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RESUMO

A olanzapina (OLNZ) é um antipsicotico atipico que se liga a receptores de dopamina D> e
serotonina 5HT. amplamente prescrito para o tratamento de esquizofrenia e psicoses pds-
parto. Tem sido relatada sua transferéncia através do leite materno para recém-nascidos.
Consequentemente neonatos sdo susceptiveis aos seus efeitos secundéarios adversos. O
presente estudo objetivou avaliar os efeitos da olanzapina via leite materno sobre o
desenvolvimento testicular de ratos Wistar pré-plberes e sua repercussao sobre parametros
morfométricos testiculares e enddcrinos adultos. A histopatologia testicular, a analise
morfométrica dos testiculos, o peso de ¢rgdos androgeno-dependentes e os niveis de
prolactina e testosterona foram os parametros estudados. Vinte e quatro ratas prenhes (idade 3
meses) foram utilizadas neste estudo. Elas foram mantidas em quatro grupos (grupo | ao V).
Apds o nascimento, quarenta e oito ratos neonatos foram distribuidos aleatoriamente para
composicao dos seguintes grupos: 1) grupo controle — solucdo salina NaCl 0,9% (n = 12); II)
grupo tratados com 2,5 mg/kg de OLNZ (n = 12); 111) grupo tratado com 5 mg/kg de OLNZ
(n=12) e V) grupo tratado com 10 mg/kg de OLNZ (n = 12). Aos 21° dia p6s-parto, 0s
animais foram separados das respectivas maes, durante 0s quais o tratamento com o
antipsicotico foi interrompido. Os filhotes de cada grupo foram aleatoriamente selecionados e
processados para o estagio 1 do estudo: verificar o efeito da exposicao antipsicotica durante a
lactacdo sobre o desenvolvimento testicular de ratos puberes aos 21 dias de idade. A metade
restante dos filhotes de cada grupo foi mantida até a idade adulta da maturidade sexual (90
dias) para o estagio 2 do estudo. No estagio 1 deste estudos, os achados histopatol6gicos e
alteracdes nos parametros morfométricos testiculares de ratos pré-puberes, com consequente
hipogonadismo, podem estar relacionados a hiperprolactinemia induzida pela OLNZ com
repercussdes endocrinas negativas sobre a testosterona, o que justifica a atrofia resultante do
uso dessa droga durante o periodo critico de desenvolvimento testicular. No estagio 2 deste
estudo (90 dias), a analise histopatoldgica e histomorfométrica da espermatogénese indicou
degeneracdo testicular. O hipogonadismo assim observado pode ser mediado pela
hiperprolactinemia induzida por OLNZ, que inibe ainda mais a secrecdo de testosterona. Tal
impacto adverso foi persistente até a idade adulta com doses mais elevadas do farmaco, como
evidenciado pela analise do peso testicular, histologia e perfis hormonais de ratos pos-puberes
expostos lactacionalmente como recém-nascidos e pubescentes. O presente estudo revelou
que a exposicao lactacional a olanzapina interferiu com a hipéfise-gbnada influenciando de
forma proeminente os niveis do hormonio hipofisario prolactina que afeta adversamente os
niveis de testosterona e a histopatologia testicular.

Palavras chave: Olanzapina. Espermatogénese. Ratos. Testosterona. Prolactina.



ABSTRACT

Olanzapine (OLNZ) is an atypical antipsychotic that binds to dopamine (D2) and serotonin
(5HT>) receptors, widely prescribed for the treatment of schizophrenia and postpartum
psychosis. Its transfer through breast milk to newborns has been reported. Consequently,
neonates are susceptible to their adverse side effects. In the present study, aims to evaluate
the effects of OLNZ administered through breast milk on the testicular development of
newborn rats exposed to lactation. The testicular histopathology, the morphometric analysis
of the testes, androgen-dependent organs weights and the levels of prolactin and testosterone
were the several end points studied. Twenty-four pregnant rats (age 3—4 months) and their
pups were used in this study. After birth, forty-eight pup rats were randomly assigned to the
following groups: 1) control group — saline solution NaCl 0.9% (n = 12), 1) treated group
with 2.5 mg/kg OLNZ (n = 12), Il) treated group with 5 mg/kg (n = 12) and IV) treated
group with 10 mg/kg of OLNZ (n = 6). Each mother along with their pups was housed
singly in PVC cages. On the 21st day postpartum, the animals were separated from their
respective mothers, during which treatment with the antipsychotic was stopped. The pubent
rats of each group were randomly selected and processed for stage 1 of the study: to verify
the effect of antipsychotic exposure during lactation on the testicular development of
pubertal rats at 21 days of age. The remaining half of the male offspring of each group were
maintained until adulthood of sexual maturity (90 days) for stage 2 of the study. At stage 1
of this study, Histopathological findings, and changes in testicular morphometric parameters
of pubescent rats, with consequent hypogonadism, may be related to OLNZ-induced
hyperprolactinemia with negative endocrine repercussions on testosterone, which justifies
the atrophy resulting from the use of OLNZ during the critical period of testicular
development. At stage 2 of the study (90 days), the histopathologic and histomorphometric
analysis of spermatogenesis indicated testicular degeneration. The hypogonadism thus
observed might be mediated by OLNZ-induced hyperprolactinemia, which further inhibited
secretion of testosterone. Testicular degenerative processes associated with hormonal
changes in adult rats have a significance for this irreversible event even after discontinuation
of the antipsychotic after weaning. Thus, adverse impact was persistent until adulthood with
higher doses of the drug as evidenced by the analysis of testicular weight, histology and
hormonal profiles of post-pubertal rat lactationally exposed as neonates and pubescents. The
present study thus revealed that the lactational exposure to OLNZ interfered with the
pituitary— testicular axis by prominently influencing blood levels of pituitary hormone
prolactin and adversely affecting testosterone levels and testicular histopathology.

Keywords: Olanzapine. Spermatogenesis. Rat. Testosterone. Prolactin.
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CAPITULO 1

1 INTRODUCAO

A funcdo sexual em pacientes que sofrem de desordens mentais, como a
esquizofrenia, tem recebido pouca atencao ou reconhecimento como um aspecto a ser cuidado
(KELLY; CONLEY, 2004).

A esquizofrenia € uma doenca psiquiatrica grave, multifatorial e complexa com
prevaléncia ao longo da vida de aproximadamente 1% da populacdo (BUGALHO et al., 2006;
PERALA et al. 2007). Estudos tém sugerido que o funcionamento sexual € qualitativamente e
quantitativamente diferente em pessoas com esquizofrenia quando comparado com outras sem
a doenca. Muitos individuos ndo relatam espontaneamente suas disfuncdes sexuais aos
médicos, pois a natureza do comportamento sexual geralmente é tida como particular
(KELLY; CONLEY, 2004). No entanto, esses distlrbios sdo mais frequentemente reportados
quando os pacientes em tratamento fazem o uso de drogas antipsicoticas convencionais. E
possivel que os antipsicéticos induzam disfungdes sexuais, porém seu uso pode melhorar o
desempenho sexual devido a reducdo dos sintomas positivos e negativos em casos de
esquizofrenia (COSTA et al., 2007).

Alta incidéncia dessas disfuncbes sexuais mostra-se presente em ambos 0s
tratamentos com psicéticos tipicos e atipicos. Entretanto, os antipsicoticos atipicos,
conhecidos como de segunda geracdo, apresentam menos alteragdes clinicas como melhor
eficacia contra os sintomas psicoticos da esquizofrenia (COSTA et al., 2007).

A dopamina é um importante regulador das fungdes organicas centrais e periféricas
(MISSALE et al., 1998). Além disso, a presenca de receptores dopaminérgicos em testiculos
de ratos pode sugerir uma interagdo desconhecida entre o sistema nervoso e o0 reprodutivo
(HYUN et al., 2002; OTTH et al., 2007).

A olanzapina é um antipsicoético atipico que atua através do antagonismo de ambos
0s receptores de dopamina D, e serotonina 5HT, podendo causar disfungdes sexuais por
causar elevacdo dos niveis de prolactina (PRL) (OWEN et al., 1984; KRIECKHAUS et al.,
1992; ITAKOWA et al., 1993). Efeitos ndo especificos, como sedacdo e ganho de peso
podem levar a diminuicdo do interesse sexual podem ser observados durante tratamento com
antipsicoticos (KELLY; CONLEY, 2004).
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Ela é amplamente prescrita para o tratamento de psicoses poOs-parto, porém é
transferida através do leite para recém-nascidos. Consequentemente neonatos séo susceptiveis
aos seus efeitos secundarios adversos (GOLDSTEIN et al., 2000; GARDINER et al., 2003;
ILETT et al., 2004).

Em adicdo, elevacdo dos niveis de prolactina causado por antipsicoticos também
pode contribuir para a disfuncéo sexual (WONG et al., 1993). A prolactina tem sido apontada
como responsavel pela inducdo e proliferacdo das células de Leydig em ratos. A
hiperprolactinemia em animais adultos possui um efeito negativo sobre a producdo de
testosterona por acdo da secrecdo reduzida de LH. Ela pode causar hipogonadismo e
diminuicdo dos niveis de testosterona (WILLIAMS et al., 2007).

Séo limitados ainda, os estudos sobre a seguranca dos antipsicéticos na gestacdo e
amamentacdo (BABU; DESAI; CHANDRA, 2015). Neste sentido, entender os riscos da
exposicao lactacional aos antipsicoticos pode ser benéfico na escolha terapéutica das psicoses.
Portanto, o presente estudo teve como objetivo avaliar os efeitos da administracdo de
diferentes doses de olanzapina via leite materno sobre os parametros testiculares e endocrinos

durante o periodo lactacional de desenvolvimento testicular em ratos pré-puberes.



17

2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 ANTIPSICOTICOS

Os neurolépticos tipicos foram os primeiros farmacos lancados para controle das
psicoses. Eles bloqueiam receptores dopaminérgicos D> em todas as quatro vias
dopaminérgicas. A via mesolimbica é relacionada com o0s sinais e sintomas positivos das
psicoses (delirios, alucinagOes, alteracdes de pensamentos, hostilidade e desconfianca). O
bloqueio da via mesocortical pode levar a piora dos sintomas negativos da esquizofrenia
(afeto diminuido, isolamento emocional e social, pobreza de linguagem). A via
tuberoinfundibular bloqueada leva a hiperprolactinemia; e bloqueio da via nigroestriatal
provoca discinesia aguda e tardia e sindrome parkinsoniana (STHAL, 2014).

Esses antipsicaéticos tipicos também sdo blogueadores de receptores muscarinicos do
sistema colinérgico, que podem ocasionar: boca seca, visdo turva, constipacdo intestinal e
déficit cognitivo (ALMEIDA, 2006).

Os antipsicoticos atipicos, também conhecidos como de segunda geragdo,
apresentam melhores propriedades clinicas contra os sintomas psicoticos da esquizofrenia,
melhoram o déficit neurocognitivo e tém propensdo mais baixa para causar sintomas
extrapiramidais (SEP) como parquisonismo, distonia aguda e discinesia tardia quando
comparados aos antipsicdticos tipicos (KAPUR; REMINGTON, 2001; ALMEIDA, 2006;
GINOVART; KAPUR, 2012).

Costa et al. (2007) mostraram que 0s antipsicoticos atipicos tém uma baixa afinidade
por receptores dopaminérgicos Dz, mas apresentam boa afinidade por receptores
serotoninérgicos 5HT2a.

Os antipsicoticos atipicos sdo farmacologicamente antagonistas de serotonina e
dopamina (ASD). Atualmente, em todo o mundo, existem cinco antipsicéticos considerados
atipicos utilizados na pratica psiquiatrica, que sao: clozapina, risperidona, olanzapina,
quetiapina e ziprasidona. Estes, classificados de acordo com critérios clinicos e
farmacologicos: (1) os antipsicoticos atipicos tém propriedades farmacoldgicas antagonistas
de 5HT2a e D2, enquanto 0s convencionais sdo apenas antagonistas a D»; (2) os atipicos
causam menos SEP do que os convencionais; e (3) ambos melhoram igualmente os sintomas
positivos (STAHL, 2014).
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Para Almeida (2006), os receptores adrenérgicos sdo alvo de diversos estudos, pois
participam da regulacdo de muitos processos fisiologicos como manutencdo da pressdo
arterial sistémica, proliferacdo e crescimento celular, termogénese e metabolismo.

A serotonina exerce grande influéncia na dopamina, pois inibe a sua liberagdo nos
axonios terminais e nos corpos celulares, porém em grau diferente, em cada uma das quatro
vias dopaminérgicas: nigroestriatal, mesocortical, tuberoinfundibular e mesolimbica
(ALMEIDA, 2006; STAHL, 2014).

De modo geral, pessoas que fazem uso de psicotropicos o nivel de prolactina pode
estar elevado. A hiperprolactinemia provocada pelo uso de farmacos pode resultar em
galactorreia e disfuncao sexual ocorrendo em 35% dos casos (NAHAS et al., 2006).

Os efeitos da reducdo no sistema dopaminérgico sdo deméncia e depressdo. E quando
ativado conduz a psicose, a ansiedade e a agressividade (GIROS et al., 1996; PACKARD;
KNOWLTON, 2002; LOURENCO et al., 2005)

A importancia funcional dos receptores dopaminérgicos D> € demonstrada através da
sua afinidade pelos antipsicoticos tipicos e atipicos (STRANGE, 2001).

A presenca de receptores dopaminérgicos em testiculos de ratos e células
germinativas pode sugerir uma interacdo desconhecida entre 0s sistemas nervoso e
reprodutivo (HYUN et al., 2002; OTTH et al., 2007).

A dopamina é um importante regulador das funcfes organicas centrais e periféricas.
A localizacdo de receptores dopaminérgicos periféricos tem efeitos fisiologicos significantes
(MISSALE et al. 1998).

O antagonismo por receptores 5HT»a é capaz de reverter o antagonicamente 0s
receptores D> na via tuberoinfundibular. Existe uma relacdo de antagonismo e reciprocidade
no controle da secrecdo de prolactina nas células lactotréficas da pituitaria; ou seja, a
dopamina inibe e a liberacdo de prolactina pela estimulacdo dos receptores D, enquanto a
serotonina promove liberacdo de prolactina pela estimulagdo dos receptores 5SHT2a (STAHL,
2014).

Existe uma inibicdo simultanea dos receptores 5HT2a; logo a serotonina néo
consegue estimular por muito tempo a liberagdo de prolactina. Isso tende a diminuir a
hiperprolactinemia por bloqueio do receptor D>. Embora esta seja uma teoria farmacologica
interessante, na pratica nem todo antagonista de serotonina e dopamina reduz a secrecdo de

prolactina na mesma extensao e alguns ndo reduzem nada (STAHL, 2014).
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Assim, apesar de todas as propriedades adicionais favoraveis aos antipsicoticos
atipicos que incluem a capacidade de melhorar os sintomas negativos e positivos em pacientes
esquizofrénicos (mais do que fazem os antipsicéticos convencionais) de provocar elevagédo
discreta nos niveis de prolactina; existem também muitos efeitos colaterais, que podem incluir

ganho de peso, sedagéo, convulsdes e agranulocitose (STAHL, 2014).

2.2 OLANZAPINA E EFEITOS REPRODUTIVOS

A olanzapina € um antipsicético atipico que pertence a classe das
tienobenzodiazepina. Quimicamente é o 2-metil-4-[4—metil-1-piperazinil]-10H-tieno-[2,3-
B][1,5] benzodiazepina (SPROUSE et al., 1999) com férmula molecular C17H20N4S e um
peso molecular de 312,43 gramas (FROTA, 2001).

Em 1996, esse farmaco tornou-se disponivel no mercado como antipsicético e, em
2000, recebeu licenciamento na indicacdo de tratamento em curto prazo dos episédios
maniacos do transtorno afetivo bipolar e em longo prazo da esquizofrenia, como o primeiro
dos novos antipsicticos atipicos a ter comprovada sua eficacia e seguranca terapéutica,
tornando-se lider em prescricdo e vendas entre todos os antipsicoticos (tipicos e atipicos) nos
paises desenvolvidos (FROTA, 2001).

Olanzapina se consagrou pela alta efetividade no tratamento de individuos com
esquizofrenia, tanto nos sintomas positivos como nos negativos, quando comparado com
antipsicoticos tradicionais (BEASLEY, TOLLEFSON; TRAN, 1996; CALLAGHAN, 1999).
Ela provoca menor incidéncia de sintomas extrapiramidais e minima perturbacdo na
prolactina. Confirmando as pesquisas sobre acdo dos antipsicoticos atipicos. Estas vantagens
conduziram para um uso cada vez maior de olanzapina no tratamento da esquizofrenia
(STEPHENSON; PILOWSKY, 1999; CONLEY; MELTZER, 2000).

Segundo Frota (2001), a olanzapina € intensamente metabolizada com apenas 7%
excretada inalterada por via renal. E aproximadamente 57% da olanzapina € eliminada como
metabolitos na urina. Apresenta indicacdo de dosagem Unica diaria, com pico de concentracao
em torno de 6 a 7 horas, e com meia-vida variando de 21 a 54 horas.

Meltzer e McGurk (1999) afirmaram que seu bloqueio serotoninérgico 5SHT2a € cerca
de oito vezes mais intenso que o bloqueio dopaminérgico D,, parametro importante para
definir a grau de atipicidade de um antipsicético.

Suas propriedades de blogueio muscarinico e histaminico sdo superiores aos demais

atipicos com excecdo de clozapina, e exerce menos antagonismo em receptores alfa,
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adrenérgicos que esta. Também possui propriedades de agonismo nos receptores
glutamatérgicos do tipo NMDA (N-metil-D-aspartato), bloqueando os efeitos da feniclidina,
uma substancia narcotica de abuso com agdo de antagonismo nestes receptores e com efeitos
clinicos semelhantes a sintomatologia positiva, negativa e cognitiva da esquizofrenia
(FROTA, 2001).

Tohen et al. (2003) confirmam que este antipsicotico atipico é indicado para o
tratamento agudo e de manutencdo da esquizofrenia, reduzindo recaidas maniacas e
depressivas e outras psicoses, em gue 0s sintomas positivos e/ou sintomas negativos sdo
proeminentes.

Estudos conduzidos por Beasley, Tollefson, Tran (1996) e Callaghan et al. (1999)
confirmaram que a olanzapina reduz os sintomas positivos e negativos da esquizofrenia e
alivia também os sintomas afetivos secundarios comumente associados com esquizofrenia e
transtornos relacionados.

Os efeitos adversos mais comuns em curto prazo incluem ganho de peso, sonoléncia
e/ou sedacdo, constipacdo diminuicdo da salivacdo (boca seca), acatisia, hipotensdo
ortostatica, edema vascular periférico, aumento do apetite, aumento da prolactina, galactorreia
e disfuncdo erétil (FROTA, 2001; ALMEIDA, 2006).

Frota (2001) acrescenta que, com o0 uso da droga, observa-se uma intolerancia a
glicose com inducéo de hiperglicemia, que nas formas mais graves costuma levar ao diabetes
mellitos insulino-dependente. Este efeito foi significativamente maior com a olanzapina do
gue com a risperidona. Existe também alguma evidéncia de que diminuicdo do metabolismo e
consumo energético basal que podem estar envolvidos neste fato.

Dentre outras reacdes adversas, a olanzapina pode provocar sindrome neuroléptica
maligna, que se traduz, segundo Almeida (2006), por rigidez muscular severa, hipertermia,
taquicardia, hipertensdo arterial e alteracdo dos niveis de consciéncia. Segundo Frota (2001),
pode haver discinesia tardia, distonia tardia e convulsao.

Estudos realizados pelo laboratério Eli Lilly & Company 2005, constataram que 0s
parametros de reproducao foram influenciados em ratos que receberam 3 mg/kg (nove vezes a
dose maxima humana), e ainda constatou que a sedagdo ocasionada pelo uso da olanzapina
afetou o desempenho no acasalamento dos ratos machos, os ciclos de estro foram afetados
com doses de 1,1 mg/kg (trés vezes a dose maxima humana). Na ninhada de ratos que
receberam olanzapina, foram observados atrasos no desenvolvimento fetal e diminuigdes

transitdrias nos niveis de atividade da prole.
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Olanzapina causa elevagOes transitorias nos niveis plasmaticos de prolactina.
(KELLY; CONLEY, 2004; WIECK; HADDAD, 2004). Quando comparado com
antipsicoticos convencionais e com risperidona, essa droga mostra efeitos discretos na
prolactina (BEASLEY; TOLLEFSON; TRAN, 1996). David et al. (2000) observaram em
suas pesquisas 0 aumento de prolactina com uso de olanzapina, assim como também
risperidona e haloperidol.

A prolactina € um hormonio proteico produzido na adenohipdfise pelos lactotrofos
que desempenha um importante papel na secrecdo do leite ou lactogénese (FREEMAN et al.,
2000; GUYTON; HALL 2002;).

No hipotalamo ocorre a sintese de dopamina, que € um importante fator de inibicdo
da prolactina (PIF), que atua através da ligacdo com receptores do tipo D2 na membrana
celular dos lactotréfos (LAMBERTS et al., 1990; NAHAS, 2006). Outros PIF sdo o0 GABA e
0 peptideo associado a gonadotropina (GAP) (CASTRO E SILVA; SILVA, 2005). Quando a
sintese de dopamina é bloqueada, e 0s neur6nios do nucleo paraventricular sdo estimulados a
produzir o peptideo intestinal vasoativo (VIP), ocorre um aumento do nivel plasmaético de
prolactina.

Para Serri et al. (2003), a prevaléncia da hiperprolactinemia na populacéo adulta esta
em torno de 1% a 10%. E pode ser de origem fisioldgica, patoldgica, ou ainda produzida por
farmacos, sendo esta Gltima a etiologia mais comum (MAH et al., 2002; ZILBEBERG, 2005).

O nivel de PRL circulante considerado necessario para manutencdo da funcéo
reprodutiva em roedores varia de 0,003 a 0,015 ng/mL (SERRI et al., 2003; EGLI et al.,
2010). ManifestagBes como hipogonadismo no homem devido a hiperprolactinemia, séo:
diminuicdo da libido, infertilidade, disfuncdo erétil, incapacidade de manter a erecdo,
oligoespermia e ginecomastia (SCHLECHTE, 2003).

Para Schlechte (2003), a galactorreia, manifestacdo mais caracteristica dessa
disfungéo, ocorre entre 14 e 33% dos homens. Por sua vez, Petty (1999) observou que no
homem a elevacdo de prolactina pode causar impoténcia, diminuicdo da libido e
hipoespermatogénese.

Kingsbury, Castelo e Abulseoud (2002) observaram casos de galactorreia devido a
hiperprolactinemia com olanzapina. Apesar disso, relatos sugerem que a olanzapina € um
antipsicotico seguro e alternativo para tratamento para de casos com hiperprolactinemia
induzida por outros antipsicéticos (JOHNSON et al., 2003).
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Costa et al. (2007) relacionaram o uso de antipsicéticos atipicos com disfuncéo da
erecdo e diminuicdo da libido; ao passo que Frota (2001) relaciona a olanzapina a disfuncéo
erétil.

O impacto da esquizofrenia e seu tratamento na sexualidade e assuntos reprodutivos
recebem atencdo inadequada em todo mundo (BOBES, et al., 2003; KELLY; CONLEY,
2004). A infertilidade e a disfungdo sexual sdo as manifestagdes clinicas mais relevantes em
ambos 0s sexos (BRONSTEIN, 2005).

A resposta sexual pode ser dividida em trés fases, sdo elas: libido, excitacdo- erecao
e orgasmo-ejaculacdo. Qualquer uma dessas fases pode sofrer alteracbes um quarto fator de
disfuncéo, que seria a dor sexual, dispareunia e vaginismo (ALMEIDA 2006).

A libido € o primeiro estagio e estd ligado ao desejo sexual, constituindo-se
hipoteticamente em fendmeno mediado pelo “centro de recompensa” dopaminérgico
mesolimbico. Esse local pode ndo apenas mediar o orgasmo, mas também a libido (STAHL,
2014).

Acredita-se que a prolactina tenha influéncia negativa no desejo sexual, fato
interessante porque existe relacdo geralmente reciproca entre dopamina e prolactina. Como 0s
antipsicoticos tendem a provocar aumento da prolactina, pressupde-se que com 0 Seu uso, 0
desejo sexual possa estar diminuido. Para Wong et al. (1993), a hiperprolactinemia causa
hipogonadismo e diminuicdo dos niveis da testosterona tendo efeito direto na atividade
sexual.

Segundo Molitch (2001) e Nahas et al. (2006), a prolactina é importante no processo
de lactacéo e exerce influéncia na funcdo reprodutiva.

Sedacdo e aumento de peso podem levar a diminuicdo do interesse sexual, fatos
observados pelas pesquisas com o uso de antipsicoticos. Efeitos extrapiramidais e discinesia
tardia também diminuem a funcdo sexual (YASSA,; LAL, 1985). A serotonina tem sido
mostrada como facilitadora ou inibidora do comportamento sexual, dependendo do receptor
estimulado (MESTON; GORZALKA, 1992).

O mecanismo da excitacdo € o segundo estagio que € caracterizado pela erecdo e
lubrificacdo nos homens. Geralmente esta associada a libido e também pode sofrer alteracdes
de origem psiquica e/ou somatica. Essa excitacdo prepara a genitalia para a penetracdo e o
intercurso sexual e envolve tanto a acdo colinérgica quanto do Oxido nitrico em sua
farmacologia (ALMEIDA, 2006; STAHL, 2014).
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Os impulsos parassimpaticos dilatam as artérias pudendas, permitindo assim que o
sangue arterial seja armazenado sob alta pressdo no tecido erétil do corpo cavernoso e do
corpo esponjoso do pénis. Além disso, estimulos parassimpaticos estimulam as glandulas
bulbouretrais a secretarem seu liquido lubrificativo (GUYTON; HALL, 2002).

As fibras serotoninérgicas espinhais descendentes exercem agdes inibitdrias sobre o
orgasmo por meio dos receptores 5HT2a. As fibras noradrenérgicas espinhais descendentes e
a inervacao sinaptica noradrenérgica da genitalia facilitam a ejaculacdo e o orgasmo (STAHL,
2014).

No SNC a serotonina age como neurotransmissor, mas na periferia, sua acéo
principal é vasoconstriccdo, devido a isto, pode estar relacionada com a funcdo sexual.
Aproximadamente 50% de pacientes relataram deficiéncia sexual durante tratamento com
antipsicoticos convencional (KELLY; CONLEY, 2004).

Antagonismo colinérgico e bloqueio alfa-adrenérgico tém sido relacionados com
disturbios ejaculatorios e disfuncBes orgasmicas (POLLACK; ROSENBAUM 1992;
TAMMINGA, 1997). Bloqueio dos canais de calcio também pode contribuir para a
deficiéncia organica sexual (POLLACK; ROSENBAUM 1992).

Meston e Gorzalka (1992) afirmam que 2 a 75% dos pacientes que utilizam drogas
inibidoras seletas da recaptacdo de serotonina, mostram efeitos colaterais na fungdo sexual
(ALMEIDA, 2006). Estudos conduzidos por Bobes et al. (2003) demonstraram que homens
que fizeram uso de antipsicéticos, a disfuncdo erétil foi a mais frequente alteracdo encontrada,

além da diminuicao da libido.

2.3 TESTICULO E ESPERMATOGENESE

As gbnadas masculinas localizam-se externamente a cavidade pélvica, no escroto ou
bolsa escrotal, que as protege e as mantém sob temperatura ideal. O testiculo é envolvido por
uma espessa capsula de tecido conjuntivo, a tunica albuginea. Esta tanica, de maneira variada
nas diferentes espécies de mamiferos, envia septos para o interior do 6rgdo até a regido do
mediastino testicular, dividindo o testiculo em I6bulos, cada I6bulo apresenta cerca de quatro
tubulos seminiferos, feixes vasculonervosos e ceélulas intersticiais ou de Leydig (NEVES,
2001). Este Orgdo apresenta-se de forma ovalada e possui fun¢Bes enddcrinas e exocrinas
(SETCHELL, 1991). O tecido intersticial € um importante local de producdo de androgenos
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004). Segundo Asatiani et al. (2002), ele apresenta além da
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producdo de androgeno, a funcdo de producdo de gametas, sob a regulacdo do hormonio
foliculo estimulante e do horménio luteinizante.

Cada testiculo humano apresenta um peso meédio de 20 gramas, comprimento de 4
cm e largura de 2 cm (SCHUNKE, et al. 2007). O testiculo dos mamiferos pode ser dividido
em dois compartimentos principais: 0 compartimento intertubular ou intersticial, também
chamado de espago intertubular, e 0 compartimento de tabulos seminiferos (RUSSELL et al.
1990). Com excecdo das células germinativas que se originam do epiblasto, a grande maioria
das células somaticas constituintes dos testiculos sdo procedentes dos ductos mesonéfricos e
do epitélio celoméatico (KARL; CAPEL, 1998, MERCHANT-LARIOS; MORENO-
MENDOZA, 1998).

Os elementos componentes do compartimento intertubular séo as células de Leydig,
vasos sanguineos e linfaticos, nervos e uma populacdo celular variavel constituida
principalmente de fibroblastos, macréfagos e mastdcitos (SETCHELL, 1991; RUSSELL et
al., 1990).

Apesar de existir grande variacdo entre as diversas espécies quanto a proporgao
volumétrica dos diferentes componentes do compartimento intertubular (FRANCA;
RUSSELL, 1998; GODINHO, 1999), a célula de Leydig é usualmente o tipo celular mais
frequente neste compartimento (SILVA JUNIOR, 2000). O percentual ocupado por elas no
testiculo de animais sexualmente maduros no periodo reprodutivo pode variar de
aproximadamente 1% em carneiros até 35% em capivaras (FRANCA; RUSSELL, 1998;
PAULA, 1999).

Segundo Otth et al. (2007), Guyton e Hall (2002), as gbnadas masculinas séo
reguladas por hormonios gonadotrépicos e também estdo sujeitas a regulacdo de fatores
produzidos localmente, como neurotransmissores. A producdo de andrégenos é importante
para a diferenciacdo sexual, o desenvolvimento das caracteristicas sexuais secundarias e
comportamento sexual, e para a regulacdo da espermatogénese (GAO et al. 2005).

A testosterona é produzida nas células de Leydig (ZIRKIN, 1998; GUYTON; HALL,
2002; HAENDLER, 2005). Receptores para 0 LH (horménio luteinizante) produzidos na
adenohipofise sdo encontrados na membrana dessas células e estimulam a produgdo de
testosterona (SHUPNIK; SCHREIHOFER, 1997; ZIRKIN, 1998; GUYTON; HALL, 2002;
WALKER; CHENG, 2005). Este horménio esteroide é sintetizado principalmente por
enzimas existentes nas mitocéndrias das células Leydig, cujo numero e atividade dependem
de estimulos hormonais (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004) a partir do colesterol (MOURA,
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2003). Grande parte da testosterona produzida é convertida numa forma mais ativa do
hormaonio nos tecidos - alvo, a diidrotestosterona (HAENDLER, 2005).

A capacidade secretora de testosterona € correlacionada com o volume das células de
Leydig e com o seu nimero por testiculo e ndo com o nimero destas por grama de testiculo
(SILVA JUNIOR, 2000).

A concentragdo de testosterona plasmatica diminui progressivamente para 0,2 ng/mL
durante 8 a 24 dias de vida. De 30 a 55 dias, 0s niveis de testosterona estabilizam nos indices
de ratos adultos, 1-2 ng/mL (WALKER; CHENG, 2005).

As concentracOes intratesticulares de testosterona em ratos adultos sdo muito
superior do que a encontrada em niveis séricos. Embora as vantagens de niveis elevados de
testosterona no testiculo ndo sejam bem entendidas, sugere-se que 0s maiores niveis testicular
de testosterona sdo importantes porque a capacidade espermatogénica plena requer
aproximadamente 70 ng/mL e a espermatogénese € bastante comprometida quando a
concentracdo de testosterona esté abaixo de 20 ng/mL (ZIRKIN, 1998).

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

Os tubulos seminiferos sdo constituidos por tunica propria, epitélio seminifero ou
germinativo e lume tubular. A tanica prdpria reveste o tibulo externamente, sendo composta
de células mioides ou peritubulares e matriz extracelular. No epitélio seminifero sdo
encontrados dois tipos celulares de origem embrioldgicas distintas: as células germinativas
originarias do epiblasto e as células de Sertoli provenientes do epitélio celomatico (KARL;
CAPEL, 1998).

Em geral, o valor observado para o diametro tubular na grande maioria das espécies
de mamiferos esta em torno de 180 pum a 300 um (ROOSEN-RUNGE, 1977). Cada testiculo
humano tem de 250 a 1000 tubulos seminiferos, que medem de 150 a 250 micrdmetros de
didmetro, podem ter de 20 a 70 cm de comprimento se forem estirados e enovelados, como se
apresentam, possuem cerca de 3 cm (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004; SCHUNKE et al.,
2007).
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Nos testiculos de animais sexualmente maduros as células de Sertoli estdo
completamente diferenciadas. A variacdo consideravel na forma e estrutura da célula de
Sertoli durante o ciclo do epitélio seminifero demonstra o alto grau de plasticidade desta
célula, o qual reflete as alteracbes morfologicas e funcionais que ocorrem nas células
germinativas (RUSSELL; GRISWOLD, 1993).

Juntamente com as células mioides, as células de Sertoli elaboram a membrana basal
que serve de suporte estrutural para a propria célula de Sertoli e para as células germinativas
que se encontram na porcao basal do epitélio seminifero. As células de Sertoli, atraves de
jungdes de oclusdo, dividem o epitélio seminifero em dois compartimentos, o compartimento
basal onde se localizam as espermatogdnias e 0s espermatdcitos primarios na fase inicial da
préfase meiotica (pré-leptdtenos e leptdtenos), e o compartimento adluminal, no qual se
encontram 0s espermatdcitos primarios a partir da fase de zig6teno, espermatocitos
secundarios e espermatides. Desta forma, o compartimento adluminal estd totalmente sob o
controle das células de Sertoli, propiciando um microambiente isolado e imunoprivilegiado
essencial para o desenvolvimento do processo espermatogénico (RUSSELL et al., 1990;
POCCIA, 1994; SHARPE, 1994).

As células de Sertoli, além da formac&o da barreira hematotesticular, desempenham
outras funcgdes essenciais para o desenvolvimento das células germinativas: o fornecimento de
nutrientes e inimeros outros fatores importantes para as células germinativas, mediacdo da
acdo do FSH e da testosterona na espermatogénese, fornecimento de suporte fisico
(sustentacdo) para as células espermatogénicas, participacao ativa no processo de liberacdo
(espermiacdo) das espermatides para o lume tubular, fagocitose do excesso de citoplasma
(corpos residuais) resultante da liberacdo das células espermiadas e fagocitose de células
germinativas que sofrem apoptose (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004).

Estas células secretam ainda fluido em direcdo ao lume tubular, o qual possui
substancias importantes para a funcdo epididimaria e maturacdo espermatica, servindo
também de veiculo para o transporte dos espermatozoides. A secrecdo de fluido também
ocorre em direcdo ao compartimento intertubular, estando envolvida com 0s mecanismos de
regulagdo paracrina de outros tipos celulares do testiculo tais como células mioides, células de
Leydig e celulas musculares lisas dos vasos (RUSSELL; GRISWOLD, 1993; POCCIA, 1994;
SHARPE, 1994; FRANCA; RUSSELL, 1998).

A concentracdo intratesticular de testosterona no fluido dos tabulos seminiferos

(FTS) é aproximadamente 50-60 ng/mL em relacdo ao nimero de RA. Sugere-se que essa alta
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concentracédo seja para manter a espermatogénese no rato adulto. Alguns estudos relacionam a
concentragdo intratesticular de testosterona com o nimero de espermatide por testiculo.
Estudos mostram que para o processo de espermatogénico completo a concentracdo de
testosterona no FTS deva ser maior de 20 ng/mL. Essa concentracdo € elevada possivelmente
devido ao fato de que nem toda testosterona do FTS € livre para 0 RA (ZIRKIN, 1998).

A diidrotestosterona é o maior regulador esteroide na reprodu¢do masculina, pois
tem maior afinidade pelos receptores de androgenos. Em estudos experimentais observou-se
que a concentracdo de diidrotestosterona pode ser um terco da concentracdo de testosterona
no FTS para manter a espermatogénese (ZIRKIN, 1998).

O periodo de proliferagdo dos diversos tipos celulares encontrados no testiculo
ocorre em épocas distintas, sendo cada um deles regulado por fatores especificos, 0s quais
tém origem tanto intra quanto extratesticular (ORTH, 1993). As células de Sertoli sdo as
primeiras células somaticas a se diferenciarem no testiculo e expressam o Sry, o gene
responsavel pela determinacdo do sexo masculino, o qual desempenha um papel fundamental
na diferenciacdo e remodelacéo das gbnadas (KARL; CAPEL, 1998).

Ja nesta fase, as interacdes das células de Sertoli com elas proprias e com as células
germinativas, via fator neural de adesdo celular, sdo cruciais para a formagdo dos corddes
testiculares e o0s eventos iniciais que propiciardo o estabelecimento do processo
espermatogénico (ORTH; JESTER, 1995). Também neste periodo as células de Sertoli
produzem o horménio anti-Milleriano (AMH) responsavel pela regressdo dos ductos de
Muiller ou paramesonéfricos (PELLENIEMI et al., 1993).

Em ratos, a proliferacdo das células de Sertoli ocorre principalmente na fase final do
periodo fetal e se estende por duas a trés semanas ap6s o nascimento (ALMIRON; CHEMES,
1988; BORTOLUSSI et al., 1990; VERGOUWEN et al., 1991), coincidindo o encerramento
das divisbes mitéticas das células de Sertoli com o inicio de proliferacdo dos espermatdcitos
primarios, formacdo das juncbes de oclusdo, inicio de maturacdo das células de Sertoli,
secre¢do de fluido e formacéo do lume tubular (RUSSELL et al., 1998).

Como cada célula de Sertoli possui uma capacidade de suporte para células
germinativas relativamente fixa para cada espécie, o tamanho potencial do testiculo e da
producdo espermatica € estabelecido ja nesta etapa do desenvolvimento testicular (ORTH et
al., 1988; ORTH, 1993). Estudos envolvendo o homem e varias espéecies de mamiferos
domésticos (GONDOS; BERNDTSON, 1993) sugerem que o periodo de proliferacdo das
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celulas de Sertoli, & semelhanga do observado em ratos, ocorre predominantemente no
periodo perinatal.

Em humanos, as células de Sertoli ndo se dividem durante a vida sexual madura, mas
sdo bastante resistentes a infeccdes, desnutricdo e radiacdo (JUNQUEIRA; CARNEIRO,
2004).

As células que constituem populagdo testicular se expandem em periodos
particulares do desenvolvimento e, em relacdo as celulas de Sertoli e as células
espermatogénicas, esses periodos sdo distintos e inversamente correlacionados. Além de
distintos, estes periodos de multiplicacdo das células testiculares sdo controlados por fatores
especificos para cada populagdo (ORTH, 1993).

O ndmero de células de Sertoli em qualquer espécie é importante para determinar a
capacidade espermatogénica e o tamanho do testiculo (FRANCA; RUSSELL, 1998).
Portanto, a populagdo de células de Sertoli se correlaciona linear e positivamente com o peso
do testiculo, volume e comprimento total de tubulos seminiferos, populacdo de
espermatogbnias A: e com a producdo espermética diaria (JOHNSON et al., 1984;
BERNDTSON et al., 1987; FRANCA; RUSSELL, 1998).

A maioria das mitoses das celulas de Sertoli nos mamiferos ocorre na vida
intrauterina e por um curto periodo p6s-natal. O final do processo mitogénico esta relacionado
com a formacdo da barreira de células de Sertoli e o estabelecimento da puberdade. Apos
estes dois eventos nenhum aumento sazonal ou relacionado com a idade é observado na
populacdo de células de Sertoli (FRANCA; RUSSEL, 1998).

De acordo com Cooke et al. (1994), existe uma tremenda variacdo no padrdo de
proliferacdo entre as espécies. O periodo mitogénico € muito curto em ratos e camundongos;
ele inicia-se no final da gestacdo para ambas as espécies e continua até o 12-15° dia pds-natal
em camundongos (VERGOUWEN et al., 1993; JOYCE; PORCELL; COOKE, 1993) e até o
15-18° dia pos-natal em ratos (STEINBERGER; STEINBERGER, 1971; ORTH, 1982; VAN
HAASTER et al. 1992). Portanto, durante o periodo fetal destas espécies observa-se uma
maior expansao da populacdo de células de Sertoli e ap6s o nascimento, a proliferacdo destas
células ja esta em declinio (ORTH 1982; VERGUOWEN et al., 1991; VAN HAASTER et al.,
1992; JOYCE; PORCELL; COOKE, 1994).

E importante salientar que, além das diferentes extensbes, nos periodos
proliferativos, pds-natais entre as espécies, a intensidade de proliferagdo é outro fator que

deve ser levado em consideracdo durante este periodo (COOKE et al., 1994).
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Portanto, os mamiferos podem apresentar longos periodos de proliferagdo de células
de Sertoli com uma baixa média mitogénica e diminui¢do gradual desta média. Por outro lado,
outros podem apresentar periodos mais condensados de proliferacdo de células de Sertoli,
caracterizados por altos indices mitoticos, porém, que declinam rapidamente e culminam com
a maturacdo das células de Sertoli (COOKE et al., 1994).

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

No homem a producdo de espermatozoides se inicia entre 12 e 13 anos, pela agéo
hormonal e dura durante toda a vida (GUYTON; HALL, 2002). E o parametro de
normalidade para o nimero de espermatozoides no fluido ejaculado é de 20 a 200
milhGes/mL. A populacédo de células de Sertoli aumenta gradativamente no periodo p6s-natal
até atingir um platd entre 25 e 40 anos (GONDOS; BERNDTSON, 1993). Por outro lado, a
partir dos 40 anos se observa um declinio gradativo na populacdo de células de Sertoli
acompanhado também por uma diminui¢cdo na producdo espermética (JOHNSON et al.,
1984).

Trabalhos envolvendo tanto a administracdo de FSH quanto a supressdo desse
horménio, no periodo de proliferacéo das células de Sertoli, mostram que o nimero de células
esta reduzido ou aumentado (ROCHA et al., 1999).

O FSH é uma glicoproteina que se liga a receptores especificos localizados na
membrana plasmatica das células de Sertoli (WALKER; CHENG 2005), sendo considerado
como o principal fator mitogénico para estas células. Este horménio é sintetizado e secretado
pelos gonadotrofos localizados na adenohipdfise (ZIRKIN, 1998; GUYTON; HALL, 2002;
WALKER; CHENG, 2005) sob a acdo do hormonio liberador de gonadotrofinas (GnRH)
produzido no hipotalamo, sendo seu controle “feedback” negativo exercido pela inibina
secretada pelas células de Sertoli.

O efeito mitogénico do FSH sobre as células de Sertoli imaturas é mediado pelo
aumento dos niveis intracelulares do AMP ciclico (ORTH; BOEHM, 1990). O estrdgeno,
produzido pela aromatizacdo de androgenos nas células de Sertoli imaturas, sob o estimulo do
FSH, pode exercer um papel mediador importante na divisao celular (ULISSE et al., 1994). A
acao da inibina neste processo via células de Leydig também é possivel (ORTH, 1993;
SHARPE, 1994; DE KRETSER; MCFARLANE, 1996).



30

As respostas das células de Sertoli ao FSH variam de acordo com o periodo de
desenvolvimento testicular em que o animal se encontra (GRISWOLD, 1993). Sua acdo
depende da idade (ASATIANI, 2002). Durante o periodo fetal e neonatal do desenvolvimento
testicular o FSH é considerado o fator regulador de maior relevancia na mitogénese da
populacdo de células de Sertoli (HOCHEREAU-DE-REVIERS e COUROT, 1978; ORTH,
1984; ORTH, et al. 1988; VAN VORSTENBOSCH et al. 1987; ORTH, 1993; SHARPE,
1994; MEACHEM et al. 1996).

Ao longo destes periodos, os niveis séricos normais de FSH sdo cruciais para a
determinacdo do tamanho adequado da populacdo de células de Sertoli do testiculo no
individuo adulto (ORTH, 1984; ORTH et al., 1988).

O numero de receptores de FSH por células de Sertoli é relativamente constante de 2
a 21 dias apos o nascimento. No entanto, tende a aumentar cada vez mais até 60 dias apds o
nascimento (WALKER; CHENG, 2005).

A proliferacdo das celulas de Sertoli diminui continuamente ap6s o nascimento,
encerrando a atividade mitotica entre 20 e 30 dias apds o nascimento em ratos (ORTH, 1982)
e camundongos (JOYCE; PORCELL; COOKE, 1993; VERGOUWEN et al., 1993).

Alguns estudos sugerem que o FSH é importante para a manutencao quantitativa da
espermatogénese (RUSSEL et al., 1990; MEACHEM et al., 1999).

A espermatogénese é um complexo e bem organizado processo o qual ocorre nos
tubulos seminiferos e dura de 40 a 60 dias, na maioria dos mamiferos investigados
(FRANCA; RUSSELL, 1998). Este processo pode ser definido em trés fases baseado em
consideragdes morfoldgicas e funcionais: (1) fase proliferativa (espermatogonial), na qual as
celulas sofrem répidas e sucessivas divisdes mitoticas; (2) fase meidtica (espermatécitos), na
qgual o material genético é duplicado e passa por recombinacdo genética; e (3) fase de
diferenciacdo ou espermiogénica (espermatides), na qual as espermatides sofrem enormes
modificaces, transformando-se em células muito especializadas e estruturalmente equipadas
para alcancar e fertilizar os ovécitos (RUSSELL et al., 1990).

Espermiogénese é a fase final de producdo de espermatozoides, considerada bastante
complexa, pois engloba a formagdo acrossémica, condensagdo e alongamento do nucleo,
desenvolvimento do flagelo e a perda de grande parte do citoplasma, que resulta nos
chamados corpos residuais. Esses sdo fagocitados pelas células de Sertoli e os
espermatozoides, liberados para o limen do tubulo (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004). Cada

uma destas fases dura aproximadamente 1/3 do processo espermatogénico.
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Nos tdbulos seminiferos de animais sexualmente maduros, as células
espermatogénicas ndo estdo arranjadas ao acaso, mas sim organizadas numa série bem
definida de associacGes celulares ou estadios. Com excecdo de algumas espécies de primatas,
0 arranjo dos estadios do ciclo do epitélio seminifero € segmentar em todos os mamiferos
investigados e usualmente existe somente um estadio por seccdo transversal de tdbulos
seminiferos (RUSSELL et al., 1990). Os estadios se sucedem numa determinada area do
epitélio seminifero, com o decorrer do tempo. Esta sequéncia, assim ordenada, constitui o
processo denominado ciclo do epitélio seminifero (ORTAVANT et al., 1977; RUSSELL et
al., 1990).

O processo espermatogénico é controlado por fatores extra e intratesticulares. Os
horménios hipofisarios glicoproteicos 0 FSH e o LH sdo considerados os principais fatores
extratesticulares e exercem controle sobre a espermatogénese (WALKER; CHENG, 2005).
Inimeros sdo os fatores intratesticulares produzidos pelos componentes o compartimento
tubular e intersticial que também influenciam o processo espermatogénico, entre os quais
podemos citar a testosterona, inibina, endorfina, horménio liberador de corticotrofina (CRH) e
serotonina (TINAJERO et al., 1992; SHARP, 1994).

Os testiculos de um adulto jovem que formam em média 120 milhdes de
espermatozoides por dia, que podem ser armazenados no epididimo e na ampola do canal
deferente (GUYTON; HALL, 2002).
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3 OBJETIVOS
3.1 0OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos da administracdo de olanzapina via leite materno sobre o
desenvolvimento testicular de ratos Wistar pre-puberes e sua repercussdo sobre parametros

morfométricos testiculares e enddcrinos em ratos adultos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Investigar os efeitos da administracdo de diferentes doses de olanzapina (2,5 mg/kg,
5 mg/kg e 10 mg/kg), via leite materno, em ratos pré-puberes durante os primeiros 21 dias
pos-natal, sobre os parametros endocrinos e histomorfométricos testiculares e suas
repercussdes na idade adulta, considerando os seguintes parametros:
A. Peso liquido testicular, peso testicular, epididiméario, prostatico e de glandula
seminal aos 21 e 90 dias de idade.
B. Proporc¢des volumétricas entre componentes do parénquima testicular, diametro e
altura de tubulos seminiferos.
C. Proporcdes volumétricas de células de Leydig.
D. Niveis plasmaticos de testosterona e prolactina em ratos pré-puberes e adultos.
E. Achados histopatoldgicos testiculares.
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CAPITULO 2

EFEITOS DA OLANZAPINA VIA LEITE MATERNO SOBRE O
DESENVOLVIMENTO TESTICULAR DE RATOS WISTAR PRE-PUBERES E SUA
REPERCUSSAO SOBRE PARAMETROS TESTICULARES E ENDOCRINOS

RESUMO

A olanzapina é um antipsicotico atipico prescrito para o tratamento de esquizofrenia e
psicoses pos-parto, porém € transferida através do leite para recém-nascidos.
Consequentemente neonatos sdo susceptiveis aos seus efeitos secundarios adversos. O
presente estudo teve como objetivo avaliar os efeitos da administracdo de olanzapina pela
amamentacdo sobre o desenvolvimento testicular de ratos Wistar pré-pUberes e sua
repercussao sobre o peso de drgdos androgeno-dependentes, parametros testiculares e
endocrinos. Vinte e quatro ratos Wistar machos foram distribuidos de acordo com o
tratamento: 1) grupo controle — solucdo salina NaCl 0,9% (n = 6); Il) grupo tratado com 2,5
mg/kg de olanzapina (n = 6); Il grupo tratado com 5 mg/kg = 6) e V) grupo tratado com 10
mg/kg de olanzapina (n = 6). Os animais receberam a droga atraves do leite materno desde o
nascimento até 21 dias p6s-natal, quando foram submetidos a eutanasia. Os testiculos foram
rotineiramente processado para inclusdo em resina plastica (metacrilato de glicol). Secc¢des
histologicas com 4 pm de peso foram coradas por azul de toluidina/borato de sédio 1% e
analisadas histometricamente. Foram colhidas amostras de sangue para dosagens de
testosterona e prolactina. Os resultados mostraram ganho de peso corporal e diminui¢do do
peso testicular em animais tratados com olanzapina; Diminuicdo do indice gonadossomatico e
do peso do epididimo em ratos tratados com 5 e 10 mg/kg. O peso da prostata e das glandulas
seminais ndo diferiram entre si. Pardmetros volumétricos, tais como: corddes
testiculares/tubulos seminiferos, epitélio seminifero e células de Leydig foram reduzidos nos
grupos tratados com olanzapina. O limen tubular, as células do tecido conjuntivo e 0s vasos
sanguineos do parénquima testicular ndo apresentaram alteracdes significativas na sua
volumetria. Houve aumento de tdnica prépria e espago linfatico no grupo tratado com 10
mg/kg. Reducdo do diametro tubular nos grupos 5 e 10 mg/kg. A olanzapina reduziu
significativamente o comprimento total dos tubulos seminiferos. O volume individual de
células de Leydig mostrou uma diminuicao significativa no grupo tratado com 10 mg/kg. Os
animais tratados com 10 mg/kg de olanzapina mostraram uma reducdo significativa nos niveis
plasmaticos de testosterona. Por outro lado, verificou-se que os niveis de prolactina eram
significativamente mais elevados em ratos pré-puberes tratados com a mesma dose. A anéalise
histopatolégica dos testiculos mostrou lesdes patoldgicas compativeis com degeneracdo
testicular em ratos tratados com maior dose de olanzapina. Observou-se a presenca de
aglomerados de detritos de células germinais no limen tubular e células germinativas em
processo de morte celular, com nuacleo picnético e destacado no lamen. Os achados
histopatoldgicos e alteragGes nos parametros morfométricos testiculares de ratos pré-paberes,
com consequente hipogonadismo, podem estar relacionados a hiperprolactinemia induzida
pela olanzapina com repercussdes enddcrinas negativas sobre a testosterona, o que justifica a
atrofia resultante do uso da olanzapina durante o periodo critico de desenvolvimento
testicular.

Palavras chave: Olanzapina. Antipsicético. Ratos Pré-puberes. Testosterona. Prolactina.
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ABSTRACT

Olanzapine is an atypical antipsychotic prescribed for the treatment of schizophrenia and
post-partum psychosis, but it is transfer through milk to the neonates. Hence, neonates are
susceptible to their adverse side effects. The present study aimed to evaluate the effects of
olanzapine administration by breast feeding on testicular development of pubescent Wistar
rats and their repercussion on weight of androgen-dependent organs and testicular and
endocrine parameters. Twenty-four male Wistar rats were distributed per treatment: I) control
group — saline solution NaCl 0.9% (n = 6), Il) treated group with 2.5 mg/kg olanzapine (n =
6), 111) treated group with 5 mg/kg (n = 6) and 1V) treated group with 10 mg/kg of olanzapine
(n = 6). Animals received the drug through breast milk from birth to 21 postnatal days when
they were submitted to euthanasia. Testis were routinely processed for inclusion in plastic
resin (glycol methacrylate). Histological sections with 4 um of the weight and stained by
toluidine blue/sodium borate 1% and analyzed histometrically. Blood samples were collected
for testosterone and prolactin dosages. The results showed body weight gain and decreased
testicular weight in animals treated with olanzapine; decrease in gonadosomatic index and
epidydimal weight in rats treated with 5 and 10 mg/kg. Weight of prostate and seminal glands
did not differ from each other. Volumetric parameters, such as: testicular cords/seminiferous
tubules, seminiferous epithelium and Leydig cells were reduced in the olanzapine treated
groups. Tubular lumen, connective tissue cells and blood vessels of the testicular parenchyma
did not exhibit significant changes in their volumetry. There was an increase of own tunic and
lymphatic space in the group treated with 10 mg/kg. Reduction of tubular diameter in groups
5 and 10 mg/kg. Olanzapine significantly reduced the overall length of the seminiferous
tubules. The individual volume of Leydig cells showed a significant decrease in the 10 mg/kg
treated group. Animals treated with 10 mg/kg olanzapine showed a significant reduction in
plasma testosterone levels. On the other hand, prolactin levels were found to be significantly
higher in pubescent rats treated with the same dose. The histopathological analysis of the
testes showed pathological lesions compatible with testicular degeneration in rats treated with
a higher dose of olanzapine. Presence of germ cell debris clusters in the tubular lumen and
germ cells from process of cell death, with pyknotic nucleus and detached into the lumen
were observed. Histopathological findings and changes in testicular morphometric parameters
of pubescent rats, with consequent hypogonadism, may be related to olanzapine-induced
hyperprolactinemia with negative endocrine repercussions on testosterone, which justifies the
atrophy resulting from the use of olanzapine during the critical period of testicular
development.

Keywords: Olanzapine. Antipsychotic. Pubescent Rat. Testosterone. Prolactin.
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1 INTRODUCAO

A sexualidade ¢ um componente natural do comportamento humano amplamente
estudado (SIMONS; CAREY, 2001). Entretanto para aqueles pacientes que sofrem de
desordens mentais, como a esquizofrenia, a funcdo sexual tem recebido pouca atencdo ou
reconhecimento como um aspecto a ser cuidado. Paradoxalmente a isso, as doencgas mentais
vém crescendo nos Gltimos anos (DOSSENBACH, 2005).

A esquizofrenia € uma doenca psiquiatrica grave, multifatorial e complexa, com
prevaléncia ao longo da vida de cerca de 1% (BUGALHO et al., 2006). Estudos tém sugerido
que o funcionamento sexual € qualitativamente e quantitativamente diferente em pessoas com
esquizofrenia, tratadas com antipsicéticos quando comparado com outras sem a doenca.
(KELLY; CONLEY, 2004).

E possivel que antipsicoticos induzam disfungBes sexuais, porém seu uso pode
melhorar o desempenho sexual devido a reducdo dos sintomas positivos e negativos em casos
de esquizofrenia. A alta incidéncia dessas disfuncdes sexuais mostra-se presente em ambos 0s
tratamentos com psicético tipicos e atipicos. Entretanto, os antipsicéticos atipicos, conhecidos
como de segunda geracao, apresentam menos altera¢fes clinicas com melhor eficécia contra
0s sintomas psicaticos da esquizofrenia (COSTA et al., 2007).

A olanzapina é um antipsicotico atipico que se liga aos receptores de serotonina
5HT>, e de dopamina D2 (NASRALLAH, 2008; PARK et al., 2010).

A dopamina é um importante regulador das fun¢des organicas centrais e periféricas
(MISSALE et al., 1998). Além disso, a presenca de receptores dopaminérgicos em testiculos
de ratos pode sugerir uma interacdo desconhecida entre o sistema nervoso e o reprodutivo
(HYUN et al., 2002; OTTH et al., 2007).

A classe de droga antipsicotica atipica tem mostrado ser terapeuticamente Util no
tratamento da esquizofrenia e do transtorno bipolar quando comparado as outras drogas da
classe dos antipsicéticos tipicos ou convencionais porque elas evitam efeitos debilitantes e
reduzem efeitos extrapiramidais. Diversos mecanismos podem causar disfuncdo sexual
durante a terapia antipsicotica. Efeitos ndo especificos, como sedacdo e ganho de peso podem
levar a diminuicdo do interesse sexual (KELLY; CONLEY, 2004). Aumento dos niveis de
prolactina (MISHRA; MOHANTY, 2010) e reducdo de testosterona (WALKER; CHENG,
2005; BRINGEL et al., 2013; SOLIMAN et al., 2014) também foram associados ao uso da

olanzapina.
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Em adigdo, elevacdo dos niveis de prolactina causado por antipsicoticos como a
olanzapina pode contribuir para a disfungdo sexual, causar hipogonadismo e diminui¢do dos
niveis de testosterona (WONG et al., 1993). A prolactina tem sido apontada como responsavel
pela inducéo e proliferacdo das células de Leydig em ratos. A hiperprolactinemia em animais
adultos possui um efeito negativo sobre a producdo de testosterona por acdo da secregédo
reduzida de LH (WILLIAMS et al., 2007; KONARZEWSKA et al., 2009).

A avaliacdo do perfil dos efeitos colaterais induzidos por drogas neurolépticas € de
particular interesse, uma vez que tais avaliagdes podem dar importantes informacdes sob a
ac&o terapéutica destas drogas (RENY], 1986).

Neste sentido, preocupacgdes tém sido levantadas em particular com o uso da
olanzapina na gestacdo, a qual pode estar associada ao ganho significativo de peso, assim
como aumento da taxa de defeitos congénitos, em particular defeitos do tubo neural, e
aumento de complicagBes obstétricas (KOREN et al., 2002). Do mesmo modo, Osz et al.
(2014) também reportaram alteracGes no desenvolvimento fetal de ratos Wistar tratados com
olanzapina.

Séo limitados ainda, os estudos sobre a seguranca dos antipsicéticos na gestacdo e
amamentacdo (BABU; DESAI; CHANDRA, 2015). Relatos de anormalidades congénitas em
bebés de mulheres que tomaram antipsicéticos tipicos foram descritos. Entretanto, ndo existe
estudo aprofundado sobre os riscos do uso de antipsicéticos atipicos na literatura
(KENNEDY, 2007).

Tem sido relatada sua transferéncia de olanzapina através do leite materno, sendo
uma droga amplamente prescrita como medicamento para a psicose pés-parto (GOLDSTEIN
et al., 2000; GARDINER et al., 2003; ILETT et al., 2004; AYDIN; NAYIR, 2015). Deste
modo, neonatos tornam-se susceptiveis aos efeitos adversos dessa droga. No entanto, estudos
pré-clinicos que abordem os efeitos desta da olanzapina em recém-nascidos através da
exposicao lactacional durante o periodo po6s-natal de desenvolvimento sdo raros ou quase
ausentes (MISHRA; MOHANTY, 2010).

Entender os riscos da exposicdo neonatal aos antipsicoticos pode ser benéfico na
escolha terapéutica das psicoses. Portanto, o presente estudo teve como objetivo avaliar o0s
efeitos da administragdo de diferentes doses de olanzapina via leite materno sobre os
parametros testiculares e endodcrinos durante o periodo lactacional de desenvolvimento

testicular em ratos pré-paberes.
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2 MATERIAL E METODOS
2.1 ANIMAIS E DESENHO EXPERIMENTAL

Foram utilizadas 12 ratas Wistar prenhes (Rattus norvegicus, var. albinus) pesando
entre 230-280g pertencentes ao biotério da Area de Fisiologia do Departamento de
Morfologia e Fisiologia Animal da Universidade Federal Rural de Pernambuco, as quais
foram mantidas em temperatura 23 + 1°C, em ciclo claro-escuro de 12 horas. Agua e comida
(Labina Purina®, Brasil) foram oferecidas ad libitum até o final do experimento.

Diariamente, as mées passaram a receber, via sonda orogastrica, tratamento com
dose Unica de olanzapina diluida em solucdo salina - NaCl 0,9% ou veiculo como controle
(solucdo salina NaCl 0,9%), de modo que, 0s ratos neonatos recebessem indiretamente a
olanzapina, via leite materno. Os ratos machos permaneceram com suas méaes durante todo o
periodo lactacional de tratamento (do 1° dia pds-parto até o 21° dia).

Vinte e quatro ratos neonatos machos foram escolhidos ao acaso para composicao
dos seguintes grupos: 1) grupo controle de neonatos cujas mées receberam solucdo salina
NaCl 0,9% (n=6); IlI) grupo de neonatos cujas maes foram tratadas com 2,5 mg/kg de
olanzapina (n = 6); Ill) grupo de neonatos cujas mées foram tratadas com 5 mg/kg de
olanzapina (n=6); e IV) grupo de neonatos cujas maes foram tratadas com 10 mg/kg de
olanzapina (n=6).

O presente experimento foi aprovado pelo Comité de Etica da Universidade Federal
Rural de Pernambuco, Protocolo n® 23082008993/2013, sob Registro de Licenga n° 073/2013

- CEUA/UFRPE em conformidade com os principios basicos para pesquisa com animais.

2.2 PERFUSAO TECIDUAL E PROCESSAMENTO HISTOLOGICO

Aos 21 dias pés-natal, ratos pré-puberes de cada grupo foram heparinizados (125
U1/100g de peso corporal) e apds 15 minutos, anestesiados via intramuscular com associa¢éo
de quetamina (80 mg/kg) e xilazina (15 mg/kg). Posteriormente foi realizada coleta sangue
total por puncdo no seio venoso (confluéncia das veias cavas), centrifugacéo,
acondicionamento de duas aliquotas de 1 mL de plasma sanguineo em tubos plasticos de 2
mL e estocados — 20 °C para posterior dosagem de testosterona e prolactina. Apos coleta de
sangue, realizou-se perfusdo intracardiaca com solucdo salina (NaCl 0,9%) acrescida de

heparina sodica (500 UI/L) e nitroprussiato (100 mg/L), por um periodo de tempo entre 5 e 10
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minutos. Apos lavagem do sistema vascular, os animais foram perfundidos com solugédo
fixadora de glutaraldeido a 4% (Vetec®, Brasil), em tampé&o fosfato de sédio (pH 7,2/ 0,01M)
durante 25 minutos. Apos a perfusdo com solucdo fixadora foram removidos e pesados em
balanca digital (Kern® 410, Brasil) com precisdo de quatro casas decimais: testiculos,
epididimos, prostata e glandula seminal. Apds as medidas, os 6rgdos coletados foram
seccionados em fragmentos de até 2 mm de espessura, os quais foram submetidos a refixacao
na mesma solucdo de perfusdo. Para estudo ao microscépio de luz, os fragmentos foram
desidratados em séries crescentes de alcoois e incluidos em resina plastica a base de glicol
metacrilato (Leica®, Brasil). Foram realizados cortes histoldgicos de 4 um em micrétomo
rotativo de ldmina de vidro, corados em azul de toluidina/borato de sédio a 1% e analisados
morfologicamente e morfometricamente em microscépio (Leica ICC 50®, Brasil). Apos
preparacdo das laminas histologicas, fotos dos componentes testiculares foram capturadas
usando esse microscépico éptico acoplado ao computador. Para anélise histomorfométrica foi
usado o software ImageJ.

O indice gonadossomatico foi calculado de acordo com Tendrio et al. (2011) com a
seguinte férmula (IGS = [peso testicular/ peso corporal] x 100. Esse indice corresponde a uma
relacdo percentual entre o peso testicular o peso corporal (CALDEIRA et al., 2010).

A andlise histomorfomeétrica dos testiculos foi realizada de acordo com a
metodologia descrita por Oliveira et al. (2015).

2.3 PROPORCOES VOLUMETRICAS (%) E VOLUME DOS COMPONENTES DO
TESTICULO

Os dados volumétricos da composicdo do parénquima testicular foram obtidos
usando contagem de pontos por alocacgao sistematica de graticula micrométrica (Olympus®)
com 441 pontos de intersec¢do sobre a preparacdo histoldgica de testiculo em aumento de
400x. Quinze campos foram contabilizados aleatoriamente, totalizando 6615 pontos para cada
animal.

De acordo com Valenga et al. (2013), o volume de cada componente testicular (mL)
foi criado pelo o produto de pontos percentuais dos componentes testiculares (densidade
volumétrica %) e volume dos testiculos (testiculos liquido do testiculo).

O testiculo foi dividido em dois compartimentos, tubular e intertubular ou
intersticial. Do primeiro foram avaliados a tunica propria, o epitélio seminifero e o lumen;

enquanto no segundo foram investigados: células de Leydig, células do tecido conjuntivo,
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vasos sanguineos e espaco linfatico. Como a densidade do testiculo é em torno de 1,03 a 1,04,
0 peso do testiculo foi considerado igual ao seu volume.

O volume de cada componente do testiculo, expresso em pL foi estabelecido a partir
do produto entre a densidade volumétrica dos constituintes testiculares (%) e o peso liquido
do testiculo (g). O valor deste ultimo foi obtido pela subtracdo de 6,5% da albuginea do peso
testicular bruto (BRINGEL et al. 2013).

2.4 DIAMETRO TUBULAR, ALTURA DE EPITELIO SEMINIFERO E COMPRIMENTO
TOTAL DE TUBULOS SEMINIFEROS

O didmetro tubular e a altura do epitélio foram medidos em aumento de 100x usando
reticulo micrométrico linear (10 mm/100 - Olympus®) calibrado com um micrémetro padréo.
A medida do diametro tubular médio para cada rato foi obtida a partir da mensuracdo de 15
tubulos escolhidos aleatoriamente, com perfis redondos ou arredondados. A altura do epitélio
foi obtida nos mesmos tabulos utilizados para determinar o diametro tubular. Para tal,
tomaram-se duas medidas diametralmente opostas, tendo como referéncia a tinica propria e 0
limite entre o limen e epitélio germinativo determinando-se, desta forma, a altura média do
epitélio seminifero.

O comprimento total dos tabulos seminiferos (CT) por testiculo, expresso em metros,
foi estimado a partir do conhecimento do volume ocupado pelos tubulos seminiferos no
testiculo e do didmetro tubular médio obtido para cada animal. A seguinte formula foi

empregada conforme descrita por Tenorio et al. (2011).

CT = VTS/nR?

Em que VTS = Volume total de tibulos seminiferos.

nR? = Area da seccdo transversal dos tubulos seminiferos (R = diametro tubular/2).

2.5 MORFOMETRIA DE CELULAS DE LEYDIG

Para o célculo do didmetro nuclear de células de Leydig, 30 perfis nucleares de
células de Leydig foram capturados em objetiva de ampliagdo de 1000x e analisados com o
software LAZ EZ 1.6.0. O didametro nuclear foi obtido por meio de duas medicGes

diametralmente opostas, de acordo com a metodologia proposta por Saraiva et al. (2006).
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No tocante a densidade volumétrica de células de Leydig (%), utilizou-se um reticulo
com 441 pontos (acoplado em microscopio) ampliados 1000x. Mil pontos foram contados,
considerando nucleo e citoplasma da celula. Depois disto, o volume individual da célula de
Leydig foi determinado com modelos matematicos, utilizando os valores de diametro nuclear
e do volume da esfera 4/3 mR3. A partir dessa proporcdo foram calculados o volume

citoplasmatico e o volume celular:

Volume citoplasmatico = % citoplasma x volume nuclear/ % nucleo

Volume celular = volume nuclear + volume citoplasmético

Com os resultados do volume de uma célula de Leydig e do volume total de células
de Leydig se obteve o numero total destas células por testiculo. A divisdo desse valor pelo

peso liquido do testiculo forneceu o nimero de células de Leydig por grama de testiculo.

2.6 DOSAGEM DE TESTOSTERONA E PROLACTINA

O sangue coletado foi centrifugado a 2000 rpm durante 10 minutos a fim de preparar
0 soro para medicgdes de testosterona e prolactina. A determinacao quantitativa de testosterona
e prolactina foi realizada pela técnica de quimioluminescéncia empregando-se Kits comerciais
(Beckman Coulter®, EUA) e os ensaios foram realizados através do equipamento Beckman

Coulter Access 2.

3 ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos foram expressos através da estatistica descritiva de tendéncia de
centralidade e dispersdo (média e desvio padrdo); e quando necessarias estas médias foram
avaliadas mediante técnica de analise de variancia (ANOVA), com post-hoc de Tukey-
Kramer como teste de multiplas compara¢des com o intuito de analisar quais grupos diferiram
entre si. Para dados que ndo seguiram as tendéncias de normalidade, realizou-se o teste ndo
paramétrico de Kruskal-Wallis, com posterior teste post-hoc de Dunn. Para as construgdes
gréficas, utilizou-se o programa GraphPad Prism (versdo 5.0). O tratamento estatistico foi

delineado com nivel de significancia para p < 0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 PESO CORPORAL, PESO DE ORGAOS ANDROGENO-DEPENDENTES E INDICE
GONADOSSOMATICO

Resultados do peso corporal, peso dos oOrgdos androgeno-dependentes e indice
gonadossomatico podem ser observados na Tabela 1.

Com relacdo ao peso corporal de ratos pré-puberes aos 21 dias pds-natal expostos a
terapia com antipsicotico durante o periodo lactacional, houve um aumento significativo neste
parametro entre o animais dos grupo tratado com 10 mg/kg em relagéo ao grupo controle (p =
0,0015). De modo semelhante, animais tratados com 5 mg/kg de olanzapina exibiram ganho
de peso estatisticamente superior aqueles animais tratados com menor dose ou mesmo com 0
controle (Tabela 1).

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 1, o peso testicular dos ratos
aos 21° dia de vida mostraram reducéo significativa nos trés grupos tratados em relacdo ao
grupo controle (p = 0,0017), diferindo em 27,85% do grupo 2,5 mg/kg (p <0,001), 25,31% do
grupo 5 mg/kg (p < 0,001) e 35,35% do grupo 10 mg/kg (p < 0,001). Nao houve diferengas
estatisticas nesse parametro entre os trés grupos tratados com a olanzapina. Da mesma forma,
houve reducéo significativa no peso liquido testicular nos grupos tratados com olanzapina em
relacdo ao grupo controle.

O peso epididimario dos grupos tratados com olanzapina nas doses de 5 e 10 mg/kg,
conforme mostrado na Tabela 1, exibiu reducdo significativa nesse parametro em relacdo ao
grupo controle e 2,5 mg/kg.

O pesos prostaticos ndo mostraram diferencas significativas entre grupos
experimentais (Tabela 1). Contudo, observou-se tendéncia a reducdo desse parametro nos
animais tratados com maiores doses de olanzapina em relagdo ao grupo controle. Animais dos
grupos 2,5 e 5 mg/kg apresentaram tendéncia a diminuicdo no peso prostatico de 23% e 19%,
respectivamente. De forma anéloga, animais do grupo de 10 mg/kg exibiram maior tendéncia
de diminuicdo no peso desse 6rgéo, cerca de 43% em relacdo ao grupo controle.

No que tange ao peso da glandula seminal, ndo se evidenciaram diferencas
significativas entre os grupos (Tabela 1).

O indice gonadossomatico, conforme mostrado na Tabela 1, mostrou diferenca
significativa entre os trés grupos tratados com olanzapina em relacdo ao grupo controle. O

indice gonadossomatico do grupo controle foi o maior entre 0s grupos experimentais,
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diferindo em 23,2 % do grupo 2,5 mg/kg, em 32,6% do grupo 5 mg/kg e em 41,9% do grupo
10 mg/kg. Entre os grupos tratados ndo houve diferenca significativa.
Tabela 1 - Peso corporal (g), peso de 6rgdos andrdgeno-dependentes (g) e indice gonadossomatico -

IGS (%) de ratos Wistar pré-puberes tratados ou ndo com olanzapina via leite materno
durante os 21° dias pds-natal e avaliados aos 21 dias de idade.

Grupos Experimentais

Controle 2,5 mg/kg 5 mg/kg 10 mg/kg
Peso corporal 58,67 +2,73* 56,17 + 3,062 64,00 + 0,80° 67,00 + 6,99°
Testiculo 0,25+ 0,042 0,18 +0,03" 0,19 +0,01° 0,17 £ 0,05°
Peso liquido testicular 0,23 £ 0,042 0,17 £0,03° 0,17 £0,01° 0,15+ 0,04°
Epididimo 0,04 £ 0,012 0,04 + 0,012 0,03 +0,01° 0,03 +0,01°
Prostata 0,06 + 0,03 0,04 +£0,01 0,05+0,01 0,03+0,01
Glandula seminal 0,05+ 0,04 0,02 +0,012 0,05+ 0,031 0,06 + 0,03
IGS (%) 0,43 + 0,05* 0,33 +0,04° 0,29 + 0,04° 0,25+ 0,06°

Fonte - O autor, 2017.
Nota - Os valores representam a média + desvio padrdo. Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca
estatistica p<0,05.

4.2 HISTOMORFOMETRIA TESTICULAR

Na Tabela 2, sdo apresentados os dados referentes ao volume dos constituintes do
parénquima testicular de ratos pré-puberes controles e tratados com diferentes doses de
olanzapina, via leite materno durante 21 dias. Dentre esses parametros, notou-se reducédo
significativa no volume de tubulos seminiferos dos animais que receberam tratamento com
olanzapina em relacdo ao grupo controle. Os grupos tratados com olanzapina ndo diferiram
entre si.

De modo semelhante, houve reducdo significativa no volume total de epitélio
seminifero dos ratos tratados com olanzapina em relacdo ao grupo controle. O volume do
epitélio seminifero do grupo controle foi 0 maior entre os grupos experimentais, diferindo em
26,90% do grupo 2,5 mg/kg, 24,37% do grupo 5 mg/kg e 28,93% do grupo 10 mg/kg. Ainda
em relacdo a esse parametro, ndo houve diferencas significativas entre os grupos tratados com

0 antipsicotico.
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Tabela 2 — Volume (uL) dos componentes testiculares de ratos Wistar pré-puberes tratados ou nao
com olanzapina, via leite materno, durante os 21° dias pds-natal e avaliado aos 21 dias de

idade.

Grupos Experimentais

Controle 2,5 mg/kg 5 mg/kg 10 mg/kg

Tabulo seminifero  0,215+0,0037* 0,158 +0,027%  0,165+0,010° 0,140 + 0,036°
Epitélio seminifero 0,197 +0,034*  0,144+0,026° 014940009 0,125+ 0,032"
Lamen tubular 0,0063+0,0024  0,0071+0,0023  0,0087+0,0160  0,0080 + 0,0026
Tanica propria 0,0116£0,0018*  0,0073 +0,0008°  0,0072£0,0007°  0,0070 +0,0011"
Células de Leydig ~ 0,0042+0,0011°  0,0020 +0,0011°  0,0027+0,0008®  0,0018 +0,0007"
Celulas dotecido 1319400001 0,0005+0,0005  0,0005+0,0005  0,0006 + 0,0005
conjuntivo

Vaso sanguineo 0,0025 + 0,013 0,030+0,0011  0,0027 +0,0017  0,0028 + 0,0017
Espaco linfatico  0,0168 +0,0043°  0,0092 + 0,044>  0,0075+0,0025°  0,0095 +0,0048"

Fonte - O autor, 2017.

Nota - Os valores representam a média + desvio padrdo. Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca
estatistica p<0,05.

O volume de lumen tubular de ratos pré-puberes ndo demonstrou diferenca
significativa entre os grupos experimentais (Tabela 2). Por outro lado, foram constatadas
diferencgas significativas no volume de tanica prépria de ratos pré-paberes aos 21 dias entre 0s
grupos tratados com diferentes doses de olanzapina e o grupo controle.

No que tange ao volume total de células de Leydig apresentado na Tabela 2,
observou-se diminui¢do extremamente significativa desse parametro nos grupos tratados com
olanzapina nas doses de 2,5 mg/kg e 10 mg/kg em relacdo ao grupo controle. No entanto,
grupos que receberam tratamento com o antipsicotico ndo diferiram significativamente entre
Si.

Ainda conforme demonstrado na Tabela 2, ndo houve diferenca significativa entre os
grupos experimentais no tocante aos parametros volumétricos: células do tecido conjuntivo e
vasos sanguineos presentes no parénquima testicular de ratos. Por outro lado, em relacdo ao
volume de espaco linfatico, houve reducdo muito significativa desse parametro em todos os
grupos tratados com olanzapina em relacdo ao grupo controle. Grupos experimentais que
receberam tratamento com o antipsicotico ndo diferiram significativamente entre si.

No tocante a medida de didmetro tubular apresentado na Tabela 3, os ratos pré-

puberes avaliados aos 21 dias pés-natal do grupo tratado com 5 e 10 mg/kg de olanzapina



o1

apresentaram os menores valores diferindo significativamente em relacéo ao grupo controle (p
=0,0131).

Com relacdo a medida da altura de epitélio seminifero os animais do grupo tratado
com 10 mg/kg de olanzapina apresentaram as menores médias em relacdo ao grupo controle
diferindo significativamente neste parametro. De modo analogo, animais tratados com a dose
maior, grupo 10 mg/kg, também diferiu estatisticamente dos animais pertencentes aos grupos
de 2,5 e 5 mg/kg. Os demais grupos nao exibiram diferencas significativas entre si.

Aos 21 dias de idade, o grupo controle apresentou as maiores médias com relacdo ao
comprimento total dos tubulos seminiferos, exibindo extrema diferenga significativa em

relagdo aos grupos de 2,5 mg/kg, 5mg/kg e 10 mg/kg (Tabela 3).

Tabela 3 — Diametro tubular (um), altura de epitélio seminifero (um) e comprimento total de tlbulos
seminiferos (m) de ratos Wistar pré-puberes tratados ou ndo com olanzapina via leite
materno durante os 21° dias p6s-natal e avaliados aos 21 dias de idade.

Grupos Experimentais

Controle 2,5 mg/kg 5 mg/kg 10 mg/kg
Didmetro tubular 162,90 + 5,39° 146,80 + 18,18%® 137,80 + 11,38° 137,3 + 15,98°
Altura de epitélio 54,55 + 5,872 51,22 + 9,30° 54,71 + 5,04 41,56 + 4,83"
Comprimento tubular 14,62 + 3,68° 9,43 +1,58° 7,95+0,42° 9,34 +0,70°

Fonte - O autor, 2017.
Nota - Os valores representam a média + desvio padrdo. Letras diferentes na mesma linha indicam diferenga
estatistica p<0,05.

4.3 HISTORFOMETRIA DE CELULAS DE LEYDIG

De acordo com os dados da Tabela 4 a medida de didmetro nuclear das células de
Leydig nos animais tratados com diferentes doses de olanzapina apresentou uma diminuicao
significativa (p = 0,0004) quando comparados com 0s animais do grupo controle. De modo
anadlogo, o volume individual das células de Leydig também apresentou reducdo muito
significativa nos grupos tratados com olanzapina em relacdo ao grupo controle (p = 0,0015).
Por outro lado, ndo se observaram diferencas significativas na populacdo de células de

Leydig/ grama de testiculo nos grupos experimentais (Tabela 4).



52

Tabela 4 — Diametro nuclear de célula de Leydig (um), volume de célula de Leydig (um?®) e populacdo
de células de Leydig (x107)/ grama de testiculo de ratos Wistar pré-plberes tratados ou
ndo com olanzapina via leite materno durante os 21° dias pds-natal e avaliados aos 21

dias de idade.
Grupos Experimentais
Controle 2,5 mg/kg 5 mg/kg 10 mg/kg
Diametro nuclear de Leydig 6,65 + 0,84° 544+0,10° 583+043" 528+0,19°
Volume de célula de Leydig 461,0 + 21,07 209,7+ 10,7 266,6 +35,6" 187,4+32,7°
Populagdo de celulade Leydig! 40y 1138 561£204 545222  615:11

grama de testiculo

Fonte - O autor, 2017.
Nota - Os valores representam a média + desvio padrao. Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca
estatistica p<0,05.

4.4 DOSAGEM DE TESTOSTERONA E PROLACTINA

Dados de testosterona plasmatica e prolactina estdo demonstrados na Figura 1. A
maior reducdo dos niveis plasmaticos de testosterona foi encontrada nos animais que
receberam, via leite materno, 10 mg/kg de olanzapina durante os 21° dias pds-natal, em
compara¢do com o grupo controle (p = 0,021) (Figura 1A). Evidenciou-se tendéncia de
diminuicdo nos niveis plasmaticos de testosterona, mas ndo significativamente reduzida nos
animais tratados com as demais doses.

Quanto aos niveis plasmaticos de prolactina, apresentados na Figura 1B, estes se
encontraram significativamente elevados nos grupos tratados com 5 e 10 mg/kg de olanzapina

em relacdo aos grupos controle e tratado com 2,5 mg/kg (p = 0,002).

Figura 1 — Concentragdo plasmatica de testosterona (ng/mL) e prolactina (ng/mL) de ratos Wistar pré-
puberes tratados ou ndo com olanzapina via leite materno durante os 21° dias pds-natal e
avaliados aos 21 dias de idade.
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Fonte - O autor, 2017.
Nota - Os valores representam a média + desvio padrdo. Letras diferentes indicam diferenca estatistica p<0,05.
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4.5 HISTOPATOLOGIA TESTICULAR

A andlise histopatologica de parénquima testicular de ratos Wistar pré-puberes
tratados ou ndo com diferentes doses de olanzapina, via leite materno, durante os 21° dias p6s-
natal e avaliados aos 21 dias de idade estdo apresentados nas Figuras 2 (A-D) e 3 (A-D).

O grupo controle mostrou parénquima testicular normal, com tdbulos seminiferos
luminados e ndo luminados contendo células germinativas preservadas (Figura 2 A-B). Grupo
de ratos pré-plberes tratados com 2,5 mg/kg de olanzapina mostrou tdbulos seminiferos
luminados e ndo luminados, porém alguns tdbulos seminiferos apresentaram células
germinativas em processo de morte celular, com ndcleo picnotico e descamadas no interior do
lume do corddo seminifero (Figura 2 C-D).

No grupo tratado com 5 mg/kg, notou-se a presenca de células germinativas em
processo de morte celular, com nucleo picnético e descamadas no lumen do corddo
seminifero (Figura 3 A-B). As principais lesdes histopatoldgicas observadas no grupo tratado
com 10 mg/kg foram: espermatogdnias em processo de morte celular, células germinativas em
descamacdo para o interior do lumen, célula gigante sincicial e debris celulares no lumen.
(Figura 3 C-D)
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Figura 2 - Fotomicrografias de parénquima testicular de ratos Wistar pré-puberes do grupo controle e
grupo tratado com 2,5 mg/kg de olanzapina, via leite materno, durante os 21° dias pés-natal
e avaliados aos 21 dias de idade.

Fonte - O autor, 2017.
Nota:

A — Parénquima testicular de ratos Wistar pré-plberes do grupo controle. Notar a presenca de varios
tbulos seminiferos luminados (TS) e em processo de luminagdo (seta).

B — Detalhe da seccdo transversal de tabulos seminiferos de ratos Wistar pré-paberes do grupo controle.
Notar a presenca de espaco intertubular (EIT), células de Leydig (seta vermelha) e vasos
sanguineos (VS) delimitados por tdbulos seminiferos com morfologia normal.

C — Parénquima testicular de ratos Wistar pré-piberes do grupo tratado com 2,5 mg/kg de olanzapina.
Notar a presenga de tuibulos seminiferos (TS) e tlbulos seminiferos ndo-luminados (seta).

D — Detalhe de tdbulo seminifero de ratos Wistar pré-paberes do grupo tratado com 2,5 mg/kg de
olanzapina. Notar a presenca de células germinativas em processo de morte celular, com nucleo
picnotico e descamadas no limen do corddo seminifero (seta azul). Observar espermatécitol em
paquiteno (seta amarela).
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Figura 3 - Fotomicrografias de parénquima testicular de ratos Wistar pré-puberes dos grupos tratados
com 5 e 10 mg/kg de olanzapina, via leite materno, durante os 21° dias pés-natal e
avaliados aos 21 dias de idade.

Fonte - O autor, 2017.
Nota:

A — Parénquima testicular de ratos Wistar pré-paberes do grupo tratado com 5 mg/kg de olanzapina.
Observar a presenca de tlbulos seminiferos e em processo de luminagdo (seta vermelha).

B — Detalhe em corte transversal de tibulos seminiferos de ratos Wistar pré-paberes do grupo tratado
com 5 mg/kg de olanzapina. Notar a presenca de tGbulos seminiferos circundados por espago
linfatico reduzido apresentando vérias células de Leydig (seta). Na regido tubular, notar a presencga
de células de Sertoli (cabeca de seta) e células germinativas em processo de morte celular (seta
amarela).

C — Parénquima testicular de ratos Wistar pré-paberes do grupo tratado com 10 mg/kg de olanzapina.
Notar a presenca de tubulos seminiferos com baixa celularidade germinativa (seta) e vasos
sanguineos (seta vermelha).

D — Detalhes de tdbulos seminiferos, em seccdo transversal, de ratos Wistar pré-puberes do grupo
tratado com 10 mg/kg de olanzapina. Notar, em seccdo transversal de tGbulos seminiferos, a
presenca de células germinativas basais - espermatogdnias em processo de morte celular (seta
branca), células germinativas em descamagdo para o interior do limen (seta), célula gigante
sincicial (cabeca de seta vermelha) e debris celulares no limen (estrela azul).
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5 DISCUSSAO

A transferéncia de olanzapina, antipsicético atipico, através do leite materno foi
reportada (GOLDSTEIN et al., 2000; GARDINER et al.,, 2003; MISHRA; MOHANTY,
2010; AYDIN; NAYIR, 2015). O tratamento com olanzapina é frequentemente associado a
varias anomalias metabdlicas, incluindo obesidade, dislipidemia, diabetes mellitus
(VIDARSDOTTIR et al., 2010).

No presente estudo, ratos pré-puberes tratados com 5 e 10 mg/kg de olanzapina
durante periodo lactacional, exibiram, aos 21 dias de idade, aumento significativo em seu
peso corporal em relacdo ao grupo controle. O ganho de peso, em curto periodo de exposi¢do
a terapia antipsicotica com olanzapina, é frequentemente reportado pela literatura (FROTA,
2001; ALMEIDA, 2006; ZHANG, 2014). Conforme descrito por Davey et al. (2012) e Van
der Zwaal (2014), o tratamento com olanzapina via ingestao oral ou infusdo por minibombas
osmoticas afetou significativamente a ingestdo alimentar e hidrica e reduziu a locomoc¢do em
ratos. Aumento de adiposidade com consequente ganho de peso em ratos também foi
reportado por Correll et al. (2011). Em particular, o antagonismo pelo receptor histaminico
H1 foi identificado como o principal efeito colateral contribuinte para ganho de peso corporal/
obesidade induzida por olanzapina (MATSUI-SAKATA et al.,, 2005; CORRELL, 2008;
LIAN et al., 2014).

O peso testicular é um parametro importante para avaliagdo reprodutiva dos machos,
devido a sua alta correlacdo positiva com a producdo de espermatozoides (FRANCA,;
RUSSELL, 1998). Em nosso estudo houve reducéo significativa do peso testicular de ratos
pré-puberes tratados via leite materno com olanzapina nas doses de 5 e 10 mg/kg quando
comparado ao grupo controle. Do mesmo modo, Mishra e Mohanty (2010) obtiveram reducéo
neste parametro ao tratar camundongos neonatos com olanzapina nas doses de 4, 8 e 10
mg/kg durante o periodo lactacional.

O peso epididimario dos animais ao 21° dia pos-natal exibiu reducdo significativa
nos animais dos grupos tratados com 5 e 10 mg/kg em relacdo ao grupo controle e ao tratado
com 2,5 mg/kg. O peso e o tamanho do epididimo possuem correlagdo direta com os niveis de
testosterona, o que determina ndo apenas o seu desenvolvimento, mas tambem, sua atividade
funcional (COPPENOLLE et al., 2001; DOHLE, 2003). Deste modo, conforme observado no
presente estudo, a hiperprolactinemia decorrente da ingestdo via leite materno de olanzapina

promoveu diminuicdo do peso epididimario nos grupos tratados com maiores doses.
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O baixo nivel de testosterona plasmatica no grupo tratado com 10 mg/kg de
olanzapina suporta as alteracBes nos pesos dos testiculos e do epididimo. A prostata
igualmente ao epididimo depende da testosterona para o seu crescimento, diferenciacdo e
manutenc&o de sua estrutura e funcdo. E na prostata que ocorre a converso da testosterona ao
seu metabolito mais ativo, Sa-diidrotestosterona, pela atividade de S5a-redutase (LEE;
JANULIS, 1998).

Embora os pesos de 6rgdos androgeno-dependentes como a préstata e a glandula
seminal ndo tenham mostrado diferencas significativas entre 0s grupos experimentais, notou-
se, contudo, no primeiro, uma tendéncia a reducdo desse pardmetro em todos os grupos de
neonatos tratados via leite materno cujas mées tinham recebido olanzapina, via oral, em
relacdo ao grupo controle. Por outro lado, no que tange ao peso da glandula seminal ndo se
evidenciou diferencas significativas entre os grupos estudados.

O indice gonadossomatico se caracteriza pelo percentual de massa corporal alocada
no testiculo (CALDEIRA et al., 2010). Neste trabalho, a diminuicdo no IGS pode ser
justificada pelo aumento médio do peso corporal dos animais e diminuicdo do peso testicular.
Sabe-se que a olanzapina induz substancialmente o ganho de peso de maneira dose-
dependente, decorrente de hiperfagia (COOPER et al., 2007). De acordo com Gomendio et al.
(2006), o IGS esta diretamente relacionado com a producdo relativa de espermatozoides em
espécies de roedores. Além disso, 0 peso testicular tem correlacdo positiva com a populagéo
de células de Sertoli e producdo espermatica didria (FRANCA et al., 2005). Portanto, nesta
fase do desenvolvimento gonadal é bastante provavel que a hiperprolactinemia causada pela
olanzapina tenha reduzido a populacdo de células de Sertoli e aumentado a degeneracdo de
células germinativas principalmente no grupo de animais tratados com 10 mg/kg o que
justifica sobremaneira o baixo IGS deste grupo.

Estudos conduzidos por Mishra e Mohanty (2010), em camundongos neonatos de
ambos 0s sexos, expostos a terapia com olanzapina nas doses de 4, 8 e 10 mg/kg, durante
periodo lactacional, reportaram elevado ganho de peso corporal, assim como significativo
aumento da prolactina e reducdo de testosterona, o0 que corrobora com nossos achados para
roedores.

Parametros biométricos como peso testicular e os pertencentes ao compartimento
tubular tais como: volume de tubulos seminiferos, de epitélio seminifero e de tunica propria

tiveram reducdo significativa em sua volumetria em ratos pré-puberes expostos a olanzapina,
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via leite materno, nas doses de 2,5, 5 e 10 mg/kg de olanzapina em relagdo ao grupo controle,
exceto limen tubular.

Com relacdo ao lumen dos tabulos seminiferos de ratos pré-puberes nao foram
notadas diferencas significativas em sua volumetria. O retardo no desenvolvimento de células
de Sertoli durante o desenvolvimento pos-natal ocasiona atraso na maturacdo testicular
(STOKER et al., 2000), na formagédo das jungdes de oclusdo, na secrecdo de fluido e na
formacgédo do Iumen tubular (RUSSELL et al., 1998). A interacdo entre células de Sertoli e
destas com as células germinativas sdo cruciais para a transformacao dos corddes seminiferos
em tObulos para que ocorra luminacdo e estabelecimento do processo espermatogénico
(ORTH; JESTER, 1995).

Em ratos, a proliferacdo das células de Sertoli se inicia durante a vida fetal,
estendendo-se por duas a trés semanas apds o nascimento (ORTH, 1982; BORTOLUSSI et
al., 1990), coincidindo o encerramento das divisdes mitéticas das células de Sertoli com o
inicio de proliferacdo dos espermatdcitos primarios (RUSSELL et al., 1998).

Grupo tratado com maior dose de olanzapina, 10 mg/kg, possuiu reducéo da altura do
epitélio germinativo, assim como, células germinativas descamadas para o lume tubular, o que
corrobora alteragfes histopatologicas encontradas neste trabalho, bem como aquelas
reportadas por Mishra e Monhanty (2010) ao tratar camundongos neonatos com olanzapina
nas doses de 8 e 10 mg/kg.

A regressdo significativa do peso testicular nos ratos pré-puberes tratados com
olanzapina durante periodo lactacional e as alteracdes histopatoldgicas nesse 6rgdo também
foram refletidas pela diminuicdo do didmetro dos tubulos seminiferos e do comprimento
tubular.

No presente estudo, alteracdes histopatologicas de parénquima testicular de ratos pré-
pUberes expostos a olanzapina nas menores doses, via leite materno, durante 21 dias, mostrou
a presenca de tubulos seminiferos luminados e ndo luminados, porém alguns tubulos
seminiferos apresentaram células germinativas em processo de morte celular, com nucleo
picnotico e descamadas no lume do corddo seminifero. Os principais achados histopatoldgicos
observados no grupo tratado com 10 mg/kg de olanzapina foram: espermatogbnias em
processo de morte celular, celulas germinativas em descamacédo para o interior do lumen,
célula gigante sincicial e debris celulares no lumen, o que corrobora com alguns achados

histopatoldgicos testiculares descritos por Mishra e Mohanty (2010), entre eles, reducdo da
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camada de células germinativas e do didmetro tubular, assim como presenca de células em
necrose descamadas no lume.

Sabe-se que processo espermatogénico é regulado por uma complexa inter-relacdo de
sinais enddcrinos e paracrinos tendo como principal regulador horménio liberador de
gonadotrofinas (GnRH). A producdo de sinais pulsateis deste hormonio liberador
hipotalamico sobre as células gonadotrépicas da adenohipdfise promove incremento na
sintese e secrecdo de hormonio foliculo estimulante (FSH) e hormdnio luteinizante (LH), os
quais agem no testiculo (WALKER; CHENG, 2005). A hiperprolactinemia esta associada
com supressdo pulsatil de GnRH (COLAO et al., 2000). Isto resulta na diminui¢do de FSH e
LH com consequente infertilidade (GRATTAN et al., 2007) e disfuncdo reprodutiva
(DICKSON et al., 2000).

No presente estudo, infere-se que a alteracdo qualitativa do parénquima testicular de
ratos pré-puberes, com consequente hipogonadismo testicular, pode estar relacionada a
hiperprolactinemia induzida pela olanzapina com repercussdes enddcrinas negativas sobre o
eixo hipotalamo-pituitaria-gonadal.

Sabe-se que esse antipsicético causa reducao dos niveis de LH e de testosterona por
supresséo do GnRH (GRATTAN et al., 2007). Embora, neste trabalho, ndo se tenha
mensurado os niveis plasmaticos de LH, ha evidéncias de que a supressdo da testosterona
encontrada, sobretudo, nos animais tratados com a dose mais elevada de olanzapina tenha
reduzido os niveis circulantes desse hormoénio. Tal entendimento, coaduna-se com oS
resultados obtidos por Mishra e Mohanty (2010), em que a continua administracdo de
olanzapina via leite materno por 28 dias aos camundongos neonatos diminuiu
significativamente os niveis plasmaticos de LH e de testosterona, tornando esses animais
vulneraveis aos efeitos da elevacdo de prolactina. Vale destacar, que esses autores também
reportaram persisténcia dos efeitos adversos desse farmaco nas doses de 8 e 10 mg/kg em
camundongos puberes, aos 63 dias, em que também houve elevacdo dos niveis prolactina e
diminuicédo dos niveis de LH e testosterona.

Deve-se destacar ainda, a maior sensibilidade dos roedores a hiperprolactinemia
(ROURKE et al., 2006). Assim, neste experimento, a exposi¢do dos ratos durante periodo de
desenvolvimento testicular, a terapia com olanzapina via leite materno, do 1° ao 21° dia de
vida, tornaria esses animais mais vulneraveis aos efeitos da prolactina. Contudo, esses efeitos
sobre a hiperprolactinemia ndo podem ser totalmente preditivos para seres humanos
(HARVEY; EVERETT; SPRINGALL, 2008) pois, para roedores, 0 mecanismo de interacdo
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desse antipsicotico com a prolactina sdo diferentes para seres humanos (ROURKE et al.,
2006). O grau de disrupgdo foi reportado ser variavel de acordo com a classe de droga
antipsicotica e a idade do rato. Efeitos mediados pela olanzapina sdo mais intensos em ratos
juvenis quando comparados a ratos adultos (FELL et al. 2004; 2005).

No compartimento intertubular de todos os grupos de experimentais que receberam
doses de olanzapina, via leite materno, houve redu¢do no volume liquido das células de
Leydig. O volume liquido das células de Leydig € um parametro fortemente correlacionado
com a populacdo celular e ou atividade esteroidogénica destas células (SILVA JUNIOR,;
FRANCA, 2001). Além disso, Franca et al. (2005) relacionaram a quantidade e o tamanho de
células de Leydig, bem como o volume do reticulo endoplasmatico a capacidade destas
células quanto a producdo de testosterona. De acordo com 0s nossos resultados de volume
individual médio de células de Leydig em ratos pré-puberes, a olanzapina, administrada
indiretamente, via leite materno, reduziu este parametro em todos os grupos tratados.

Sabe-se que testosterona diminui os niveis de receptores de prolactina (SHIMON;
MELMED, 2005). Camundongos machos, submetidos a terapia com olanzapina durante
periodo lactacional, mostraram um aumento na imunoreatividade e hipertrofia das células
produtoras de prolactina, o que indica grande sintese e liberacdo de prolactina na circulacéo
(MISHRA; MOHANTY, 2010).

Embora alteragcdes hormonais possam influenciar os mecanismos relacionados com a
proliferacdo, a diferenciacdo e a funcdo das células de Leydig, promovendo alteracdo no em
seu numero (KHAKI et al., 2010; SCHOELLER et al., 2012; NASROLAHI et al., 2013),
neste experimento, a populacdo de células de Leydig por grama de testiculo ndo foi alterada
pelo tratamento, e sim sua fungdo esteroidogénica, a qual foi associada aos baixos niveis
plasmaticos de testosterona, sobretudo nos animais tratados com a maior dose do
antipsicotico.

Neste estudo, houve reducdo do didmetro e do volume individual das células de
Leydig em todos os grupos de ratos pré-puberes tratados com olanzapina. O reticulo
endoplasmatico liso (REL) ocupa cerca de 60% da area citoplasmatica das células de Leydig
(KIANIFARD et al., 2011), sendo a organela mais abundante desta célula (SHIRAI et al.,
2013). Portanto, as reducgdes do volume individual dessas células podem estar relacionadas a
diminuicdo da area ocupada por essa organela. Além disso, 0 REL possui relagdo direta com a
producdo de andrégenos, sendo um dos locais de estoque de enzimas envolvidas na
esteroidogénese (KIANIFARD et al., 2011).
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A concentracdo plasmaética de testosterona diminui progressivamente para 0,2 ng/mL
durante 8 a 24 dias de vida. De 30 a 55 dias, 0s niveis de testosterona se estabilizam nos ratos
adultos (1 - 2 ng/mL) (WALKER; CHENG, 2005). Estudo conduzido Bringel et al. (2013)
destacou a importancia da testosterona na manutencdo qualitativa e quantitativa da
espermatogénese. Deste modo, a reducdo de niveis de testosterona em ratos pré-puberes,
sobretudo nos aminais tratados com 10 mg/kg de olanzapina, aliada a possivel diminuicao de
atuacdo do FSH sobre as células de Sertoli pode ter levado a diminuicdo da altura do epitélio
seminifero, com descamacdo de células germinativas para interior do lamen.

Ademais, Ricci et al. (2009) observaram reducGes no compartimento tubular
atribuidas a diminuicdo no tamanho dos tubulos e atrasos no processo espermatogénico. Sabe-
se que o efeito mitogénico do FSH sobre as células de Sertoli imaturas € mediado pelo
aumento dos niveis intracelulares de AMP ciclico (ORTH; BOEHM, 1990). Apds este
periodo, as células de Sertoli perdem sua habilidade mitética e permanecem numericamente
estaveis (GONDOS; BERNDSTON, 1993).

A olanzapina é um antipsicoético atipico que se liga a receptores de serotonina 5HTo,
assim como receptores de dopamina D> (KELLY; CONLEY, 2004; NASRALLAH, 2008;
PARK et al., 2010). Evidéncias farmacoldgicas demonstraram que a serotonina no cérebro
exerce importante controle na secrecdo de FSH e LH, por agir na inibicdo da liberacdo de
GnRH (HEDGER et al., 1995). A inibi¢do desse processo ocorre devido a necessidade de
acdo sinérgica do FSH e da testosterona na manutencdo qualitativa e quantitativa da
espermatogénese (GRISWOLD, 1993; SHARPE, 1994). Além disso, a hiperprolactinemia
decorrente do tratamento com olanzapina ocasiona supressdo dos niveis de GnRH
(GRATTAN et al., 2007). Como as gonadotrofinas estdo presumidamente diminuidas em
funcdo da elevacdo dos niveis cerebrais de serotonina (HEDGER et al., 1995) e dopamina
(FITZGERALD; DINAN, 2008) decorrente do tratamento com olanzapina, infere-se que esse
antipsicotico tenha influenciado indiretamente na populacdo de células de Sertoli, o que
reduziu o comprimento total dos tubulos seminiferos em todos os grupos tratados.

A prolactina tem sido apontada como responsavel pela inducdo e proliferacdo das
células de Leydig em ratos pré-puberes. O nivel de prolactina (PRL) circulante considerado
necessario para manutencédo da fungéo reprodutiva em roedores varia de 0,003 a 0,015 ng/mL
(SERRI et al., 2003; EGLI et al., 2010).

Entretanto, a hiperprolactinemia em animais adultos possui um efeito negativo sobre

a producdo de testosterona devido a reducdo na secrecdo de LH (WILLIAMS et al., 2007).
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Segundo Wong et al. (1993) ela pode causar hipogonadismo e diminui¢do dos niveis de
testosterona conforme obtido em nosso estudo, sobretudo nos animais tratados com 10 mg/kg
de olanzapina.

No hipotalamo ocorre a sintese de dopamina, que € um importante fator de inibicao
da prolactina (PIF), atuando através da ligacdo com receptores do tipo D2 na membrana
celular dos lactotrofos (LAMBERTS et al., 1990; NAHAS, 2006;). Outros PIF sdo 0 GABA e
0 peptideo associado a gonadotrofina (GAP) (CASTRO E SILVA; CASTRO, 2005). O
blogqueio na sintese de dopamina estimula e os neurdnios do ndcleo paraventricular a produzir
0 peptideo intestinal vasoativo (VIP), promovendo aumento do nivel plasmatico de prolactina.

Em nosso estudo, a reducdo no volume total das células de Leydig em ratos pré-
puberes tratados com olanzapina pode estar associado a maior estimulacdo e sintese de
prolactina conforme reportado por Williams et al. (2007). Niveis elevados de prolactina
promoveram diminuicdo da concentragdo de testosterona no grupo tratados com 10 mg/kg
durante periodo lactacional. Essa diminuicdo plasmastica de testosterona esta relacionada com
a elevacdo da prolactina e provavel reducdo dos niveis de GnRH e por conseguinte,

diminuicdo de LH e FSH com repercussdes negativas sobre o eptitelio germinativo.
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6 CONCLUSAO

O presente estudo demonstrou que a olanzapina administrada durante o periodo
lactacional, sobretudo em doses mais elevadas, interferiu sobre eixo hipotalamo-hipofise-
gbnoda de ratos pré-puberes.

A disrupcéo desse eixo ocasionada pelo antipsicotipo atipico em doses mais elevadas
reduziu a testosterona e promoveu a hiperprolactinemia. Estas alteracbes hormonais
promoveram ganho de peso corporal, repercussdes negativas sobre o peso epididiméario e
testicular.

A utilizacdo de olanzapina durante o periodo critico do desenvolvimento testicular
ocasionou alteracdes de parametros morfomeétricos relacionados diretamente com a populagédo
de células de Sertoli e células geminativas bem como, alteracdes degenerativas e atrofia

tubular.
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CAPITULO 3

AVALIACAO I\/IORFOI\/I,ETRICA TESTICULAR E ENDOCRINA DE RATOS
WISTAR ADULTOS APOS TRATAMENTO COM OLANZAPINA DURANTE
PERIODO LACTACIONAL

RESUMO

A olanzapina é um antipsicotico atipico com acdo antagonista para receptores de serotonina e
dopamina utilizados na pratica psiquiatrica. Com base na evidéncia farmacoldgica de que esta
droga pode interferir no controle das fungdes reprodutivas do macho, o presente estudo teve
como objetivo avaliar os efeitos da administracdo de olanzapina, via leite materno, e suas
repercussdes nos parametros morfométricos testicular e enddcrino de ratos Wistar adultos
apos exposicao lactacional. Ap6s o0 nascimento, vinte e quatro ratos recém-nascidos foram
selecionados aleatoriamente para a composi¢do dos seguintes grupos: I) grupo controle de
neonatos cujas maes receberam solucdo salina a 0,9% NaCl (n = 6); Il) grupo de neonatos
cujas mées foram tratadas com 2,5 m/kg de olanzapina (n = 6); 11l) grupo de neonatos cujas
mées foram tratadas com 5 mg/kg de olanzapina (n = 6); e 1VV) grupo de neonatos cujas maes
foram tratadas com olanzapina 10 mg/kg (n = 6). Ap6és o desmame, 0s animais foram
separados das respectivas méaes, durante os quais o tratamento com o antipsicotico foi
interrompido. Aos 90 dias de idade, estes animais foram sacrificados e tiveram seus 6rgaos
sexuais e perfis endocrinos avaliados. Os testiculos foram rotineiramente processado para
inclusdo em resina plastica (metacrilato de glicol). Secgdes histologicas com 4 um de peso
foram coradas por azul de toluidina/borato de sodio 1% e analisadas histometricamente.
Foram colhidas amostras de sangue para dosagens de testosterona e prolactina. Os resultados
mostraram ganho de peso corporal nas doses mais elevadas e pesos reduzidos nos testiculos,
epididimo, prostata e glandula seminal. A andlise histopatoldgica e histomorfométrica da
espermatogénese indicou degeneracao testicular. O hipogonadismo assim observado pode ser
mediado pela hiperprolactinemia induzida por olanzapina, que inibe ainda mais a secrecao de
testosterona. Os processos degenerativos testiculares associados as alteracfes hormonais nos
ratos adultos nos levam a acreditar que este evento € irreversivel mesmo apds a interrupcao do
antipsicotico apos o desmame. Assim, impacto adverso foi persistente até a idade adulta com
doses mais elevadas do farmaco, como evidenciado pela anélise do peso testicular, histologia
e perfis hormonais de ratos pos-puberes expostos lactacionalmente como recém-nascidos e
pubescentes.

Palavras chave: Olanzapina. Espermatogénese. Rato. Leite. Testosterona. Prolactina.
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ABSTRACT

Olanzapine is an atypical antipsychotic with antagonistic action for serotonin and dopamine
receptors used in psychiatric practice. Based on the pharmacological evidence that this drug
may interfere in the control of male reproductive functions, the present study aims to evaluate
the effects of administration of olanzapine via maternal milk and its repercussions on the
testicular and endocrine morphometric parameters of lactational exposed adult Wistar rats.
After birth, twenty-four male neonate rats were randomly selected for the composition of the
following groups: 1) control group of neonates whose mothers received 0.9% NaCl saline
solution (n = 6); Il) group of neonates whose mothers were treated with 2.5 mg/kg olanzapine
(n = 6); I11) group of neonates whose mothers were treated with 5 mg/kg olanzapine (n = 6);
And V) group of neonates whose mothers were treated with olanzapine 10 mg/kg (n = 6).
After weaning, the animals were separated from their respective mothers, during which
treatment with the antipsychotic was stopped. At 90 days of age, these animals were
sacrificed and had their sex organs and endocrine profiles evaluated. Testis were routinely
processed for inclusion in plastic resin (glycol methacrylate). Histological sections with 4 pm
of the weight and stained by toluidine blue/sodium borate 1% and analyzed histometrically.
Blood samples were collected for testosterone and prolactin dosages. The results showed body
weight gain at the highest doses, and reduced testis, epididymis, prostate and seminal gland
weights. Histopathologic and histomorphometric analysis of spermatogenesis indicated
testicular degeneration. The hypogonadism thus observed might be mediated by olanzapine-
induced hyperprolactinemia, which further inhibited secretion of testosterone.Testicular
degenerative processes associated with hormonal changes in adult rats have a significance for
this irreversible event even after discontinuation of the antipsychotic after weaning. Thus,
adverse impact was persistent until adulthood with higher doses of the drug as evidenced by
the analysis of testicular weight, histology and hormonal profiles of post-pubertal rat
lactationally exposed as neonates and pubescents.

Keywords: Olanzapine. Spermatogenesis. Rat. Milk. Testosterone. Prolactin
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1 INTRODUCAO

A olanzapina é um agente antipsicético atipico de segunda geracdo amplamente
empregado na pratica psiquiatrica. Esses antipsicotico se ligam aos receptores de serotonina
(5HT2a-28-2c) € de dopamina D, (SWEETMAN, 2005; PARK et al., 2010; NASRALLAH,
2008). Ela tem sido usada para tratamento da esquizofrenia (KAPUR; REMINGTON, 2001) e
do transtorno bipolar (DE OLIVEIRA; JURUENA, 2006) devido aos efeitos extrapiramidais
reduzidos. No entanto, o ganho de peso corporal e a disfuncdo sexual/reprodutiva séo dois
efeitos adversos que causam preocupacdo (HADDAD, 2005; WETTERLING, 2001).

Adicionalmente, estudos clinicos e laboratoriais comprovaram a transferéncia de
olanzapina através do leite materno por meio de cromatografia liquida (AYDIN; NAYIR,
2015; GARDINER et al., 2003; GOLDSTEIN et al., 2000; ILETT et al., 2004).

Evidencias farmacol6gicas demonstraram que a serotonina no cérebro exerce
importante controle na secre¢do de FSH e LH, por agir na inibicdo da liberacdo de GnRH
(HEDGER et al., 1995). A inibicdo desses processos ocorre devido a necessidade de acéo
sinérgica do FSH e da testosterona na manutencdo qualitativa e quantitativa da
espermatogénese (GRISWOLD, 1993; SHARPE, 1994). Sabe-se que a olanzapina causa
elevacdo nos niveis plasmaticos de prolactina (MISHRA; MOHANTY, 2010). Assim, tem-se
que hiperprolactinemia decorrente do tratamento com olanzapina ocasiona supressdao dos
niveis de GnRH (GRATTAN et al., 2007). Como esses hormdnios estdo presumidamente
diminuidos em funcédo da elevacdo dos niveis cerebrais de serotonina (HEDGER et al., 1995)
e de dopamina (FITZGERALD; DINAN, 2008) provocado pelo tratamento com olanzapina,
infere-se que esse antipsicotico possa influenciar indiretamente na populacdo de células de
Sertoli nos animais tratados com olanzapina com repercussfes sobre a espermatogénese.

Estudos conduzidos por Hyun et al. (2002) e Otth et al. (2007) relataram que a
presenca de receptores dopaminérgicos em testiculos de ratos pode sugerir uma interacdo
desconhecida entre o sistema nervoso e o reprodutivo. Considerando que os receptores de
dopamina estdo presentes em ceélulas germinativas dos tubulos seminiferos os efeitos da
olanzapina sobre a espermatogénese pode se dar dois mecanismos: a reducdo do nivel de
testosterona ou de uma agao direta nas células germinais (SOLIMAN, et al., 2014).

H4 relatos conflitantes sobre o efeito que drogas antipsicéticas causam na funcéo do
eixo hipofise-gonadal, incluindo distdrbios nas concentragbes de horménios sexuais e
desenvolvimento dos orgéaos genitais (ZHANG et al., 2007; SMITH et al., 2002).
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Portanto, o presente estudo teve como objetivo avaliar os efeitos da administracdo de
diferentes doses de olanzapina no periodo lactacional e suas repercussdes sobre 0s parametros
morfomeétricos testiculares e enddcrinos em ratos Wistar adultos; sobretudo com investigacéo

sobre alteracOes qualitativas e quantitativas da espermatogénese.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 ANIMAIS E DESENHO EXPERIMENTAL

Foram utilizadas 12 ratas Wistar prenhes (230-280g) (Rattus norvegicus, var.
albinus) pertencentes ao biotério da Area de Fisiologia do Departamento de Morfologia e
Fisiologia Animal da Universidade Federal Rural de Pernambuco, as quais foram mantidas
em temperatura 23 + 1°C, em ciclo claro-escuro de 12 horas. Agua e comida (Labina,
Purina®, Brasil) foram oferecidas ad libitum até o final do experimento. Diariamente, as mées
passaram a receber dose Unica de olanzapina diluida em solucéo salina NaCl 0,9 % ou veiculo
(solucdo salina NaCl 0,9%) via oral, por meio de gavagem. Esse tratamento foi instituido
durante o periodo de 1° ao 21° dia pds-parto, de modo que 0s animais recebessem,
indiretamente, a olanzapina via leite materno até o desmane.

A dose foi calculada como a base peso equivalente e administrada as mées de acordo
com o seguinte protocolo: 1) grupo controle solucéo salina NaCl 0,9%; 1) grupo tratado com
2,5 mg/kg de olanzapina; I11) grupo tratado com 5 mg/kg de olanzapina; e grupo 1V) tratado
com 10 mg/kg de olanzapina.

Vinte e quatro ratos neonatos machos foram escolhidos ao acaso para a composicao
dos seguintes grupos: 1) grupo controle de neonatos cujas mées receberam solucdo salina
NaCl 0,9% (n=6); IlI) grupo de neonatos cujas maes foram tratadas com 2,5 mg/kg de
olanzapina (n = 6); Ill) grupo de neonatos cujas mées foram tratadas com 5 mg/kg de
olanzapina (n=6); e 1V) grupo de neonatos cujas mées foram tratadas com 10 mg/kg de
olanzapina (n=6).

Apds o desmame, 0s ratos neonatos foram separados de suas respectivas maes, periodo
em que foi interrompido o tratamento com o antipsicotico. Somente aos 90 dias de idade,

esses animais foram sacrificados e tiveram seus 0rgaos sexuais e perfis endocrinos avaliados.
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O presente experimento foi aprovado pelo Comité de Etica da Universidade Federal
Rural de Pernambuco, Protocolo n® 23082008993/2013, sob Registro de Licenga n° 073/2013

- CEUA/UFRPE em conformidade com os principios basicos para pesquisa com animais.

2.2 PERFUSAO TECIDUAL E PROCESSAMENTO HISTOLOGICO

Aos 90 dias de idade, os ratos Wistar machos de cada grupo foram heparinizados
(125 UI/100g de peso corporal) e apds 15 minutos, anestesiados via intramuscular com
associacdo de quetamina (80 mg/kg) e xilazina (15 mg/kg). Posteriormente foi realizada
coleta sangue total por pungéo no seio venoso (confluéncia das veias cavas), centrifugacgéo,
acondicionamento de aliquotas de plasma sanguineo em tubos plasticos de 2 mL e estocados a
-20 °C para posterior dosagem de testosterona e prolactina. Apds coleta de sangue feita
realizada perfusdo intracardiaca com solugdo fisiologica de NaCl a 0,9%, acrescida de
heparina sodica (500 UI/L) e nitroprussiato (100 mg/L), por um periodo de tempo entre 5 e 10
minutos. Apo6s lavagem do sistema vascular, os animais foram perfundidos com solucéo
fixadora de glutaraldeido a 4% (Vetec®, Brasil), em tampédo fosfato de sodio, pH 7,2 e
0,01M, durante 25 minutos. Ap6s a perfusdo com solucdo fixadora foram removidos e
pesados em balanca digital (Kern® 410, Brasil) com precisdo de quatro casas decimais 0S
testiculos, epididimos, prostata e glandula seminal. Apds as medidas, os érgdos coletados
foram seccionados em fragmentos de até 2 mm de espessura, 0s quais foram submetidos a
refixacdo na mesma solucdo de perfusdo. Para estudo ao microscopio de luz, os fragmentos
foram desidratados em séries crescentes de alcoois e incluidos em resina plastica a base de
glicol metacrilato (Leica®, Brasil). Foram realizados cortes histolégicos de 4 um em
microtomo rotativo de ldmina de vidro, corados em azul de toluidina/borato de sédio a 1% e
analisados morfologicamente e morfometricamente em microscépio (Leica ICC50®, Brasil).
Apo6s preparacdo das laminas histologicas, fotos dos componentes testiculares foram
capturadas usando o0 microscOpico Optico acoplado ao computador. Para anélise
histomorfométrica testicular foi usado o software (ImageJ, EUA).

O indice gonadossomaético (IGS), que corresponde a uma relacdo percentual entre o
peso testicular o peso corporal, foi calculado a partir dos pesos corporal e testicular obtidos no
dia da eutanasia de acordo Tenorio et al. (2011) com a seguinte formula:

IGS (%) = [peso testicular/ peso corporal] x 100
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A andlise histométrica dos testiculos e a determinacdo do numero de células de
Sertoli foi realizada através da histologia quantitativa dos testiculos, executadas de acordo

com a metodologia descrita por Bringel (2013).

2.3 PROP,ORQ(N)ES VOLUMETRICAS (%) E VOLUME DOS COMPONENTES DO
TESTICULO

Os dados volumétricos da composicdo do parénquima testicular foram obtidos
usando contagem de pontos por alocacdo sistematica de graticula micrométrica (Olympus®)
com 441 pontos de intersec¢cdo sobre a preparacdo histoldgica de testiculo em aumento de
400x. Quinze campos foram contabilizados aleatoriamente totalizando 6615 pontos para cada
animal.

De acordo com Valenca et al. (2013), o volume de cada componente testicular,
expresso em mL, foi criado pelo o produto de pontos percentuais dos componentes
testiculares  (densidade volumétrica %) e volume dos testiculos (testiculos liquido do
testiculo).

O testiculo foi dividido em dois compartimentos, tubular e intertubular ou
intersticial. Do primeiro foram avaliados a tanica prépria, o epitélio seminifero e o lumen;
enquanto no segundo foram investigados: células de Leydig, células do tecido conjuntivo,
vasos sanguineos e espaco linfatico. Como a densidade do testiculo é em torno de 1,03 a 1,04,
0 peso do testiculo foi considerado igual ao seu volume.

O volume de cada componente do testiculo, expresso em pL foi estabelecido a partir
do produto entre a densidade volumétrica dos constituintes testiculares (%) e o peso liquido
do testiculo (g). O valor deste ultimo foi obtido pela subtracdo de 6,5% da albuginea do peso
testicular bruto (BRINGEL et al. 2013).

2.4 DIAMETRO TUBULAR, ALTURA DE EPITELIO SEMINIFERO E COMPRIMENTO
TOTAL DE TUBULOS SEMINIFEROS

O diametro tubular e a altura do epitélio foram medidos em aumento de 100x usando
reticulo micrométrico linear (10 mm/100 - Olympus®) calibrado com um micrémetro padréo.
A medida de diametro tubular médio para cada rato foi obtida a partir da mensuracéo de 15
tubulos escolhidos aleatoriamente, com perfis redondos ou arredondados. A altura do epitélio
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foi obtida nos mesmos tabulos utilizados para determinar o didmetro tubular. Para tal,
tomaram-se duas medidas diametralmente opostas, tendo como referéncia a tlnica propria e 0
limite entre o limen e epitélio germinativo determinando-se, desta forma, a altura média do
epitélio seminifero.

O comprimento total dos tubulos seminiferos (CT) por testiculo, expresso em metros,
foi estimado a partir do conhecimento do volume ocupado pelos tubulos seminiferos no
testiculo e do diametro tubular médio obtido para cada animal. A seguinte formula foi

empregada conforme demonstrada por Tenorio et al. (2011).
CT = VTS/nR?

Em que VTS representa o volume total de tdbulos seminiferos e nR? = Area da

seccdo transversal dos tabulos seminiferos (R = diametro tubular/2).

25 CONTAGEM DA POPULACAO DE CELULAS DE SERTOLI POR SECCAO
TRANSVERSAL DE TUBULOS SEMINIFEROS

A estimativa da populagdo de células de Sertoli em ratos adultos foi estabelecida de
acordo com o método proposto por Russell et al. (1990). Nestas contagens, foram utilizadas
cinco seccOes transversais de tabulos seminiferos para cada animal. Contaram-se nucléolo de
células de Sertoli por tabulo seminifero.

As contagens de nucléolos das células de Sertoli obtidas foram corrigidas para o
didmetro nuclear e espessura do corte histologico, utilizando-se a seguinte formula de
Abercrombie (1946) modificada por Amann e Almiquist (1962):

Espessura do corte
2 2
Espessura do corte + \/( D';/I J - [ D'Z' j

O diametro nuclear médio (DM) representa a média das medidas dos diametros de 10

NuUmero corrigido = contagem obtida x

nucleos do tipo celular estudado, para cada animal. Os didmetros nucleares foram medidos
com o auxilio de reticulo micrometrico linear (10 mm/100 - Olympus) adaptado a uma das

oculares de 10x e acoplada a objetiva de 100x, propiciando um aumento final de 1000x.
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A populacdo total de células de Sertoli (CS) por testiculo foi obtida a partir do
namero corrigido de nucléolos de células de Sertoli por sec¢do transversal de tdbulo
seminifero e do comprimento total de tdbulos seminiferos por testiculo, segundo a formula

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

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

NUmero CS Testiculo =

2.6 MORFOMETRIA DE CELULAS DE LEYDIG

Para o célculo do didmetro nuclear de células de Leydig, 30 perfis nucleares de
células de Leydig foram capturados em objetiva de ampliacdo de 1000x e analisados com 0
software LAZ EZ 1.6.0. O didmetro nuclear foi obtido por meio de duas medicGes
diametralmente opostas, de acordo com a metodologia proposta por Saraiva et al. (2006).

No tocante a densidade volumétrica de células de Leydig (%), utilizou-se um reticulo
com 441 pontos (acoplado em microscopio), e ampliados 1000x. Mil pontos foram contados,
considerando nucleo e citoplasma da célula. A partir dessa proporcdo foram calculados o

volume citoplasmatico e o volume celular:

Volume citoplasmatico = % citoplasma x volume nuclear/ % nucleo

Volume celular = volume nuclear + volume citoplasmatico

Com os resultados do volume de uma célula de Leydig e do volume total de células
de Leydig se obteve o nimero total destas células por testiculos. A divisdo desse valor pelo

peso liquido do testiculo forneceu o nimero de células de Leydig por grama de testiculos.

2.7 DOSAGEM DE TESTOSTERONA E PROLACTINA

O sangue coletado dos ratos adultos pelo método intracardiaco foi centrifugado a
2000 rpm durante 10 minutos a fim de preparar o soro para medigdes de testosterona e
prolactina. A determinacédo quantitativa de testosterona e prolactina foi realizada pela técnica
de quimioluminescéncia empregando-se kits comerciais (Beckman Coulter®, EUA), e o0s
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ensaios foram realizados através do equipamento Beckman Coulter Access 2. Os resultados
foram reportados como ng/mL.

3 ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos foram expressos através da estatistica descritiva de tendéncia de
centralidade e dispersdo (média e desvio padrdo); e quando necessarias estas médias foram
avaliadas mediante técnica de andlise de variancia (ANOVA), com post-hoc de Tukey-
Kramer como teste de multiplas compara¢es com o intuito de analisar quais grupos diferiram
entre si. Para dados que ndo seguiram as tendéncias de normalidade, realizou-se o teste ndo
paramétrico de Kruskal-Wallis, com posterior teste post-hoc de Dunn. Para as construcdes
gréaficas, utilizou-se o programa GraphPad Prism (versdo 5.0). O tratamento estatistico foi

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

4 RESULTADOS

4.1 PESO CORPORAL, PESO DE ORGAOS ANDROGENO-DEPENDENTES E iNDICE
GONADOSSOMATICO

O peso corporal de ratos adultos dos grupos controle e tratados com olanzapina séo
apresentados na Tabela 1. Aos 90 dias pos-natal houve um aumento extremamente
significativo neste parametro entre o animais dos grupos tratados com 5 e 10 mg/kg em
relacdo aos grupos controle e de 2,5 mg/kg.

O peso do testiculo e peso liquido testicular do grupo tratado com 10 mg/kg
mostraram reducdo significativa nesses parametros em relacdo aos grupos controle e tratados
com 2,5 e 5 mg/kg. Com relacdo ao indice gonadossomatico - IGS (%) mostrado na Tabela 1
houve reducéo extremamente significativa entre o grupo tratado com 10 mg/kg de olanzapina
em relagdo ao grupo controle. Notou-se também reducdo significativa desse parametro entre o
grupo tratado com 5 mg/kg e o grupo controle. Ndo houve diferenca significativa entre o

grupo tratado com 2,5 mg/kg e grupo controle (Tabela 1).
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Tabela 1 - Peso corporal (g), peso de 6rgdos sexuais (g) e indice gonadossomatico - IGS (%) de ratos
Wistar adultos tratados ou ndo com olanzapina, via leite materno, durante os 21° dias pos-
natal e avaliados aos 90 dias de idade.

Grupos Experimentais

Controle 2,5 mg/kg 5 mg/kg 10 mg/kg
Peso corporal 260,20 + 6,172 273,2 + 7,022 288,0 + 15,9° 302,8 + 7,50°
Testiculo 1,57 +£0,13° 1,53+0,10? 1,41 + 0,05% 1,21 £ 0,22
IGS (%) 1,20 £ 0,10? 1,12 £ 0,08% 0,99 +£0,10° 0,80 £ 0,14°
Peso liquido testicular 1,46 £ 0,12° 1,43 +0,09° 1,34 + 0,05% 1,13 +£0,21°
Epididimo 0,61+0,13? 0,60 + 0,142 0,62 + 0,05% 0,41 +0,04°
Prostata 0,68 +0,172 0,50 £ 0,16% 0,56 £ 0,122 0,44 +0,08°
Glandula Seminal 1,98 + 0,43° 1,45 +0,18° 1,13+0,13" 1,14 + 0,22

Fonte - O autor, 2017.
Nota - Os valores representam a média + desvio padrdo. Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca
estatistica p<0,05.

Conforme mostrado na Tabela 1, o peso de epididimo e da prostata de ratos adultos
quando tratados com 10 mg/kg de olanzapina exibiram reducdo significativa em relacdo aos
grupos controle e tratados com 2,5 e 5 mg/kg. No que tange ao peso da glandula seminal
mostrado na Tabela 1 houve diferenca significativa entre os grupos tratados com 5 e 10 mg/kg

com olanzapina em relagdo aos grupos controle e tratado com dose de 2,5 mg/kg.

4.2 HISTOMORFOMETRIA TESTICULAR

Dados referentes aos parametros volumeétricos dos constituintes do parénquima
testicular de ratos Wistar adultos, aos 90 dias de idade, dos grupos controle e tratados com
diferentes doses de olanzapina durante o periodo lactacional sdo apresentados na Tabela 2.

Conforme demonstrado na Tabela 2, a administragdo de olanzapina reduziu
significativamente o volume ocupado por tdbulos seminiferos em animais do grupo
experimental tratados com 10 mg/kg em relacdo aos grupos controle e de 2,5 mg/kg (p =
0,002). Entre os grupos tratados com 5 e 10 mg/kg de olanzapina ndo houve diferenca
significativa.

De modo analogo, pode-se notar na Tabela 2 que houve reducéo significativa da
volumetria total de epitélio seminifero em ratos tratados com a maior dose de olanzapina, 10

mg/kg, em relagéo aos grupos controle e tratado com 2,5 mg/kg.
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O volume de lumen tubular de ratos adultos ndo demonstrou diferenga significativa
entre 0s grupos experimentais. No tocante & volumetria de tunica propria, houve aumento
muito significativo desse parametro nos animais do grupo tratado com 10 mg/kg de
olanzapina em relacdo ao grupo controle (p = 0,0001). Grupos tratados com olanzapina nédo
diferiram entre si (Tabela 2).

Constou-se reducao significativa no volume total das células das células de Leydig
no grupo de ratos adultos tratados com 10 mg/kg de olanzapina em relacdo aos grupos
controle e tratados com 2,5 e 5 mg/kg (Tabela 2). No tocante a volumetria de vasos
sanguineos do parénquima testicular de ratos adultos, ndo foram constatadas alteracOes
significativas entre 0s grupos experimentais (Tabela 2).

Com relacdo a volumetria do espaco linfatico do parénquima testicular, notou-se
aumento significativo no grupo tratado 10 mg/kg de olanzapina em relacdo ao grupo controle.
Entretanto todos grupos tratados ndo diferiram em relag&o ao grupo controle.

Em relacdo ao volume de células do tecido conjuntivo presente no parénquima
testicular dos ratos adultos, houve aumento significativo do grupo tratado com 10 mg/kg de

olanzapina com relacdo aos demais grupos experimentais (Tabela 2).

Tabela 2 - Volume (uL) dos componentes testiculares de ratos Wistar adultos tratados ou ndo com
olanzapina, via leite materno, durante os 21° dias pds-natal e avaliados aos 90 dias de

idade.
Grupos Experimentais

Controle 2,5 mg/kg 5 mg/kg 10 mg/kg
Tdbulo seminifero 1,31 +0,13° 1,25 + 0,08 1,20 + 0,05% 1,00 + 0,19
Epitélio seminifero 1,10 + 0,09° 1,04 + 0,08 0,99 + 0,062 0,83+0,17"
Lamen tubular 0,16 £ 0,04 0,15 % 0,02 0,16 % 0,06 0,14 0,03
Tunica prépria 0,028 + 0,003? 0,034+ 0,005®  0,035+0,007% 0,042+ 0,007
Células de Leydig 0,031 + 0,005? 0,024+0,003 0,027 + 0,005? 0,020 + 0,001°
\/aso sanguineo 0,055 + 0,049 0,044+0,048 0,030 + 0,003 0,017 0,013
Espaco linfatico 0,08 + 0,022 0,07 £ 0,032 0,10 £ 0,012 0,13+ 0,01°
Celulas do tecido 0,006 + 0,0022 0,006 40,003 0,006 + 0,002? 0,010 £ 0,003°

conjuntivo

Fonte - O autor, 2017.
Nota - Os valores representam a média + desvio padrdo. Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca
estatistica p<0,05.

Em ratos adultos, redugdo extremamente significativa foi observada na medida dos

diametros dos tubulos seminiferos nos grupos tratados com olanzapina durante periodo
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lactacional em relagdo ao grupo controle (p = 0,004) (Tabela 3). Do mesmo modo, em relagédo
a altura de epitélio seminifero, observou-se reducdo significativa nos grupos tratados com
olanzapina em relacdo ao grupo controle (Tabela 3).

No que tange ao comprimento total dos tUbulos seminiferos dos ratos adultos
apresentado na Tabela 3, houve reducéo significativa desse parametro no grupo tratado com
10 mg/kg de olanzapina durante o periodo lactacional em relacdo aos demais grupos. (Tabela
3).

Com relagdo & populagdo de células de Sertoli (x107) por seccdo transversal de
tubulo seminifero em estagio VII do ciclo do epitélio seminifero dos ratos adultos apresentado
na Tabela 3, observou-se que houve reducéo significativa dos grupos tratados com 5 e 10
mg/kg em relacdo ao grupo controle. Adicionalmente, entre 0s grupos tratados com

olanzapina ndo houve diferencas significativas.

Tabela 3 — Diadmetro tubular (um), altura de epitélio seminifero (um), comprimento total de tdbulo
seminifero (m) e populacédo de células de Sertoli (x107) de ratos Wistar adultos tratados
ou ndo com olanzapina via leite materno durante os 21° dias pds-natal e avaliados aos 90
dias de idade.

Grupos Experimentais

Controle 2,5 mg/kg 5 mg/kg 10 mg/kg
Diametro tubular 330,20+ 15.60° 288,10+ 27,84" 289,30+ 1059 287,30 +24,69"
Altura de epitélio 13140 + 11,878 94,83 + 7,28" 86,15 + 7,89° 80,42 +16,04°
Comprimento tubular 19,66 + 1,70 17,14 + 1,672 17,99 + 1,552 13,22 +1,50°
Populagao de celulas ¢ o\ 9 05 4401187 3,88 + 1,08 3,00 + 2,700
de Sertoli

Fonte - O autor, 2017.
Nota - Os valores representam a média + desvio padrdo. Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca
estatistica p<0,05.

4.3 HISTOMORFOMETRIA DE CELULAS DE LEYDIG

De acordo com os dados da Tabela 4 houve reducdo extremamente significativa do
didametro nuclear das células de Leydig (um) nos ratos adultos tratados com diferentes doses
de olanzapina durante o periodo lactacional (p<0,0001) quando comparados com 0s animais
do grupo controle.

De modo analogo, pode-se observar que o volume de células de Leydig apresentou
uma redugdo muito significativa em todos os grupos de ratos adultos tratados com diferentes

doses de olanzapina durante periodo lactacional em relagdo ao grupo controle (p < 0,0001).
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N&o se observaram diferencas significativas na populacdo de células de Leydig/ grama de

testiculo entre 0s grupos experimentais.

Tabela 4 — Diametro de nucleo de célula de Leydig (um), volume de célula de Leydig (um?3) e
populagdo de células de Leydig (x107)/ grama de testiculo de ratos Wistar adultos tratados
ou ndo com olanzapina via leite materno durante os 21° dias p6s-natal avaliados aos 90
dias de idade.

Grupos Experimentais

Controle 2,5 mg/kg 5 mg/kg 10 mg/kg
Diametro nuclear de célula g o5 4 g 45 7,13 +0,44° 6,99 £0,66° 6,85 0,34
de Leydig
I\_/g;‘éfge de célula de 042,2+120,1* 514,0+101,8°  460,7+131,1°  452,7 +70,6"

Populacdo de célula de
Leydig/g de testiculo
Fonte - O autor, 2017.
Nota - Os valores representam a média + desvio padrdo. Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca
estatistica p<0,05.

3,35+ 1,00 2,33+ 1,67 3,73+1,18 4,19+1,40

4.4 DOSAGEM DE TESTOSTERONA E PROLACTINA

Dados de testosterona plasmatica e prolactina estdo demonstrados na Figura 1 (A-B).
Houve reducdo extremamente significativa dos niveis de testosterona nos ratos adultos
tratados com olanzapina durante o periodo lactacional nas doses de 2,5 mg/kg, 5 mg/kg e 10
mg/kg em relacdo ao grupo controle (p < 0,0001). No tocante aos niveis plasmaticos de
prolactina, estes se encontraram significativamente elevados nos grupos tratados com 5 e 10

mg/kg de olanzapina em relacdo ao grupo controle (p = 0,00031).
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Figura 1 — Concentracdo plasmatica de testosterona (ng/mL) e prolactina (ng/mL) de ratos Wistar
adultos tratados ou ndo com olanzapina via leite materno durante os 21° dias pds-natal e
avaliada aos 90 dias de idade.
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Fonte - O autor, 2017.
Nota - Os valores representam a média + desvio padrdo. Letras diferentes indicam diferenga estatistica p<0,05.

4.5 HISTOPATOLOGIA TESTICULAR

A andlise histopatologica de parénquima testicular de ratos Wistar adultos tratados
ou ndo com diferentes doses de olanzapina, via leite materno avaliadas aos 90 dias de idade
estdo apresentados nas Figuras 2 (A-D) e 3 (A-D).

O grupo controle mostrou parénquima testicular com estrutura preservada, contendo
tubulos seminiferos, células de Leydig, vasos sanguineos adequadamente dispostos (Figura 2
A-B). Grupo de ratos tratados com 2,5 mg/kg de olanzapina mostrou diversas células
germinativas em distintos estadios de desenvolvimento, assim como notou-se presenca de
célula descamada em processo de morte celular no Iimen tubular (Figura 2 C-D).

No grupo de ratos tratado com 5 mg/kg, notou-se vacuolizacdes no epitélio
seminifero, presenca de células germinativas do estagio pré-meidtico da espermatogénese,
assim como espermatides arredondadas descamadas no lumen tubular (Figura 3 A-B). Por sua
vez, as principais lesGes histopatoldgicas observadas no grupo tratado com 10 mg/kg de
olanzapina foram: varias vacuoliza¢cdes do epitélio germinativo, tibulos seminiferos com
baixa celularidade no epitélio germinativo, aglomerado de restos celulares no Iimen tubular,
assim como tubulo seminifero com afrouxamento e descamacdo de células germinativas
(Figura 3 C-D)
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Figura 2 - Fotomicrografia de parénquima testicular de ratos Wistar adultos dos grupos controle e
tratado com 2,5 mg/kg de olanzapina, via leite materno, durante os 21° dias pos-natal e
avaliados aos 90 dias de idade.

Fonte - O autor, 2017.
Nota:

A — Parénquima testicular de ratos Wistar adultos do grupo controle. Tubulos seminiferos (TS) em
seccao transversal e espago intertubular (EIT). Notar a presenca de varios vasos sanguineos (seta).

B — Detalhe normal de tabulo seminifero no estagio VIII do ciclo do epitélio seminifero de ratos adultos
do grupo controle. Notar células de Sertoli (seta). No intertibulo observar vaso sanguineo (VS) e
varias células de Leydig (seta azul).

C — Parénquima testicular de ratos adultos do grupo tratado com 2,5 mg/kg de olanzapina. Tubulos
seminiferos (TS) em seccdo transversal mostrando varios estagios do ciclo do epitélio seminifero e
espaco intertubular (EIT) contendo vaso sanguineo (seta).

D — Detalhe de tubulo seminifero de ratos adultos do grupo tratado com 2,5 mg/kg de olanzapina. Notar
a presenca de tubulo seminifero no estagio VIII do ciclo do epitélio germinativo contendo células
germinativas descamadas no lume tubular (*). Nos tubulos seminiferos, observar diferentes fases
de maturacdo das células germinativas: espermatécito primario em pré-leptéteno/leptoteno (seta
vermelha), espermatécito primario em paquiteno (seta preta) espermatide arredondada (cabeca de
seta vazia) e espermatide alongada (seta branca). Notar célula descamada em processo de morte
celular no limen tubular (seta amarela).
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Figura 3 — Fotomicrografia de parénquima testicular de ratos Wistar adultos dos grupos tratados com 5 mg/kg e
10 mg/kg de olanzapina, via leite materno, durante os 21° dias p6s-natal e avaliados aos 90 dias de
idade.

Fonte - O autor, 2017.
Nota:

A — Parénquima testicular de ratos Wistar adultos do grupo tratado com 5 mg/kg de olanzapina.
Observar a presenca de espaco intertubular (EIT) e vasos sanguineos (VS) delimitados por tibulos
seminiferos (TS).

B — Detalhe de tubulos seminiferos de ratos adultos do grupo tratado com 5 mg/kg de olanzapina. Notar
vacuolizacBes no epitélio seminifero (estrela azul) e presenca de células germinativas do estagio
pré-meidtico da espermatogénese (seta branca), espermatides arredondadas descamadas no limen
tubular (seta vermelha).

C — Parénquima testicular de ratos adultos do grupo tratado com 10 mg/kg de olanzapina. Notar varias
vacuolizagBes do epitélio germinativo (seta), tlbulos seminiferos com baixa celularidade no
epitélio germinativo (seta vazia) e aglomerado de restos celulares (estrela vermelha) no lumen
tubular.

D — Detalhes de tibulos seminiferos, em seccgdo transversal, de ratos adultos do grupo tratado com 10
mg/kg de olanzapina. Notar tubulo seminifero com afrouxamento e descamacdo de células
germinativas. Presenca de células germinativas do estagio pré-meiético (seta vermelha) e pds-
meidtico (seta amarela) da espermatogénese.
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5 DISCUSSAO

No presente estudo avaliaram-se, em ratos Wistar adultos, os efeitos da
administracdo de olanzapina, via leite materno, durante os primeiros 21° dias pos-natal sobre
0s parametros morfométricos testiculares e endécrinos.

A olanzapina € um agente antipsicotico atipico de segunda geracdo que se liga a
receptores de serotonina 5HT>, assim como receptores de dopamina D2 (PARK et al., 2010;
NASRALLAH, 2008; WIECK; HADDAD, 2004). A transferéncia desse farmaco através do
leite materno ja fora reportada. Evidéncias ja foram apresentadas para os potenciais efeitos
adversos decorrentes da exposicdo de antipsicoticos (GARDINER et al. 2003; GOLDSTEIN
et al. 2000).

Como outros agentes antipsicoticos atipico, a olanzapina pode induzir significativo
ganho de peso (BUSTILLO et al., 2003). No presente trabalho, o ganho de peso corporal foi
maior em ratos machos adultos aos 90 dias de idade pertencentes aos grupos tratados com 5 e
10 mg/kg de olanzapina durante o periodo lactacional. E importante destacar que o ganho de
peso verificado na idade adulta pode ser decorrente da modificacdo das vias dopaminérgicas
relacionadas a saciedade ocorrida durante os 21° dias de idade.

Soliman et al. (2014) observaram aumento de 43,7% no peso corporal de ratos
adultos tratados com 0,5 mg/kg de olanzapina. Esse farmaco bloqueia os receptores de
dopamina, assim, é concebivel que a modulacdo desta via pode resultar em hiperfagia
(ALBAUGH et al., 2006), ocasionando elevagéo do peso corporal. Sabe-se que esse ganho de
peso, em curto periodo de exposicdo a terapia antipsicotica com olanzapina, é frequentemente
reportado pela literatura (ALMEIDA, 2006; FROTA, 2001; ZHANG, 2014). Conforme
descrito por Davey et al. (2012) o tratamento com olanzapina via oral afetou
significativamente a ingestdo alimentar e hidrica, assim como reduziu a locomogao em ratos
promovendo ganho de peso corporal. Adicionalmente, segundo Correll et al. (2011), a
olanzapina promove aumento de adiposidade com consequente ganho de peso em ratos.

Melzter el al. (1989) afirmaram que o bloqueio serotoninérgico 5HT2a é cerca de 8
vezes mais intenso que o bloqueio dopaminérgico D2 na modulacdo do apetite, pardmetro este
importante na definicdo do grau de atipicidade de um antipsicético. Por outro lado, receptores
centrais de serotonina 5HT>c e de histamina H1 desempenham um papel importante na
regulacdo do apetite, e interferem no balanco energético de longo prazo (LAM et al., 2008;.
MASAKI et al., 2004; TSUDA et al., 2002). De modo geral, tratamento com antipsicéticos
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tem sido implicado no ganho de peso (DENG et al.,, 2010;. KROEZE et al., 2003;.
REYNOLDS et al., 2006) e a olanzapina devido a sua alta afinidade aos receptores
anteriormente citados tem forte relacdo com o ganho de pesso corporal (ELLINGROD et al.,
2005).

Pesquisas demonstraram que em ratos machos, mesmo na auséncia de ganho de peso,
ha inimeros efeitos metabdlicos prejudiciais (ALBAUGH et al., 2011; MINET-RINGUET et
al., 2007; VICTORIANO et al., 2009) podendo até mesmo incorrer em ganho de peso, com a
extensdo dos protocolos de tratamento (SHOBO et al., 2011). Por outro lado, Bringel et al.
(2013) néo evidenciaram ganho de peso em ratos adultos tratados com diferentes doses de
olanzapina, mas sim manutencdo desse pardmetro, mesmo na terapia antipsicética com
olanzapina na dose mais elevada, 10 mg/kg.

O peso testicular é um pardmetro importante para avaliacdo reprodutiva dos machos,
devido a sua alta correlacdo positiva com a producdo de espermatozoides (FRANCA, 2005).
Em nosso estudo houve redugdo dos pesos testicular bruto e liquido dos animais tratados
durante periodo lactacional com olanzapina e avaliados na idade adulta, aos 90 dias, na dose
de 10 mg/kg quando comparado aos grupos controle, 2,5 e 5 mg/kg. Do mesmo modo, estudo
conduzido por Soliman et al. (2014) obteve reducdo do peso testicular em ratos adultos
tratados com olanzapina nas doses de 0,5 e 2,0 mg/kg por 14 semanas. Os resultados indicam
que este antipsicético, quando administrado durante o periodo lactacional, promoveu
regressao testicular com significativa reducdo no peso do testiculo com evidentes alteracfes
histopatolégicas e morfométricas, acarretando efeitos adverso sobre as funcgdes reprodutivas
em ratos adultos.

Os pesos epididimario, prostatico e da glandula seminal foram reduzidos na dose
mais elevadas de olanzapina. De acordo com Lanning et al. (2002) e Creasy (2003) a reducéo
do peso epididimario é indicativa de diminui¢do da espermatogénese no testiculo, reducéo do
contetdo no epididimo e dos niveis adequados de testosterona que alcangcam este 6rgdo via
ducto epididimario e hematogena. A préstata igualmente ao epididimo depende da
testosterona para o seu crescimento, diferenciacdo e manutencio de sua estrutura e funcdo. E
na préstata que ocorre a conversdo da testosterona ao Seu metabolito mais ativo, Sa-
diidrotestosterona, pela atividade de Sa-redutase (LEE; JANULIS, 1998).

Os baixos em niveis de testosterona plasmatica tém sido relacionados a utilizacéo de
antipsicoticos em ratos (BRINGEL et al., 2013; ZHANG et al., 2007) e humanos
(KONARZEWSKA et al., 2014). Neste estudo, nos grupos tratados com olanzapina durante o
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periodo lactacional houve reducéo desse horménio na idade adulta. Deste modo, as alteracoes
encontradas nos pesos testicular, epididimario e prostatico podem ser atribuidas a redugdo dos
niveis plasmaticos de testosterona como efeito colateral do tratamento com olanzapina
durante o periodo juvenil do tratamento.

O percentual volumétrico de tubulos seminiferos no parénquima testicular em ratos
corresponde a 89%, e tem correlacdo direta com peso testicular, comprimento tubular,
producdo espermatica e populacdo de células de Sertoli (FRANCA; RUSSELL, 1998). No
presente trabalho, o didmetro tubular e o comprimento dos tabulos seminiferos também foram
afetados negativamente pela utilizacdo da olanzapina no periodo lacatcional. VVolumes de
tibulos seminiferos e de epitélio germinativo também tiveram reducdo de sua volumetria nos
animais tratados com 10 mg/kg de olanzapina via leite materno, em relag¢do ao grupo controle.
Isto demonstra que a olanzapina administrada via leite materno durante o periodo lactacional
produziu efeito colateral definitivo em pardmetros testiculares relacionados com a
espermatogénese. Efeitos similares observados neste trabalho foram descritos por Mishra e
Mohanty (2010) quando da exposicao neonatal a olanzapina em camundongos adultos.

A populacéo de celulas Sertoli nos animais adultos sofreu reducdo significativa de 29
e 43% nas doses de 5 e 10 mg/Kg, respectivamente nos ratos tratados com olanzapina durante
o0 periodo lactacional.

As respostas das células de Sertoli ao FSH variam de acordo com o periodo de
desenvolvimento testicular em que o animal se encontra (ASATIANI, 2002). Durante o
periodo fetal e neonatal do desenvolvimento testicular o FSH é considerado o principal fator
mitogénico das células de Sertoli, influenciando diretamente na populacdo destas células de
no testiculo de individuo adultos assim como na producdo espermatica (ORTH, 1984; ORTH,
etal. 1988; ORTH, 1993; SHARPE, 1994; MEACHEM et al. 1996)

Evidéncias farmacoldgicas demonstraram que a serotonina no cérebro exerce
importante controle sobre a liberacdo de GnRH, inibindo a secrecéo de FSH e LH, (HEDGER
et al., 1995). Como esses horménios estdo presumidamente diminuidos em funcdo da
elevacdo dos niveis cerebrais de serotonina (HEDGER et al. 1995) e de dopamina
(FITZGERALD; DINAN, 2008) provocado pelo tratamento com olanzapina, podemos inferir
que esse antipsicotico, administrado durante o periodo lactacional, tenha influenciado na
reducdo da populacdo de células de Sertoli nos grupos tratados com 5 e 10 mg/kg e

comprimento total dos tabulos seminiferos do grupo tratado com a maior dose.
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Experimento conduzido por Konarzewska et al. (2009) sugere que a acdo direta da
olanzapina sobre as células de Sertoli no testiculo esta correlacionada & diminuigdo dos niveis
de inibina B. Sabe-se que 0s niveis séricos de inibina B estdo fortemente correlacionados com
volume testicular e com contagem espermatica. Em individuos inférteis, os niveis baixos de
inibina B trazem prejuizo a espermatogénese (MEACHEM et al., 2001).

Dentre os efeitos colaterais relacionados ao uso olanzapina, a hiperprolactinemia tem
sido bastante relatada (GRATTAN et al.,, 2007). Segundo De Rosa et al. (2003), a
hiperprolactinemia em humanos induz ao hipogonadismo decorrente da reducdo de GnRH e
consequentemente de gonadotrofinas e testosterona. E importante destacar que os niveis de
prolactina, neste experimento, permaneceram elevados nos ratos adultos tratados com 5 e 10
mg/kg de olanzapina durante o periodo lactacional, mesmo apds a suspensdo do tratamento
aos 21 dias de idade. Isto nos leva a acreditar que a administracdo da olanzapina nessas
dosagens, durante o periodo lactacional, pode ter provocado um desequilibrio no eixo
hipotdlamo-hipdfise-gbnada. Este desequilibrio provavelmente perdurou até a idade adulta,
justificando os niveis de elevados prolactina mesmo na auséncia do antipsicético.

O aumento no volume de células do conjuntivo de ratos adultos tratados com 10
mg/kg em relacdo aos demais grupos experimentais provavelmente esta relacionado ao
aumento na populagdo de células de Leydig. As células mesenquimais do intersticio testicular
estdo diretamente relacionadas ao surgimento de novas células de Leydig (TEERDS;
HUHTANIEMI, 2015). Segundo Chapin et al. (2016) a prolactina é capaz de aumentar a
fosforilacdo da proteina STAT-5 (Sinal Transdutor e Ativador de Transcricdo -5) e 0s niveis
de RNAm para receptor de LH. Além disso, de acordo Dombrowicz et al. (1996), a prolactina
influencia o aumento das células mesenquimais e do nimero de células de Leydig. Estudos
com roedores associaram o aumento de infiltracdo de macréfagos e a elevacdo dos
marcadores pré-inflamatorios a olanzapina (DAVEY et al., 2012; VICTORIANO et al., 2010)
resultando em aumento de células do tecido conjuntivo o que justificaria, no presente
experimento, nosso achado.

Neste estudo houve aumento do volume de tunica propria no grupo de ratos tratados
com maior dose de olanzapina, o que corrobora com os resultados obtidos por Soliman et al.
(2014) que notaram elevado aumento da espessura da membrana basal, bem como a
deposicdo de fibras de colageno em grupo de ratos tratados com o mesmo farmaco. Além
disso, em processos degenerativos testiculares ocorre espessamento da tunica propria,

caracterizada por estimulo a deposicdo da matriz extracelular (TRISTAO, 1986). Reforcando
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0 autor citado anteriormente, o espessamento da ldmina propria de tubulos seminiferos
degenerados ocorre devido ao aumento do contetido de fibras colagenas e de glicoconjugados
(PINART et al., 2001).

O aumento no espaco linfatico do parénquima testicular foi constatado nos animais
adultos que receberam 10 mg/kg de olanzapina durante o periodo lactacional. Este resultado
pode decorrer da diminuicdo volumétricas dos tabulos seminiferos que ocorreu nos demais
tratamentos.

O volume liquido das células de Leydig é um parametro que indica fortemente a
populacédo celular e ou atividade esteroidogénica destas células (SILVA JUNIOR; FRANCA,
2001). Além disso, Francga et al. (2005) relacionaram a quantidade e o tamanho de células de
Leydig, bem como o volume do reticulo endoplasmatico a capacidade destas células quanto a
producdo de testosterona.

As células de Leydig constituem-se na fonte de androgenos testiculares que sdo
sintetizados a partir de uma molécula base, o colesterol. Baseado em inimeros trabalhos
realizados em diferentes laboratdrios, pode-se observar diferencas na populacéo de células de
Leydig por grama de testiculo, como também no volume da célula em vérias espécies de
mamiferos (SILVA JUNIOR; FRANCA, 2001).

No presente estudo foram observadas reducdes no didmetro nuclear e no volume
individual das células de Leydig em todos os grupos tratados com olanzapina. No entanto, a
populacdo de células de Leydig/grama de testiculo ndo diferiram entre 0s grupos
experimentais. O volume individual das células de Leydig esta diretamente relacionado com o
reticulo endoplasmatico liso (FRANCA et al., 2005). Além disso, o reticulo endoplasmatico
liso possui relacdo direta com a producdo de andrégenos, sendo um dos locais de estoque de
enzimas envolvidas na esteroidogénese (KIANIFARD et al., 2012). Portanto, a reducdo do
volume individual dessas células observadas neste estudo pode estar associada a diminuicdo
da area ocupada por essas organelas.

A prolactina tem sido apontada como responsavel pela inducdo e proliferacdo das
células de Leydig em ratos. A hiperprolactinemia em animais adultos possui um efeito
negativo sobre a producéo de testosterona por acdo da secrecdo reduzida de LH (WILLIAMS
et al., 2007).

Em ratos adultos a concentracéo de testosterona permanecem estabilizados entre 1-2
ng/mL (WALKER; CHENG, 2005). Em nosso estudo, a reducédo de niveis de testosterona em

animais adultos diminuiram de 2 ng/mL no grupo controle para 0,4 a 0,8 ng/mL nos grupos
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tratados. A olanzapina administrada no periodo lactacional influenciou negativamente nos
niveis de testosterona na idade adulta, sobretudo nos aminais tratados com a maior dose de
olanzapina, 10 mg/kg.

Vaérios estudos tém demonstrado a importancia da testosterona na manutengédo
qualitativa e quantitativa da espermatogénese (BRINGEL et al., 2013; WALKER; CHENG,
2005). A diminuicdo dos niveis de testosterona, em pacientes com distlrbios psicoticos
tratados com risperidona e olanzapina possui uma forte relacdo com com episédios de
hiperprolactenemia e disfuncédo sexual (KONARZEWSKA et al., 2009)

No presente trabalho, os niveis de prolactina determinados na idade adulta
aumentaram nos grupos tratados com doses mais elevadas de olanzapina, 5 e 10 mg/kg.
Contudo, torna-se importante ressaltar que a exposi¢do dos ratos a olanzapina ocorreu
somente durante o periodo de aleitamento materno. Desta maneira, os individuos adultos,
permaneceram com 0s niveis elevados de prolactina e reduzidos de testosterona como
consequéncia desta exposicdo neonatal a olanzapina. Portanto, a exposi¢do neonatal a esse
farmaco parece ter modificado o eixo Hipotdlamo-Hipofise-Génada de tal maneira que os
niveis de prolactina e testosterona permaneceram alterados mesmo ap0s a suspensao da
exposicao aos 21 dias pos-natal.

A prolactina tem sido apontada como responsavel pela proliferacdo das células de
Leydig em ratos pré-puberes. Contudo, a hiperprolactinemia em animais adultos possui um
efeito negativo sobre a producdo de testosterona por inibir da secrecdo de LH (WILLIAMS et
al. 2007). Embora neste trabalho ndo se tenha determinado os niveis de LH, os altos niveis de
prolactina provocado pela administracdo de olanzapina pode ter induzido a inibicdo de GnRH
com consequente diminuicdo de LH e de testosterona (DE ROSA et al. 2003).

No hipotalamo ocorre a sintese de dopamina, que € um importante fator de inibicao
da prolactina (PIF), que atua através da ligacdo com receptores do tipo D2 na membrana
celular dos lactotr6fos (LAMBERTS et al., 1990; NAHAS, 2006). Outros PIF sdo o GABA e
0 peptideo associado a gonadotropina (GAP) (CASTRO E SILVA; CASTRO, 2005). Quando
a sintese de dopamina é bloqueada, os neurdnios do nucleo paraventricular sdo estimulados a
produzir o peptideo intestinal vasoativo (VIP) ocorrendo um aumento do nivel plasmatico de
prolactina.

Embora haja relato que a hiperprolactinemia seja um efeito colateral pouco frequente
em relacdo a utilizagdo de antipsicoéticos atipicos, dentre eles a olanzapina, e por esta raz&o,

ela tem sido usada frequentemente para tratamento de esquizofrenia (WIECK; HADDAD,
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2004). Por outro lado, e corroborando com nossos achados, a elevagdo nos niveis de
prolactina esta associada ao emprego de olanzapina (KONARZEWSKA et al., 2009).

Neste estudo, o hipogonadismo observado, pode ser mediado pelo aumento dos
niveis plasmaticos de prolactina e reducdo da testosterona induzido pelo uso de olanzapina
durante o periodo lactacional. Niveis elevados de prolactina como encontrado nos grupos
tratados com 5 e 10 mg/kg promoveram diminuic¢do da concentragédo de testosterona em todos
0S grupos tratados. Essa diminuicdo plasmastica de testosterona foi possivelmente uma
consequéncia da hiperprolactinemia e provavel diminuicdo nos niveis de LH com
repercussoes negativas sobre a espermatogénese.

No presente estudo, alteracdes histopatologicas em testiculos de ratos tratados com
olanzapina foram compativeis com degeneracdo testicular. Notaram-se presenca de tabulos
seminiferos com baixa celularidade, assim como, afrouxamento e descamacdo de células
germinativas, aglomerado de restos celulares no limen tubular, células germinativas sinciciais
e vacuolizagOes do epitélio germinativo. Tais achados foram mais expressivos no grupo de
animais tratados com doses mais elevadas de olanzapina.

A dopamina é um importante regulador das fungdes organicas centrais e periféricas
(MISSALE et al., 1998). A presenca de receptores dopaminérgicos em testiculos de ratos
pode sugerir uma interacdo desconhecida entre o sistema nervoso e o reprodutivo.
Considerando também que receptores de dopamina estdo presentes em células germinativas
dos tubulos seminiferos (HYUN et al., 2002; OTTH et al., 2007), os efeitos da olanzapina
como agente bloquedor de receptores 5HT e D, pode ocorrer por dois mecanismos: pela
reducdo do nivel de testosterona ou por uma acdo direta sobre as células germinativas
(SOLIMAN et al., 2014).

Alguns autores sugerem que a vacuolizacdo de células de Sertoli é atribuida a
degeneracdo anormal de células germinativas. Esses vacuolos correspondem a dilatacdes do
espaco extracelular, resultantes da descamacdo de células germinativas. Contudo, a
vacuolizacdo das células de Sertoli pode estar associada ao acumulo de lipidios intracelular
decorrente do processo de degeneracdo de células germinativas fagocitadas (PANIAGUA et
al., 1991). Esses achados também foram detectados em ratos tratados com antipsicético e
carbonato de litio (ALI et al., 2008). Resultados semelhantes ao nosso estudo foram obtidos
por Soliman et al. (2014) e Bringel et al. (2013) que ao tratar ratos adultos com dose diaria de
olanzapina evidenciaram descamacao de espermatdcitos e espermétides para o limen tubular,

desprendimento de espermatogbnias da membrana basal em alguns tubulos e aumento do
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espaco intercelular entre células espermatogénicas e células de Sertoli. Deste mesmo, 0
tratamento com olanzapina promoveu alteragdes na espermatogénese compativeis com

degeneracdo testicular.

6 CONCLUSAO

A utilizacdo de olanzapina durante o periodo lactacional alterou permanentemente o
eixo HPG em ratos adultos. Isto se refletiu pela permanéncia de elevados niveis de prolactina
e baixos niveis de testosterona, sobretudo nas doses mais elevadas.

A olanzapina administrada via leite materno alterou definitivamente parametros
morfométricos relacionados a espermatogénese, como comprimento total de tdbulos
seminiferos. Os processos degenerativos testiculares associados as alteragfes hormonais nos
individuos adultos nos leva a acreditar que este evento pode ser irreversivel mesmo ap6s a
interrupcéo do antipsicético apos o desmame.

Os baixos niveis de testosterona, sobretudo nos animais adultos que receberam as
maiores doses no periodo lactacional, tiveram relacdo inversa com os niveis de prolactina e
populacdo de ceélulas de Leydig embora estas células possuam reducdo do volume
citoplasmaticos quando doses mais elevadas de olanzapina sdo empregadas neonatalmente.
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