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RESUMO

A fluoxetina, pertencente a classe dos inibidores da recaptagédo seletiva de
serotonina, € um dos antidepressivos mais amplamente prescritos para o tratamento
da depressdo e de transtornos da ansiedade, como o transtorno obsessivo
compulsivo. Considerando que, dentre os efeitos colaterais causados pela
fluoxetina, tém sido relatados distarbios na funcdo sexual masculina, foi proposto
avaliar a acdo deste farmaco sobre a integridade morfologica dos tubulos
seminiferos. Foram utilizados 16 ratos adultos, distribuidos em 2 grupos: grupo
fluoxetina (GF) e grupo controle (GC). Os animais do GF receberam injecdes
intraperitoneais de fluoxetina (20mg/Kg) e os animais do GC receberam agua
destilada. O tratamento se estendeu por 11 dias consecutivos e, ao final do
tratamento, foram obtidos os pesos corpoéreo e testicular dos animais. Os testiculos
foram fixados e processados para inclusdo em historesina e parafina. Nos cortes de
historesina, as frequéncias de tubulos de acordo com o estagio do ciclo do epitélio
seminifero e de tubulos seminiferos contendo células descamadas preenchendo a
luz tubular foram obtidas, bem como os seguintes parametros morfomeétricos: area
tubular total, area da luz tubular e area do epitélio seminifero. Os cortes em parafina
foram submetidos ao método do TUNEL para deteccdo de morte celular. Os niveis
séricos de testosterona também foram avaliados. Os resultados foram submetidos a
analise estatistica para avaliacdo das diferencas entre os grupos. O tratamento com
fluoxetina causou reducdo significante do peso corpéreo dos animais e reducéo,
embora ndo significante, do peso testicular absoluto. Além disso, uma reducao
significante nos niveis séricos de testosterona foi observada nos animais do GF. Os
tubulos seminiferos apresentaram contorno irregular, deplecdo celular e intensa

desorganizacdo epitelial, bem como a presenca de vacuolos e espacos



intraepiteliais. Foram encontrados nucleos irregulares de células de Sertoli afastados
da porcdo basal do tabulo ou na luz tubular. No GF, varios nucleos de células de
Sertoli e de células germinativas foram positivos ao método do TUNEL. Os
resultados morfométricos mostraram um aumento significante na frequéncia de
tubulos com células germinativas descamadas na luz, reducéo significante das areas
tubular total, da luz tubular e do epitélio seminifero, bem como reducéo significante
de tabulos em estagios VII-VIII. Além disso, também houve reducédo significante do
namero de células de Sertoli por tubulo seminifero nos animais do GF. Com base
nestes resultados, podemos concluir que o tratamento com fluoxetina durante 11
dias causa alteragcbes estruturais significantes nos tubulos seminiferos de ratos
adultos. O aumento de células descamadas na luz tubular associado a reducéo do
tamanho dos tubulos seminiferos e na frequéncia de tubulos em estagios VII-VIII
(andrégeno-dependentes) sugere que essas alteracdes tenham sido causadas pela
interferéncia do tratamento no controle androgénico da espermatogénese.
Considerando que a célula de Sertoli é androgénio-dependente e exerce um papel
fundamental para o desenvolvimento e manutencao estrutural do epitélio seminifero,
€ possivel que esta célula tenha sido um dos principais alvos (direto ou indireto) da

acao da fluoxetina nos testiculos.

Palavras-chave: Fluoxetina. Testiculo. Epitélio seminifero. Morfometria.
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1. INTRODUCAO
1.1. Descricdo morfofuncional dos testiculos

O aparelho reprodutor masculino é constituido por um par de testiculos, ductos
genitais, glandulas acessoérias e pénis (Junqueira, Carneiro, 2008). Os testiculos,
responsaveis pela producdo de espermatozéides e do hormdnio sexual masculino
(testosterona), sdo recobertos por uma resistente capsula fibrosa, denominada tlnica
albuginea, e sdo divididos em dois compartimentos principais: compartimento
germinativo e compartimento intersticial (Leesoon, Cookson,1974; Russell et al,
1990).

Os tubulos seminiferos sdo formados por um epitélio estratificado constituido,
basicamente, por células de Sertoli (células de sustentacdo) e células germinativas,
além de um tecido peritubular (Anthony, Skinner, 1989; Junqueira, Carneiro, 2008).
As células de Sertoli sdo células somaticas colunares que se encontram aderidas a
membrana basal do tubulo seminifero e se estendem até a luz tubular, envolvendo
parcialmente as células da linhagem germinativa. Possuem nucleo grande, com
formato irregular e nucléolo tripartido (Fawcett, 1975). Estas células fornecem apoio
estrutural e nutricional para o desenvolvimento das células germinativas, ajudam na
manutencdo da integridade estrutural do epitélio, proporcionam uma comunicacao
célula-célula, ajudando na sincronia dos eventos da espermatogénese, fagocitam
células germinativas que se degeneram durante o processo de espermatogénese,
secretam proteinas como, por exemplo, a ABP (proteina ligante de andrdgeno)
(Anthony, Skinner, 1989; Russel et al, 1990) e sao responsaveis por parte do controle
do desenvolvimento das células germinativas, uma vez que possuem receptores para

0s hormoénios FSH (horménio foliculo-estimulante) e testosterona (Sanborn et al,
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1977; Orth, Christensen, 1978).

As células germinativas, que se organizam em camadas concéntricas da base
para a luz tubular, passam por um processo chamado espermatogénese, no qual as
espermatog6bnias dao origem a espermatozoides. Esse processo é dividido em trés
fases: fase proliferativa, fase meiética e espermiogénese (Russell et al, 1990). Na
fase proliferativa, a espermatogonia sofre numerosas divisdes por mitose gerando
espermatogobnias do tipo A e espermatogdnias do tipo B. As primeiras permanecem
como “espermatogbnias-tronco” e continuam a se dividir, enquanto as do tipo B se
diferenciam em espermatécitos primarios (Russell et al, 1990). Na fase meidtica da
espermatogénese, 0s espermatocitos sofrem duas divisdbes meidticas, dando origem,
primeiramente (meiose 1), aos espermatécitos secundarios. Devido as mudancas
nucleares que ocorrem durante a Préfase da meiose |, os espermatocitos podem ser
classificados em pré-leptétenos, leptotenos, zigétenos, paquitenos e diplotenos
(Russell, Frank, 1978). Na meiose Il os espermatocitos secundarios ddo origem as
espermatides haploides (Niederberger, Lamb, 1997). A terceira fase, ou
espermiogénese, € um processo de diferenciacdo celular lento que envolve varias
mudancas estruturais nas espermatides, sem que haja nenhuma divisao celular, para
gue estas se diferenciem em espermatozoides maduros (Junqueira, Carneiro, 2008).

O tecido peritubular € um tecido constituido pelas células midides peritubulares
e pela membrana basal. As células mioides peritubulares sao células contrateis e
fornecem apoio estrutural para o tubulo seminifero e para o epitélio, cooperando para
0 transporte dos espermatozoides ao longo dos tdbulos e para a sintese 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 sanguineos e linfaticos, células de Leydig e outras células, como
macroéfagos e fibroblastos (Fawcett et al, 1973; Mori, Christensen, 1980). As células
de Leydig sé@o as responsaveis pela sintese de testosterona. Estas células podem ser
identificadas pela presenca de nudcleo arredondado, nucléolo proeminente,
heterocromatina ao longo da membrana nuclear e um citoplasma eosinofilo rico em
inclusdes lipidicas (Kretser, Kerr, 1988; Junqueira, Carneiro, 2008). Possuem
abundante reticulo endoplasmético liso e mitocdndrias com cristas tubulares, que
contém as enzimas associadas a sintese de esterdides (Russell et al, 1990). A
biossintese de testosterona pelas células de Leydig adultas depende da ligacéo do
LH (hormonio luteinizante) aos receptores presentes na superficie celular (Ewing,
Keeney, 1993; Hall, 1994) e o volume desta célula esta relacionado com a
capacidade do testiculo em produzir testosterona (Keeney et al, 1990; Papadopoulos,
1990). A testosterona produzida pelas células de Leydig se difunde para os vasos
sanguineos e, por meio da circulagdo sanguinea, atua sobre os 6rgaos andrégeno-
dependentes. Além destes, a testosterona também se difunde para o interior do
tubulo seminifero, 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 Acao de farmacos sobre os testiculos

O epitélio seminifero tem demonstrado ser um tecido sensivel a uma
variedade de agentes quimicos, incluindo alcool (Gonzales et al, 1994) e
antineoplasicos (Oshio et al, 1989; Turek et al, 1998; Stumpp et al, 2004), a
deficiéncia nutricional (Thompson et al, 1964; Huang, Hembree, 1979), a hipertermia
(Miraglia, Hayashi, 1993) e as radiacdes ionizantes (Meistrich, 1986).

Drogas e medicamentos também podem prejudicar a fertilidade do homem,
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alterando o eixo hipotdlamo-hipéfise-gbnada (HPG), prejudicando a ejaculacdo e a
funcéo erétil, diminuindo a libido por exercerem um efeito gonadotoxico nos testiculos
(Thompson, 1994). Estudos demonstraram que esteroides anabdlicos causam
infertilidade por agirem sobre o eixo HPG (Buffum,1983), enquanto a maioria dos
anti-hipertensivos e alguns antibidticos exercem efeito negativo sobre a fertilidade por
prejudicarem a funcdo sexual (Thompson, 1994; King et al, 1997; Monoski et al,
2002). Tém também sido relatadas alteracbes na atividade espermatogénica
causadas por imunossupressores em individuos portadores de 6rgaos transplantados
(Masuda et al, 2003; Caneguim et al, 2009). Além disso, drogas antagonistas de
receptores Hy;, como a cimetidina, utilizados no tratamento de Ulceras gastricas,
também tém demonstrado efeitos adversos sobre o sistema genital masculino,
sobretudo nos testiculos, incluindo alteragbes na histoarquitetura dos tuabulos
seminiferos e, consequentemente, na espermatogénese (Sasso Cerri et al, 2001,
Sasso Cerri, Miraglia, 2002; Sasso Cerri, Cerri, 2008; Beltrame et al, 2011).

Varios estudos relacionam alteragbes na histoarquitetura de tabulos
seminiferos - como perda de células germinativas, desorganizacdo epitelial e
destacamento de células germinativas para a luz tubular - a acdo prejudicial de
medicamentos nas células de Sertoli. Tal acdo pode causar reducdo no namero
dessas células e provocar alteracBes morfoldgicas e estruturais como, por exemplo,
deslocamento destes tipos celulares da porcdo basal do tubulo seminifero e
alteracdes nucleares (Stumpp et al, 2006; Sasso Cerri, Cerri, 2008; Beltrame et al,
2011; Brilhante et al, 2012). Estas alteracfes podem estar relacionadas ao fato de
gue as células de Sertoli, as quais fornecem apoio estrutural e nutricional para o
desenvolvimento das células germinativas, secretam proteinas como a ABP

(proteina ligante de androgeno) e possuem muitas outras funcbes que as tornam



16

essenciais para a manutencao da espermatogénese (Anthony, Skinner, 1989; Russel
et al, 1990). As células de Sertoli possuem receptores para FSH e testosterona,
assim, seu desenvolvimento, regulacdo e funcdo sédo largamente dependentes da
presenca desses hormonios (Johnston et al, 2004).

Os antidepressivos, uma classe de medicamentos muito utilizada atualmente,
vém sendo estudados e tém causado uma série de alteracdes na fertilidade. Tem
sido relatado que antidepressivos como a paroxetina, a sertralina, o escitalopram e a
duloxetina podem causar reducdo da libido e disfuncdo erétil, anorgasmia, além de
prejudicar a ejaculacao (Buffum, 1986; Philipp et al, 2000; Clayton et al, 2007).

De uma forma geral, os antidepressivos provocam um aumento nos niveis de
prolactina e inibem, assim, a secre¢cdao do horménio liberador de gonadotrofina
(GnRH) e, consequentemente, reducao na secre¢ao de LH. Dessa forma, a secrecao
de testosterona pelas células de Leydig € prejudicada, causando supressao da
espermatogénese (Pasqualotto et al, 2004). Entretanto, o maior indice de individuos
com disfuncéo sexual causada pelo tratamento com antidepressivos € observado em
pacientes que usam a classe dos inibidores da recaptacdo seletiva de serotonina
(IRSSs), os quais, segundo David et al. (2009), sdo as drogas mais prescritas para o
tratamento de depressao e disturbios de ansiedade. Um exemplo de antidepressivo
classificado como IRSS e largamente utilizado é a fluoxetina; entretanto, este
farmaco causa uma série de problemas relacionados ao comportamento sexual
(Cantor et al, 1999).

1.2.1 Fluoxetina e sua acao sobre o sistema genital masculino

A fluoxetina € um dos antidepressivos mais amplamente prescritos para o

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

conhecido como transtorno obsessivo-compulsivo (TOC). Pertence a classe dos
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inibidores da recaptacdo seletiva de serotonina (IRSS) e tem uma meia-vida
plasmatica de 24-96 horas, demorando de 2 a 4 semanas para comecgar a exercer
seu efeito terapéutico (Rang et al, 2007). A fluoxetina age inibindo de forma potente e
seletiva a recaptacdo da serotonina por transportadores de recaptacao presentes no
neurdnio pré-sinaptico, local em que a serotonina seria metabolizada pela acédo de
enzimas, resultando no aumento das concentracfes de serotonina na fenda sinaptica
e na potencializagdo da neurotransmisséo serotoninérgica (Moreno et al, 1999). E
metabolizada por N-desmetilacdo a norfluoxetina, outro inibidor especifico da
recaptacéo de serotonina (Sommi et al, 1987; DeVane, 1992). A fluoxetina age como
um agonista da serotonina de a¢ao indireta, inibindo seletivamente a recaptacdo pré-
sinaptica de serotonina (Wong et al, 1974, 1975).

A fluoxetina é amplamente prescrita para depressdo durante a gravidez e
lactacdo (Einarson, Koren, 2004), entretanto sabe-se que parte da fluoxetina
atravessa a barreira placentaria e também é excretada no leite, fazendo com que os
fetos tenham contato com altos niveis de serotonina (Pohland et al, 1989; Hendrick et
al, 2001). A serotonina tem varias funcdes no sistema nervoso central de adultos,
estando envolvida, por exemplo, na regulacdo neuroenddécrina (Mellow et al, 1988),
no humor (Fuller et al, 1991) e na modulacado do reflexo (Geyer et al, 1978; Davis et
al, 1988).

Efeitos colaterais do uso desse medicamento tém sido relatados, como dor de
cabeca, disturbios do sono, nadusea e perda de apetite, podendo, devido a isso, ser
utilizado no tratamento de obesidade (Halford et al, 2005; Palamara et al, 2006). Ha
também evidéncias de que a fluoxetina inibe diretamente a entrada de Ca*® na
musculatura lisa vascular e intestinal, resultando em vasodilatacdo e relaxamento

intestinal (Pacher et al, 1999; Ungvari et al, 1999). Por outro lado, varios estudos tém
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demonstrado que a fluoxetina causa menos efeitos colaterais anticolinérgicos, anti-
histaminérgicos e cardiovasculares em comparagdo com 0s antidepressivos triciclicos
(Pacher et al, 1999; Pacher, Ungvari, 2001). Além disso, também tém sido verificados
distarbios na funcéo sexual (Yells et al, 1994; Crenshaw, Goldberg, 1996; Mehler-
Wex, Kolch, 2008), como a indugédo de anorgasmia e perda do desejo sexual (Cantor
et al, 1999; Gouvéa et al, 2008; Giuliano, Hellstrom, 2008). Os inibidores da
recaptacédo seletiva de serotonina, como a fluoxetina, a qual foi classificada como
uma toxina reprodutiva pelo Centro de Avaliacdo de Riscos para Reproducdo
Humana (Hines et al, 2004), podem causar problemas sexuais devido a inibicdo dos
receptores de serotonina nos nervos periféricos (Frohlich, Meston, 2005). Csoka et al
(2008) relataram casos nos quais homens apresentaram disfuncdo sexual
permanente devido ao uso de fluoxetina na dose de 20mg/kg durante a adolescéncia.

A serotonina parece ter um importante papel na neurofisiologia da ejaculacao
(Bitran, Hull, 1987; Giuliano, Clement, 2005). Foi sugerido que o0s baixos niveis
sinapticos de serotonina na regido do sistema nervoso central estariam relacionados
com o problema de ejaculagédo precoce. Dessa forma, a fluoxetina vem mostrando
alguma eficiéncia no tratamento de ejaculacdo prematura em doses terapéuticas
continuas (Waldinger et al, 2004). A elevacao no nivel de serotonina no cérebro afeta
a secrecdo de FSH e LH por inibicdo na secrecdo de fator de liberacdo de
gonadotrofinas (GnRH), interferindo nos processos de espermatogénese e
esteroidogénese em ratos adultos (Urry, Dougherty,1975; Naumenko, Shishkina,
1978; Das et al, 1985). Nos testiculos, a serotonina pode reduzir a esteroidogénese e
espermatogénese por meio da reducdo do fluxo sanguineo intratesticular devido a
constricdo arterial ou por inibicdo das enzimas esteroidogénicas (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
diminuicdo do peso de 6rgados reprodutores como testiculo, epididimo e vesicula
seminal. Estes autores verificaram reducdo da espermatogénese, bem como
diminuicdo na quantidade de espermatdcitos primarios, secundarios e espermatides.
Além disso, foram observadas reducdo da motilidade e densidade dos
espermatozéides no epididimo e alteracdo nos niveis 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 reducéo no numero de células de Sertoli
por testiculo nos animais tratados, além de reducdo no tamanho dos testiculos e
tubulos seminiferos e da populacdo de espermatogonias.

Varios estudos tém relatado problemas causados pela fluoxetina relacionados
a disfuncdo sexual, como anorgasmia, disturbios ejaculatorios, disfuncao erétil,
reducdo da libido, entre outros disturbios relacionados ao comportamento sexual.
Portanto, com excecao 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 acdo de doses moderadas de fluoxetina na
histoarquitetura dos tubulos seminiferos de ratos adultos ndo tém sido relatados na
literatura.

2. OBJETIVO

Considerando o elevado uso clinico dos antidepressivos, incluindo a fluoxetina,
amplamente prescrita, e 0s possiveis efeitos prejudiciais deste farmaco no
desempenho sexual masculino, o objetivo desse trabalho foi avaliar a acdo da

fluoxetina sobre a integridade morfoldgica dos tubulos seminiferos de ratos adultos.
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3. MATERIAIS E METODOS

O protocolo referente ao tratamento dos animais foi aprovado pelo Comité de
Etica no Uso de Animais (CEUA) da FOAr (Faculdade de Odontologia de Araraquara)
(protocolo numero: 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 “Julio de Mesquita Filho” (UNESP) -
Campus de Araraguara. Durante o tratamento, os animais foram mantidos no Biotério
da Faculdade de Odontologia de Araraquara — FOAr/UNESP, em gaiolas plasticas
forradas com maravalha, a temperatura ambiente de 23+2°C e fotoperiodo de 12
horas. Os animais foram alimentados com racdo Guabi® (Nutrilabor, Brasil) e agua
ad libitum. Antes do inicio do tratamento, os animais passaram por um periodo (7
dias) de adaptacdo ao novo local (biotério) e ao manuseio pelo pesquisador.

3.2 Distribuicdo dos grupos e tratamento dos animais

Os ratos foram distribuidos em dois grupos, contendo oito animais cada: grupo
fluoxetina (GF) e grupo controle (GC).

Os animais do grupo fluoxetina (GF) receberam, diariamente, injecdes
intraperitoneais de fluoxetina (diluida em agua destilada deionizada), na dose de
20mg/Kg. Os animais do grupo controle (GC) receberam a mesma quantidade de
agua destilada deionizada. O tratamento se estendeu por 11 dias consecutivos.

Os animais dos dois grupos tiveram seus pesos corporeos monitorados
durante todo o periodo de tratamento.

3.3 Processamento para a microscopia de luz

Apbs 24h do término do tratamento, os animais foram pesados e anestesiados
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com injecdo intraperitoneal de hidrato de cloral 10% na proporgao 0,4 mL/100g de
peso corporeo. Sob efeito da anestesia, a cavidade toracica foi exposta para a coleta
de sangue, via puncao cardiaca diretamente dos ventriculos, em tubos com ativador
de coagulo e gel para separacdo do soro (BD Vacutainer Blood Collection Tubes,
SST Il Plus, BD Biosciences). O soro foi armazenado a -80°C para dosagens séricas
de testosterona. A andlise foi realizada no Laboratério de Andlises Clinicas e
MicrobiolGgicas Sao Lucas, Araraquara (SP).

Em seguida, os testiculos dos animais foram removidos da bolsa escrotal e
pesados em uma balanca analitca e os animais foram eutanasiados por
dessangramento, seccionando a artéria aorta.

Os testiculos esquerdos foram imersos em solucdo fixadora contendo
formaldeido 4% (preparada a partir do paraformaldeido, MERK - Alemanha) em
tampéo fosfato de sodio 0,1M e pH 7,4. Os testiculos direitos foram imersos em
liquido de Bouin. Apos 1 hora de fixacdo, todos os testiculos foram seccionados na
regido equatorial e mantidos por 48 horas nas respectivas solucdes fixadoras.

Metade de cada testiculo esquerdo foi processada para inclusdo em
historesina (Historesin-Embedding Kit, JUNG, Alemanha). Os blocos foram cortados
em um micrétomo (Leica) para a obtencédo de cortes com 3 um de espessura. Os
cortes foram corados com Hematoxilina e Eosina (HE) para realizacdo das analises
morfométricas e morfolégica. As outras metades dos testiculos esquerdos e 0s
testiculos direitos foram desidratadas em concentracBes crescentes de etanol,
diafanizadas em xilol, infiltradas e incluidas em parafina. Os cortes, com 6um de
espessura, foram submetidos ao método do TUNEL para a deteccdo de morte celular
(item 3.6).

As analises morfométricas e morfoldégica, bem como a documentacdo
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fotogréfica, foram realizadas utilizando-se uma camera de captura Olympus (DP71)
acoplada a um microscopio Olympus (BX- 51).
3.4 Pesos testiculares absoluto e relativo

Os testiculos direitos e esquerdos foram pesados utilizando-se uma balanca
analitica digital Marte (AL 500), obtendo-se, assim, 0s pesos testiculares absolutos
(PTA). O peso testicular relativo representa o valor percentual do testiculo em relagdo

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

PTR = PTA x 100

peso do animal
3.5 Analises morfométricas

As analises morfométricas foram realizadas em cinco animais de cada grupo
nos cortes de testiculos incluidos em historesina e corados pela HE. As imagens
foram capturadas utilizando-se uma camera de captura de imagens Olympus (DP71)
acoplada a um microscopio Olympus (BX- 51). Do testiculo de cada animal foram
obtidos 3 cortes ndo-seriados, com um intervalo de, aproximadamente, 40um entre
eles. Para cada parametro morfométrico foram capturadas, ao acaso,
aproximadamente, 15 seccbes transversais circulares de tubulos seminiferos,
totalizando 45 tdbulos por animal.

Utilizando-se um programa de analise de imagens (Image Pro-Express 6.0;
Olympus), foram realizadas, em cada secc¢éo tubular, andlises morfométricas para
obtencdo dos seguintes parametros: area tubular total, area epitelial e area da luz
tubular.

Durante as analises morfométricas, os tubulos seminiferos foram classificados

de acordo com o estagio do ciclo do epitélio seminifero em que se encontravam. A
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frequéncia dos estagios foi obtida seguindo a seguinte classificacdo: estagios I-VI,
estagios VII-VIII, estagios IX-X e estagios XI-XIV (Leblond, Clermont, 1952). A
frequéncia de tubulos contendo células epiteliais descamadas na luz tubular também
foi obtida.

Em 15 tdbulos seminiferos de cada animal foram quantificados, em um
aumento de 500x, nucleos de células de Sertoli posicionados na camada basal e
exibindo morfologia e nucléolo tipico (Caneguim et al, 2009; Beltrame et al, 2011).

3.6 Método do TUNEL

Para a deteccdo in situ das quebras das cadeias de DNA, que ocorrem
durante a morte celular programada, alguns cortes testiculares incluidos em parafina
(6um), foram aderidos a laminas 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 reacdo foram realizadas segundo
Sasso-Cerri, Miraglia (2002) e de acordo com o protocolo do fabricante.

Apoés desparafinizacdo, hidratacdo e lavagem dos cortes em tampéo fosfato
de sédio - PBS (50mM + 200mM NacCl; pH 7,2), os cortes foram tratados pela
proteinase-K (20ug/ml). Em seguida, foram imersos em peroxido de hidrogénio 3%
durante 20 minutos, para a inativacdo da peroxidase endogena. Apés lavagem em
PBS, os cortes foram tratados pelo “tampao de equilibrio” (fornecido pelo Kit) e
incubados com a enzima TdT (Terminal deoxynucleotidyl Transferase), durante uma
hora e meia, a 37°C em camara umida. Em seguida, os cortes foram imersos em
“tampao de bloqueio” (fornecido pelo Kit) a 37°C por 20 minutos, lavados em PBS e
incubados com antidigoxigenina peroxidase por 1 hora, a temperatura ambiente.

Apés lavagem dos cortes em PBS, a reacéo foi revelada com 3,3’-diaminobenzidina
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(DAB) 0,06% e, para a coloracdo nuclear, foi utilizada a hematoxilina de Carazzi.
Apos lavagem, os cortes foram desidratados, diafanizados e montados com resina
Permount®.

Para controle positivo da reacéo, foram utilizados cortes de glandula maméaria
em involucdo (provenientes do kit). Para o controle negativo da reacado, alguns
cortes testiculares foram submetidos a mesma reacdo, excetuando-se a etapa de

incubagcéo em TdT.

3.7 Andlise estatistica

Os dados foram analisados através de um programa de analise estatistica -
Jandel Statistical SigmaStat 2.0. Segundo a analise de variancia ANOVA, os dados
foram submetidos ao teste estatistico t-Student. O nivel de significancia considerado
foi p<0,05. Quando os grupos nao apresentaram normalidade foi realizado o teste
Mann-Whitney, sendo o nivel de significancia aceito p<0,05.

4. RESULTADOS

4.1 Peso corporeo

Os animais do GC apresentaram ganho de peso corpéreo no decorrer de todo
o periodo, alcancando, ao término do tratamento, um aumento de 38,6% em relacéo
ao peso que apresentavam 1 dia antes do inicio do tratamento (dia 0) (Figura 1). Por
outro lado, os animais do GF perderam peso no decorrer do periodo, apresentando
uma diminuicdo, ao final do tratamento, de 11,6% no peso corpéreo em relacdo ao

peso inicial (dia 1) (Figura 1).
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Figura 1 — Peso corpéreo 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 reducdo de 9% no peso testicular
absoluto (PTA) em relacdo aos animais do GC. Entretanto, essa reducdo néao foi
significante (Tabela 1). Em relacdo ao peso testicular relativo (PTR), os animais do
GF apresentaram um aumento, embora nao 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 padréo)

4.3 Analise hormonal

Os animais do GF apresentaram reducao significante (95,63%) nos niveis

séricos de testosterona em comparacao aos animais do GC (figura 2).
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Figura 2 — Niveis séricos de testosterona (ng/dL) dos animais dos grupos GC e GF *p<0,05.

4.4 Resultados morfoldgicos

As seccdes tubulares dos animais do GC, ao microscopio de luz, se
apresentaram com caracteristicas morfoloégicas normais. Os tubulos seminiferos
apresentaram contorno regular e epitélio germinativo bem organizado, com células
distribuidas em camadas concéntricas da base para a luz tubular, bem como luz

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

Por outro lado, embora os animais do GF tenham apresentado tubulos
seminiferos com contorno regular e organizacdo epitelial aparentemente normal,
estes se encontravam com grande quantidade de células descamadas na luz tubular
(Figuras 3B e 4B). Além disso, frequentemente foram encontrados tabulos
seminiferos aparentemente menores e com maior deplecédo celular (Figuras 3C, 4C-
F). Muitos tubulos apresentaram contorno irregular (Figuras 3C, 4D e 4E) e intensa
desorganizacao epitelial, com espermatides localizadas préximas a camada basal do
epitélio seminifero e dispostas em posicao anormal (Figura 4C). Além disso, alguns
tubulos apresentaram reducdo de células germinativas na porgao basal, adluminal,

ou em ambas as camadas do epitélio (Figuras 3C, 4E e 4F), inumeros vacuolos
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(Figura 4E) e presenca de espacos intraepiteliais (Figura 4F). Frequentemente,
foram observadas células germinativas contendo nucleo com cromatina condensada
na periferia, caracteristicas tipicas de células em processo de morte celular,

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

Nos animais do GC, os nucleos de células de Sertoli apresentaram
caracteristicas tipicas como formato triangular, nucléolo bem evidente e estavam
justapostos ao tecido peritubular (Figura 5A; por¢cdo ampliada). Ja nos animais do
GF foram observados nucleos de células de Sertoli deslocados da porcdo basal do
tubulo seminifero (Figura 5B; porcdo ampliada) e posicionados na luz tubular (Figura
5C; porcdo ampliada). Alguns nucleos ainda apresentaram contorno irregular
(Figuras 5D e 5E) e foram observados, também, provaveis nucleos de células de
Sertoli (Figura 5F e 5G) e nucleos de células germinativas positivos ao método do

TUNEL (Figura 5H e 5I).
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Figura 3 — Fotomicrografias de secc¢des de testiculos de ratos do GC (A) e GF (B e C) corados

pela HE. Em A, tdbulos seminiferos com aspecto normal (EP) e luz tubular bem definida (L). Em B,
tubulos seminiferos com distribuicdo aparentemente normal das células germinativas (EP); varios
tubulos apresentam luz preenchida por células germinativas descamadas (asteriscos). Na figura C, os
tubulos seminiferos se apresentam irregulares e aparentemente menores. Nota-se auséncia de
células nas por¢cbes das camadas basal e adluminal do epitélio (asteriscos). Barras: 86um (A), 68um

(B) € 65um (C).
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Figura 4 — Fotomicrografias de secg¢fes de testiculos de ratos do GC (A) e GF (B-F) corados

pela HE. Em A, tdbulo seminifero com contorno regular, células germinativas organizadas em
camadas concéntricas da base para a luz tubular (EP) e luz bem definida (L). Em B, tdbulo
apresentando contorno regular, com células germinativas organizadamente distribuidas (EP), e
grande quantidade de células germinativas descamadas na luz tubular (asterisco). Na figura C, o
tubulo seminifero mostra intensa desorganizacao epitelial; ndo ha distingéo entre epitélio (EP) e luz
tubular. Note a presenca de espermatides distribuidas irregularmente, préximas a camada basal do
tubulo seminifero, e dispostas em posi¢cdo anormal (cabecas de seta). Em D, o epitélio germinativo
apresenta padrdo de organizacdo aparentemente normal (EP) e luz bem definida (L), entretanto, o
tubulo seminifero apresenta contorno bastante irregular. Em E, tubulo seminifero mostrando contorno
irregular, auséncia de células na camada adluminal do epitélio (asteriscos) e numerosos vacuolos
(setas). Algumas células germinativas apresentam nucleos com cromatina condensada na periferia,
sugerindo apoptose (cabecas de seta; porcdo ampliada). A figura F mostra um tubulo com perda de
células germinativas na por¢ao adluminal do epitélio (asteriscos). Barras: 43 ym (A), 45um (B), 51uym

(C), 42 ym (D), 37 ym (E), 53 pym (F), 30um (E; porgdo ampliada).
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Figura 5 — Fotomicrografias de tubulos seminiferos 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 nucleo de célula de Sertoli
justaposto ao tecido peritubular apresentando nucleo triangular e nucléolo evidente (porcao
ampliada). A figura B mostra um nucleo de célula de Sertoli deslocado da porcdo basal do tdbulo e,
em C, posicionado no limen tubular (por¢cdes ampliadas; setas). As figuras D e E mostram nucleos de
células de Sertoli com contorno irregular (setas). Em F e G, nucleos positivos ao método do TUNEL,
possivelmente de células de Sertoli, sdo observados (setas). Nas figuras H e |, células germinativas
TUNEL-positivas também séo observadas (setas). Barras: 27 ym (A), 4 ym (C; porgdo ampliada, F,

G, H), 25 ym (B), 6 um (B; por¢do ampliada, 1), 21 ym (C), 5 uym (A; por¢cdo ampliada, D, E).
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4.5 Resultados morfométricos
4.5.1 Area tubular total, area da luz tubular e area do epitélio seminifero

Os animais do GF apresentaram reducdes significantes na area tubular total
(32,95%), na area da luz tubular (31,95%) e na area do epitélio seminifero (33,07%)

(Tabela 2).

Tabela 2 — Area tubular total (AT), area da luz tubular (AL) e area do epitélio seminifero (AE) dos

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

*p<0,05
m AT(um?) | AL(um?) | AE(um?)
97202,54 10508,17 86694,37
GF 65176,2 * 7150,38 * 58025,83 *

4.5.2 Frequéncia de tubulos de acordo com o estagio do ciclo do epitélio
seminifero

A frequéncia dos tubulos nos estagios do ciclo do epitélio seminifero
encontra-se expressa na figura 6.

O GF apresentou um aumento significante (63,9%) na frequéncia de tubulos
nos estagios XI-XIV e uma reducado significante (24,3%) na frequéncia de tubulos
nos estagios VII-VIll. Embora tenha sido observada reducdo na frequéncia de
tubulos nos estagios I-VI e aumento na frequéncia de tubulos nos estagios 1X-X, tais

diferencas nao foram significantes quando comparadas ao GC.
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26% * 37%

Figura 6 — Frequéncia (%) de tabulos de acordo com o estagio do ciclo do epitélio seminifero dos
animais dos grupos GC e GF. *p<0,05

4.5.3 Frequéncia de tubulos contendo células descamadas na luz tubular
O GF apresentou um aumento significante na frequéncia de tubulos com

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

*

30,00%
25,00%
20,00%
15,00%
10,00%

5,00%

0,00%

GC GF

Figura 7 — Frequéncia (%) de taubulos com luz preenchida nos animais dos grupos GC e GF. *p<0,05
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4.5.4 Nimero de células de Sertoli por tubulo seminifero
Os animais do GF apresentaram reducao significante (10%) no numero de

células de Sertoli por tibulo seminifero quando comparados ao GC (Tabela 3).

Tabela 3 — Numero de células de Sertoli por tibulo seminifero nos animais do grupo controle (GC) e

do grupo fluoxetina (GF).

GC1 19

GC 2 20
GC3 22
GC4 22
GC5 19
X+DP 20 +1,517
GF1 17

GF 2 19

GF 3 18

GF 4 18

GF 5 17
X+DP 18 +0,837 *

X (média); DP (desvio padrdo); *p<0,05

5. DISCUSSAO

A fluoxetina, um antidepressivo da classe dos inibidores da recaptacao
seletiva de serotonina (IRSS), € amplamente utilizada para o tratamento de
depressdo e transtornos de ansiedade. Varios estudos tém relatado problemas
relacionados a disfuncdo sexual causados por este farmaco (Yells et al, 1994,
Crenshaw, Goldberg, 1996; Cantor et al, 1999; Giuliano, Hellstrom, 2008; Gouvéa et

al, 2008; Mehler-Wex, Kolch, 2008).
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Nossos resultados mostraram que, no decorrer dos 11 dias de tratamento, 0s
animais do GC tiveram um aumento de 38,6% no seu peso corpéreo, enquanto 0s
animais do GF ja apresentaram perda de peso a partir do primeiro dia de tratamento,
tendo uma diminuicdo, ao final do tratamento, de 11,6% no peso corporeo em
relacdo ao peso inicial. Estudos clinicos tém relatado uma diminuicdo do peso
corporeo, relacionada a dose de fluoxetina, em humanos (Li et al, 2005; Li, Cheung,
2009). Além disso, a administracdo crbnica de fluoxetina nas doses de 5 e 10mg/Kg
em ratos também causou reducdo do peso corpéreo dos animais (Cantor et al,
1999). A perda de peso corpéreo nos animais tratados deveu-se, provavelmente, a
acao da fluoxetina sobre o controle da fome, pois este farmaco atua sobre os
neurotransmissores no sistema nervoso central e provoca uma sensacao de
saciedade e reducédo da ingestao de alimentos (Li et al, 2005; Li, Cheung, 2009).

Embora tenha sido observada uma pequena reducéo (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 a significante diminuicdo do
peso corpéreo que o0s 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 alteraces morfoldgicas nos testiculos de
peixes que foram expostos a baixas concentracdes dos antidepressivos fluoxetina e
sertralina. Em nosso estudo, o tratamento com cloridrato de fluoxetina causou varias
alteracdes morfolégicas na histoarquitetura dos tubulos seminiferos dos ratos. Entre
alguns tubulos, cujo epitélio estava aparentemente normal, foram encontrados varios
tubulos menores e irregulares com frequente descamacéo de células germinativas

na luz tubular, intensa desorganizacdo epitelial e reducdo de células germinativas
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nas camadas basal e adluminal do epitélio. A presenca de vacuolos e espacos
intraepiteliais associados a presenca de células germinativas destacadas na luz
tubular indicam uma interferéncia do farmaco sobre a integridade estrutural que
mantém as células germinativas aderidas as células de Sertoli. E 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 a histoarquitetura
tubular (Abel et al, 2008). Em alguns tubulos, foram observadas células germinativas
apresentando nucleo com cromatina condensada na periferia, caracteristicas tipicas
de morte celular, provavelmente por apoptose. O processo de morte celular nestas
células foi comprovado pelo método do TUNEL.

Varios estudos tém relacionado a perda celular, causada por alteracbes
estruturais e funcionais, com um aumento na frequéncia 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 caracteristicas morfolégicas alteradas,
apresentando nucleos irregulares, afastados da por¢cao basal e localizados na luz
tubular foram encontradas nos testiculos alterados pela fluoxetina. Além disso, estes
tipos celulares foram positivos ao método do TUNEL e uma reducéo significante no
namero de células de Sertoli por tubulo seminifero foi verificada. Alguns autores tém
relatado diminuicdo do numero de células de Sertoli por tabulo seminifero, causada
pela fluoxetina (Bataineh, Daradka, 2007; Da Silva Junior et al, 2008). Da Silva
Junior et al (2008) sugeriram que a diminuicdo do nimero de células de Sertoli por
tubulo seminifero em ratos neonatos ocorreu, provavelmente, devido ao aumento
dos niveis de serotonina, causado pelo tratamento; os autores sugerem, ainda, que

a serotonina seria responsavel por inibir a proliferacdo dessas células. Por outro
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lado, sabe-se que o posicionamento das células de Sertoli no tubulo seminifero é
mantido por filamentos de vimentina, um tipo de filamento do citoesqueleto celular
(Aumuller et al, 1992; Sasso Cerri, Cerri, 2008). Sendo assim, a presenca de células
deslocadas da por¢cdo basal do tubulo, com aspectos morfoldégicos alterados e
TUNEL-positivas pode indicar uma possivel interferéncia do tratamento no
citoesqueleto das células de Sertoli, alteracdo ja verificada em outros estudos
utilizando diferentes tratamentos (Stumpp et al, 2006; Sasso Cerri, Cerri, 2008;
Brilhante et al, 2012).

Por apresentarem receptores para androgeno, as células de Sertoli sdo alvos
diretos da acdo da testosterona. Portanto, alteracbes no controle androgénico,
causadas, por exemplo, por farmacos anti-androgénicos podem provocar alteracdes
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 androgeno
apresentaram reducao significante no niumero de células de Sertoli, sugerindo que
androgenos sdo necessarios para manutencao do nimero de células de Sertoli em
animais adultos. Portanto, € possivel que as alteracbes descritas neste trabalho,
como a perda de células germinativas e atrofia tubular, tenham sido causadas,
também, por danos morfoldgicos, estruturais e funcionais nas células de Sertoli.

No presente estudo, os animais tratados com fluoxetina apresentaram
reducdo drastica (95,63%) dos niveis séricos de testosterona em comparacdo aos
animais controle. Sabe-se que a elevacao no nivel de serotonina no cérebro afeta a
secrecdo de FSH e LH por inibicdo na secrecdo do fator de liberacdo de
gonadotrofinas (GnRH) que, consequentemente, provoca reducdo nos niveis de

testosterona, interferindo nos processos de espermatogénese e esteroidogénese em
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ratos adultos (Urry, Dougherty,1975; Naumenko, Shishkina, 1978; Das et al, 1985).
Estudos tém demonstrado que injecdes de serotonina na dose de 10 mg/Kg causam
danos aos tubulos seminiferos de ratos, resultando em um aumento na degeneracao
das células germinativas (Hedger et al, 1995). O processo espermatogénico e a
inibicAo da apoptose nas células germinativas dependem da acdo de hormdnios
como FSH, LH e testosterona, sendo a testosterona, um fator critico para a
sobrevivéncia de células germinativas (Sofikitis et al, 2008) e que também esta
relacionada a expressdo de proteinas presentes em juncdes oclusivas (Maschio et
al, 2010). Com base nessas informacdes, € provavel que as alteracdes encontradas,
tais como: a frequente descamacdo de ceélulas germinativas na luz tubular,
desorganizacao epitelial, presenca de tubulos seminiferos menores e irregulares e
presenca de nucleos de células germinativas positivas ao método do TUNEL,
tenham sido causadas pela significante reducdo nos niveis séricos de testosterona
nos animais submetidos ao tratamento com fluoxetina.

Estudos sugerem que a atividade, funcdo e sobrevivéncia de células de
Leydig adultas sdo dependentes da presenca de células de Sertoli (Johnston et al,
2004). Assim, € possivel que a reducdo do numero de células de Sertoli por tubulo
seminifero nos animais tratados com fluoxetina tenha afetado as células de Leydig e,
consequentemente, provocado reducdo dos niveis séricos de testosterona,
observada em nosso estudo. Futuros estudos, analisando a histofisiologia das
células de Leydig, serdo necessarios para confirmar esta hipotese.

Apés a analise da area tubular total, area da luz tubular e area do epitélio
seminifero, verificou-se uma reducdo significante nesses parametros nos animais
tratados com fluoxetina. Esse resultado se deve as varias alteraces morfologicas

gue ocorreram na histoarquitetura tubular citadas anteriormente, principalmente a
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intensa descamacgédo de células germinativas na luz tubular. Da Silva Junior et al
(2008) relataram reducéo do didametro e do volume dos tubulos seminiferos de ratos
tratados com 5, 10 e 20mg/Kg de fluoxetina.

Os cortes transversais dos tubulos seminiferos foram classificados de acordo
com o estagio do ciclo do epitélio seminifero em que se encontravam, a fim de
verificar alguma relacdo estagio-dependente na acdo da fluoxetina sobre o epitélio
germinativo. Para isso, os estagios foram divididos em 4 grupos: I-VI, VII-VIII, IX-X e
XI-XIV. Nossos resultados demonstraram uma reducédo na frequéncia de tibulos nos
estagios I-VI e VII-VIII, nos animais tratados com fluoxetina; no entanto, somente a
frequéncia de tabulos nos estagios VII-VIII apresentou diferenca significante quando
comparada aos animais controle. Segundo Hess et al (1988), as mudancas na
frequéncia de tubulos em determinado estagio, interferem na frequéncia dos outros
estagios. Portanto, o aumento significante na frequéncia de tibulos nos estagios Xl-
XIV pode ser consequéncia da reducéo significante na frequéncia de tubulos nos
estagios VII-VIII. Considerando que os estagios VII-VIII sdo estagios cujas células
expressam receptores de androgenos (estagios andrégeno-dependentes), € provavel
gue tais estagios tenham sido afetados devido a significante reducdo dos niveis
séricos de testosterona nos animais tratados com fluoxetina.

Neste estudo, portanto, pudemos verificar que o tratamento com fluoxetina
causou varias alterac6es, morfologicas e morfométricas, nos tubulos seminiferos de
ratos adultos. As seguintes hipoteses séo sugeridas: a) o tratamento com fluoxetina
afetou as células germinativas do epitélio seminifero, causando dano secundério as
células de Sertoli; ou b) o tratamento com fluoxetina pode ter afetado diretamente as
células de Sertoli e, consequentemente, causado a perda de células germinativas,

uma vez que as células de Sertoli sdo essenciais para a manutencdo estrutural e
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funcional da espermatogénese. Sabendo-se que a testosterona € essencial para a
manutenc¢do tanto das células germinativas quanto das células de Sertoli, é provavel
gue as alteracdes observadas neste estudo tenham sido causadas pela interferéncia
da fluoxetina no controle androgénico da espermatogénese.

6. CONCLUSOES

1- O tratamento com o antidepressivo cloridrato de fluoxetina causou reducdo do
peso corpéreo dos animais, bem como alteracBes significantes nos tubulos

seminiferos e nos niveis séricos de testosterona;

2- As alteragOes estruturais dos tubulos seminiferos, incluindo a morte das células
germinativas, associadas a reducdo na frequéncia de tubulos em estagios VII-VIII
(andrégeno-dependentes), podem ter sido decorrentes da reducdo nos niveis

séricos de testosterona nos ratos tratados com fluoxetina;

3- O tratamento com fluoxetina também causou morte das células de Sertoli e,
consequentemente, reducdo significante no nuamero destas células por tubulo
seminifero. Tais alteracbes podem estar direta ou indiretamente relacionadas a

reducdo nos niveis séricos de testosterona.
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