUNEL 

Para a detecção in situ das quebras das cadeias de DNA, que ocorrem 

durante a morte celular programada, alguns cortes testiculares incluídos em parafina 

(6µm), foram aderidos a lâminas previamente silanizadas e submetidos ao método 

do TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl Transferase-mediated dUTP-biotin Nick End-

Labeling). Para o desenvolvimento deste método foi utilizado o Kit Apop-Tag Plus 

Peroxidase In situ (Millipore), e as etapas da reação foram realizadas segundo 

Sasso-Cerri, Miraglia (2002) e de acordo com o protocolo do fabricante.  

Após desparafinização, hidratação e lavagem dos cortes em tampão fosfato 

de sódio - PBS (50mM + 200mM NaCl; pH 7,2), os cortes foram tratados pela 

proteinase-K (20µg/ml). Em seguida, foram imersos em peróxido de hidrogênio 3% 

durante 20 minutos, para a inativação da peroxidase endógena. Após lavagem em 

PBS, os cortes foram tratados pelo “tampão de equilíbrio” (fornecido pelo Kit) e 

incubados com a enzima TdT (Terminal deoxynucleotidyl Transferase), durante uma 

hora e meia, a 37ºC em câmara úmida. Em seguida, os cortes foram imersos em 

“tampão de bloqueio” (fornecido pelo Kit) a 37ºC por 20 minutos, lavados em PBS e 

incubados com antidigoxigenina peroxidase por 1 hora, a temperatura ambiente. 

Após lavagem dos cortes em PBS, a reação foi revelada com 3,3’-diaminobenzidina 
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(DAB) 0,06% e, para a coloração nuclear, foi utilizada a hematoxilina de Carazzi. 

Após lavagem, os cortes foram desidratados, diafanizados e montados com resina 

Permount®. 

 Para controle positivo da reação, foram utilizados cortes de glândula mamária 

em involução (provenientes do kit). Para o controle negativo da reação, alguns 

cortes testiculares foram submetidos à mesma reação, excetuando-se a etapa de 

incubação em TdT. 

3.7 Análise estatística 

Os dados foram analisados através de um programa de análise estatística - 

Jandel Statistical SigmaStat 2.0. Segundo a análise de variância ANOVA, os dados 

foram submetidos ao teste estatístico t-Student. O nível de significância considerado 

foi p≤0,05. Quando os grupos não apresentaram normalidade foi realizado o teste 

Mann-Whitney, sendo o nível de significância aceito p≤0,05. 

4. RESULTADOS 

4.1 Peso corpóreo 

Os animais do GC apresentaram ganho de peso corpóreo no decorrer de todo 

o período, alcançando, ao término do tratamento, um aumento de 38,6% em relação 

ao peso que apresentavam 1 dia antes do início do tratamento (dia 0) (Figura 1). Por 

outro lado, os animais do GF perderam peso no decorrer do período, apresentando 

uma diminuição, ao final do tratamento, de 11,6% no peso corpóreo em relação ao 

peso inicial (dia 1) (Figura 1). 
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Figura 1 ‒ Peso corpóreo dos animais dos grupos GC e GF durante o tratamento com cloridrato com 

fluoxetina. *p0,05. 

4.2 Pesos testiculares absolutos e relativos 

Os animais do GF apresentaram uma redução de 9% no peso testicular 

absoluto (PTA) em relação aos animais do GC. Entretanto, essa redução não foi 

significante (Tabela 1). Em relação ao peso testicular relativo (PTR), os animais do 

GF apresentaram um aumento, embora não significante, de 7,8% quando 

comparados aos animais do GC (Tabela 1).  
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Tabela 1 ‒ Pesos testiculares absolutos (PTA) e pesos testiculares relativos (PTR) dos animais do 

grupo controle (GC) e grupo fluoxetina (GF). 

ANIMAIS PTA (g) PTR(%) 

GC1 1,74 0,56 

GC2 1,48 0,49 

GC3 1,70 0,55 

GC4 1,67 0,48 

GC5 1,74 0,46 

X±DP 1,67±0,11 0,51±0,044 

GF1 1,55 0,61 

GF2 1,29 0,53 

GF3 1,59 0,53 

GF4 1,61 0,58 

GF5 1,56 0,50 

X±DP 1,52±0,13 0,55±0,44 

X (média); DP (desvio padrão) 

4.3 Análise hormonal  

 Os animais do GF apresentaram redução significante (95,63%) nos níveis 

séricos de testosterona em comparação aos animais do GC (figura 2).  
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Figura 2 ‒ Níveis séricos de testosterona (ng/dL) dos animais dos grupos GC e GF *p0,05.   

4.4 Resultados morfológicos 

As secções tubulares dos animais do GC, ao microscópio de luz, se 

apresentaram com características morfológicas normais. Os túbulos seminíferos 

apresentaram contorno regular e epitélio germinativo bem organizado, com células 

distribuídas em camadas concêntricas da base para a luz tubular, bem como luz 

tubular bem definida e com ausência de células descamadas (Figuras 3A e 4A). 

Por outro lado, embora os animais do GF tenham apresentado túbulos 

seminíferos com contorno regular e organização epitelial aparentemente normal, 

estes se encontravam com grande quantidade de células descamadas na luz tubular 

(Figuras 3B e 4B). Além disso, frequentemente foram encontrados túbulos 

seminíferos aparentemente menores e com maior depleção celular (Figuras 3C, 4C-

F). Muitos túbulos apresentaram contorno irregular (Figuras 3C, 4D e 4E) e intensa 

desorganização epitelial, com espermátides localizadas próximas à camada basal do 

epitélio seminífero e dispostas em posição anormal (Figura 4C). Além disso, alguns 

túbulos apresentaram redução de células germinativas na porção basal, adluminal, 

ou em ambas as camadas do epitélio (Figuras 3C, 4E e 4F), inúmeros vacúolos 

GC                                                GF    

* 
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(Figura 4E) e presença de espaços intraepiteliais (Figura 4F). Frequentemente, 

foram observadas células germinativas contendo núcleo com cromatina condensada 

na periferia, características típicas de células em processo de morte celular, 

provavelmente por apoptose (Figura 4E; porção ampliada). 

Nos animais do GC, os núcleos de células de Sertoli apresentaram 

características típicas como formato triangular, nucléolo bem evidente e estavam 

justapostos ao tecido peritubular (Figura 5A; porção ampliada). Já nos animais do 

GF foram observados núcleos de células de Sertoli deslocados da porção basal do 

túbulo seminífero (Figura 5B; porção ampliada) e posicionados na luz tubular (Figura 

5C; porção ampliada). Alguns núcleos ainda apresentaram contorno irregular 

(Figuras 5D e 5E) e foram observados, também, prováveis núcleos de células de 

Sertoli (Figura 5F e 5G) e núcleos de células germinativas positivos ao método do 

TUNEL (Figura 5H e 5I). 
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Figura 3 ‒ Fotomicrografias de secções de testículos de ratos do GC (A) e GF (B e C) corados 

pela HE. Em A, túbulos seminíferos com aspecto normal (EP) e luz tubular bem definida (L). Em B, 

túbulos seminíferos com distribuição aparentemente normal das células germinativas (EP); vários 

túbulos apresentam luz preenchida por células germinativas descamadas (asteriscos). Na figura C, os 

túbulos seminíferos se apresentam irregulares e aparentemente menores. Nota-se ausência de 

células nas porções das camadas basal e adluminal do epitélio (asteriscos). Barras: 86μm (A), 68μm 

(B) e 65μm (C). 
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Figura 4 ‒ Fotomicrografias de secções de testículos de ratos do GC (A) e GF (B-F) corados 

pela HE. Em A, túbulo seminífero com contorno regular, células germinativas organizadas em 

camadas concêntricas da base para a luz tubular (EP) e luz bem definida (L). Em B, túbulo 

apresentando contorno regular, com células germinativas organizadamente distribuídas (EP), e 

grande quantidade de células germinativas descamadas na luz tubular (asterisco). Na figura C, o 

túbulo seminífero mostra intensa desorganização epitelial; não há distinção entre epitélio (EP) e luz 

tubular. Note a presença de espermátides distribuídas irregularmente, próximas à camada basal do 

túbulo seminífero, e dispostas em posição anormal (cabeças de seta). Em D, o epitélio germinativo 

apresenta padrão de organização aparentemente normal (EP) e luz bem definida (L), entretanto, o 

túbulo seminífero apresenta contorno bastante irregular. Em E, túbulo seminífero mostrando contorno 

irregular, ausência de células na camada adluminal do epitélio (asteriscos) e numerosos vacúolos 

(setas). Algumas células germinativas apresentam núcleos com cromatina condensada na periferia, 

sugerindo apoptose (cabeças de seta; porção ampliada). A figura F mostra um túbulo com perda de 

células germinativas na porção adluminal do epitélio (asteriscos). Barras: 43 μm (A), 45μm (B), 51μm 

(C), 42 μm (D), 37 μm (E), 53 μm (F), 30μm (E; porção ampliada). 
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Figura 5 ‒ Fotomicrografias de túbulos seminíferos de ratos do GC (A) e GF (B-I) coradas por 

HE (A-E) e submetidas ao método do TUNEL (F-I). A figura A mostra um núcleo de célula de Sertoli 

justaposto ao tecido peritubular apresentando núcleo triangular e nucléolo evidente (porção 

ampliada). A figura B mostra um núcleo de célula de Sertoli deslocado da porção basal do túbulo e, 

em C, posicionado no lúmen tubular (porções ampliadas; setas). As figuras D e E mostram núcleos de 

células de Sertoli com contorno irregular (setas). Em F e G, núcleos positivos ao método do TUNEL, 

possivelmente de células de Sertoli, são observados (setas). Nas figuras H e I, células germinativas 

TUNEL-positivas também são observadas (setas). Barras: 27 μm (A), 4 μm (C; porção ampliada, F, 

G, H), 25 μm (B), 6 μm (B; porção ampliada, I), 21 μm (C), 5 μm (A; porção ampliada, D, E).  
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4.5 Resultados morfométricos 

4.5.1 Área tubular total, área da luz tubular e área do epitélio seminífero 

 Os animais do GF apresentaram reduções significantes na área tubular total 

(32,95%), na área da luz tubular (31,95%) e na área do epitélio seminífero (33,07%) 

(Tabela 2).  

   Tabela 2 ‒ Área tubular total (AT), área da luz tubular (AL) e área do epitélio seminífero (AE) dos 

animais dos grupos controle (GC) e do grupo fluoxetina (GF). 

*p≤0,05 

 

4.5.2 Frequência de túbulos de acordo com o estágio do ciclo do epitélio 

seminífero 

A frequência dos túbulos nos estágios do ciclo do epitélio seminífero 

encontra-se expressa na figura 6. 

O GF apresentou um aumento significante (63,9%) na frequência de túbulos 

nos estágios XI-XIV e uma redução significante (24,3%) na frequência de túbulos 

nos estágios VII-VIII. Embora tenha sido observada redução na frequência de 

túbulos nos estágios I-VI e aumento na frequência de túbulos nos estágios IX-X, tais 

diferenças não foram significantes quando comparadas ao GC.  
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Figura 6 ‒ Frequência (%) de túbulos de acordo com o estágio do ciclo do epitélio seminífero dos 

animais dos grupos GC e GF. *p0,05 

4.5.3 Frequência de túbulos contendo células descamadas na luz tubular 

O GF apresentou um aumento significante na frequência de túbulos com 

células descamadas na luz quando comparado ao GC (Figura 7). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7 ‒ Frequência (%) de túbulos com luz preenchida nos animais dos grupos GC e GF. *p0,05  

GC                                            GF 
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4.5.4 Número de células de Sertoli por túbulo seminífero 

 Os animais do GF apresentaram redução significante (10%) no número de 

células de Sertoli por túbulo seminífero quando comparados ao GC (Tabela 3). 

Tabela 3 ‒ Número de células de Sertoli por túbulo seminífero nos animais do grupo controle (GC) e 

do grupo fluoxetina (GF). 

Animais N° de células de Sertoli / túbulo 
seminífero 

GC 1 

GC 2 

GC 3 

GC 4 

GC 5 

19 

20 

22 

22 

19 

X±DP 20 ± 1,517 

GF 1 

GF 2 

GF 3 

GF 4 

GF 5 

17 

19 

18 

18 

17 

X±DP 18 ± 0,837 * 

X (média); DP (desvio padrão); *p≤0,05 

5. DISCUSSÃO  

 A fluoxetina, um antidepressivo da classe dos inibidores da recaptação 

seletiva de serotonina (IRSS), é amplamente utilizada para o tratamento de 

depressão e transtornos de ansiedade. Vários estudos têm relatado problemas 

relacionados à disfunção sexual causados por este fármaco (Yells et al, 1994; 

Crenshaw, Goldberg, 1996; Cantor et al, 1999; Giuliano, Hellstrom, 2008; Gouvêa et 

al, 2008; Mehler-Wex, Kolch, 2008).  
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 Nossos resultados mostraram que, no decorrer dos 11 dias de tratamento, os 

animais do GC tiveram um aumento de 38,6% no seu peso corpóreo, enquanto os 

animais do GF já apresentaram perda de peso a partir do primeiro dia de tratamento, 

tendo uma diminuição, ao final do tratamento, de 11,6% no peso corpóreo em 

relação ao peso inicial. Estudos clínicos têm relatado uma diminuição do peso 

corpóreo, relacionada à dose de fluoxetina, em humanos (Li et al, 2005; Li, Cheung, 

2009). Além disso, a administração crônica de fluoxetina nas doses de 5 e 10mg/Kg 

em ratos também causou redução do peso corpóreo dos animais (Cantor et al, 

1999). A perda de peso corpóreo nos animais tratados deveu-se, provavelmente, à 

ação da fluoxetina sobre o controle da fome, pois este fármaco atua sobre os 

neurotransmissores no sistema nervoso central e provoca uma sensação de 

saciedade e redução da ingestão de alimentos (Li et al, 2005; Li, Cheung, 2009).  

 Embora tenha sido observada uma pequena redução (9%) no peso testicular 

absoluto dos animais do GF, o peso testicular relativo destes animais apresentou-se 

maior (7,8%) quando comparado ao GC. Isto se deve à significante diminuição do 

peso corpóreo que os animais do GF apresentaram durante o tratamento. 

Resultados semelhantes foram encontrados em outros estudos (Da Silva Junior et 

al, 2008).   

 Schultz et al (2011) observaram alterações morfológicas nos testículos de 

peixes que foram expostos a baixas concentrações dos antidepressivos fluoxetina e 

sertralina. Em nosso estudo, o tratamento com cloridrato de fluoxetina causou várias 

alterações morfológicas na histoarquitetura dos túbulos seminíferos dos ratos. Entre 

alguns túbulos, cujo epitélio estava aparentemente normal, foram encontrados vários 

túbulos menores e irregulares com frequente descamação de células germinativas 

na luz tubular, intensa desorganização epitelial e redução de células germinativas 
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nas camadas basal e adluminal do epitélio. A presença de vacúolos e espaços 

intraepiteliais associados à presença de células germinativas destacadas na luz 

tubular indicam uma interferência do fármaco sobre a integridade estrutural que 

mantém as células germinativas aderidas às células de Sertoli. É importante ressaltar 

que em animais adultos, a célula de Sertoli tem um importante papel para promover 

e manter o desenvolvimento das células germinativas e dar apoio à histoarquitetura 

tubular (Abel et al, 2008). Em alguns túbulos, foram observadas células germinativas 

apresentando núcleo com cromatina condensada na periferia, características típicas 

de morte celular, provavelmente por apoptose. O processo de morte celular nestas 

células foi comprovado pelo método do TUNEL.   

Vários estudos têm relacionado a perda celular, causada por alterações 

estruturais e funcionais, com um aumento na frequência de morte celular por 

apoptose das células de Sertoli (Sasso-Cerri, Miraglia, 2002; Benbrahim-Tallaa et al, 

2008; Sasso-Cerri, Cerri, 2008; Caneguim et al, 2009; Maschio et al, 2010; Beltrame 

et al, 2011). Células de Sertoli com características morfológicas alteradas, 

apresentando núcleos irregulares, afastados da porção basal e localizados na luz 

tubular foram encontradas nos testículos alterados pela fluoxetina. Além disso, estes 

tipos celulares foram positivos ao método do TUNEL e uma redução significante no 

número de células de Sertoli por túbulo seminífero foi verificada. Alguns autores têm 

relatado diminuição do número de células de Sertoli por túbulo seminífero, causada 

pela fluoxetina (Bataineh, Daradka, 2007; Da Silva Junior et al, 2008). Da Silva 

Junior et al (2008) sugeriram que a diminuição do número de células de Sertoli por 

túbulo seminífero em ratos neonatos ocorreu, provavelmente, devido ao aumento 

dos níveis de serotonina, causado pelo tratamento; os autores sugerem, ainda, que 

a serotonina seria responsável por inibir a proliferação dessas células.  Por outro 
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lado, sabe-se que o posicionamento das células de Sertoli no túbulo seminífero é 

mantido por filamentos de vimentina, um tipo de filamento do citoesqueleto celular 

(Aumuller et al, 1992; Sasso Cerri, Cerri, 2008). Sendo assim, a presença de células 

deslocadas da porção basal do túbulo, com aspectos morfológicos alterados e 

TUNEL-positivas pode indicar uma possível interferência do tratamento no 

citoesqueleto das células de Sertoli, alteração já verificada em outros estudos 

utilizando diferentes tratamentos (Stumpp et al, 2006; Sasso Cerri, Cerri, 2008; 

Brilhante et al, 2012). 

Por apresentarem receptores para andrógeno, as células de Sertoli são alvos 

diretos da ação da testosterona. Portanto, alterações no controle androgênico, 

causadas, por exemplo, por fármacos anti-androgênicos podem provocar alterações 

funcionais nessas células, que resultam no aumento do processo de morte das 

células germinativas (You, Sar, 1998; Benbrahim-Tallaa et al, 2008). Johnston et al 

(2004) relataram que ratos adultos knockout para receptores de andrógeno 

apresentaram redução significante no número de células de Sertoli, sugerindo que 

andrógenos são necessários para manutenção do número de células de Sertoli em 

animais adultos. Portanto, é possível que as alterações descritas neste trabalho, 

como a perda de células germinativas e atrofia tubular, tenham sido causadas, 

também, por danos morfológicos, estruturais e funcionais nas células de Sertoli. 

No presente estudo, os animais tratados com fluoxetina apresentaram 

redução drástica (95,63%) dos níveis séricos de testosterona em comparação aos 

animais controle. Sabe-se que a elevação no nível de serotonina no cérebro afeta a 

secreção de FSH e LH por inibição na secreção do fator de liberação de 

gonadotrofinas (GnRH) que, consequentemente, provoca redução nos níveis de 

testosterona, interferindo nos processos de espermatogênese e esteroidogênese em 
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ratos adultos (Urry, Dougherty,1975; Naumenko, Shishkina, 1978; Das et al, 1985). 

Estudos têm demonstrado que injeções de serotonina na dose de 10 mg/Kg causam 

danos aos túbulos seminíferos de ratos, resultando em um aumento na degeneração 

das células germinativas (Hedger et al, 1995). O processo espermatogênico e a 

inibição da apoptose nas células germinativas dependem da ação de hormônios 

como FSH, LH e testosterona, sendo a testosterona, um fator crítico para a 

sobrevivência de células germinativas (Sofikitis et al, 2008) e que também está 

relacionada à expressão de proteínas presentes em junções oclusivas (Maschio et 

al, 2010). Com base nessas informações, é provável que as alterações encontradas, 

tais como: a frequente descamação de células germinativas na luz tubular, 

desorganização epitelial, presença de túbulos seminíferos menores e irregulares e 

presença de núcleos de células germinativas positivas ao método do TUNEL, 

tenham sido causadas pela significante redução nos níveis séricos de testosterona 

nos animais submetidos ao tratamento com fluoxetina. 

Estudos sugerem que a atividade, função e sobrevivência de células de 

Leydig adultas são dependentes da presença de células de Sertoli (Johnston et al, 

2004). Assim, é possível que a redução do número de células de Sertoli por túbulo 

seminífero nos animais tratados com fluoxetina tenha afetado as células de Leydig e, 

consequentemente, provocado redução dos níveis séricos de testosterona, 

observada em nosso estudo. Futuros estudos, analisando a histofisiologia das 

células de Leydig, serão necessários para confirmar esta hipótese. 

Após a análise da área tubular total, área da luz tubular e área do epitélio 

seminífero, verificou-se uma redução significante nesses parâmetros nos animais 

tratados com fluoxetina. Esse resultado se deve às várias alterações morfológicas 

que ocorreram na histoarquitetura tubular citadas anteriormente, principalmente à 
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intensa descamação de células germinativas na luz tubular. Da Silva Junior et al 

(2008) relataram redução do diâmetro e do volume dos túbulos seminíferos de ratos 

tratados com 5, 10 e 20mg/Kg de fluoxetina.  

Os cortes transversais dos túbulos seminíferos foram classificados de acordo 

com o estágio do ciclo do epitélio seminífero em que se encontravam, a fim de 

verificar alguma relação estágio-dependente na ação da fluoxetina sobre o epitélio 

germinativo. Para isso, os estágios foram divididos em 4 grupos: I-VI, VII-VIII, IX-X e 

XI-XIV. Nossos resultados demonstraram uma redução na frequência de túbulos nos 

estágios I-VI e VII-VIII, nos animais tratados com fluoxetina; no entanto, somente a 

frequência de túbulos nos estágios VII-VIII apresentou diferença significante quando 

comparada aos animais controle. Segundo Hess et al (1988), as mudanças na 

frequência de túbulos em determinado estágio, interferem na frequência dos outros 

estágios. Portanto, o aumento significante na frequência de túbulos nos estágios XI-

XIV pode ser consequência da redução significante na frequência de túbulos nos 

estágios VII-VIII. Considerando que os estágios VII-VIII são estágios cujas células 

expressam receptores de andrógenos (estágios andrógeno-dependentes), é provável 

que tais estágios tenham sido afetados devido à significante redução dos níveis 

séricos de testosterona nos animais tratados com fluoxetina. 

Neste estudo, portanto, pudemos verificar que o tratamento com fluoxetina 

causou várias alterações, morfológicas e morfométricas, nos túbulos seminíferos de 

ratos adultos. As seguintes hipóteses são sugeridas: a) o tratamento com fluoxetina 

afetou as células germinativas do epitélio seminífero, causando dano secundário às 

células de Sertoli; ou b) o tratamento com fluoxetina pode ter afetado diretamente as 

células de Sertoli e, conseqüentemente, causado a perda de células germinativas, 

uma vez que as células de Sertoli são essenciais para a manutenção estrutural e 
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funcional da espermatogênese. Sabendo-se que a testosterona é essencial para a 

manutenção tanto das células germinativas quanto das células de Sertoli, é provável 

que as alterações observadas neste estudo tenham sido causadas pela interferência 

da fluoxetina no controle androgênico da espermatogênese.  

6. CONCLUSÕES   

1- O tratamento com o antidepressivo cloridrato de fluoxetina causou redução do 

peso corpóreo dos animais, bem como alterações significantes nos túbulos 

seminíferos e nos níveis séricos de testosterona;  

2- As alterações estruturais dos túbulos seminíferos, incluindo a morte das células 

germinativas, associadas à redução na frequência de túbulos em estágios VII-VIII 

(andrógeno-dependentes), podem ter sido decorrentes da redução nos níveis 

séricos de testosterona nos ratos tratados com fluoxetina; 

3- O tratamento com fluoxetina também causou morte das células de Sertoli e, 

consequentemente, redução significante no número destas células por túbulo 

seminífero. Tais alterações podem estar direta ou indiretamente relacionadas à 

redução nos níveis séricos de testosterona. 
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