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VIEIRA, Milene Leivas. Exposig¢ao lactacional a Sulpirida: avaliagdo do cuidado
materno e de parametros reprodutivos e comportamentais na prole masculina de
ratos. 2013. 65f. Dissertacdo (Mestrado pelo Programa Multicéntrico de Pods-
Graduacgao em Ciéncias Fisiolégicas) — Universidade Estadual de Londrina — PR.

RESUMO

A incapacidade em produzir quantidades de leite suficiente para nutrir o bebé nos
primeiros dias do pods-parto tem levado as maes a recorrerem a farmacoterapia,
fazendo o uso de galactagogos. Estes atuam bloqueando receptores
dopaminérgicos, aumentando, desta forma, os niveis de prolactina. O antipsicético
Sulpirida tem sido documentado como um efetivo galactagogo, porém é excretado
no leite e neonatos acabam sendo expostos a esta droga durante uma fase do
desenvolvimento do organismo, podendo levar a alteragdes funcionais e
morfolégicas na vida adulta. Desta forma, o objetivo deste estudo foi avaliar se a
exposi¢cao materna a Sulpirida, durante a lactagao, poderia comprometer o cuidado
materno e/ou o desenvolvimento reprodutivo dos descendentes machos. As ratas
foram tratadas diariamente, por gavagem, com Sulpirida 2,5 mg/kg ou 25 mg/kg
durante a lactagdo. O comportamento materno foi avaliado no dia pds-natal 5 e 10.
Na vida adulta, foram avaliados os seguintes pardmetros nos machos: peso de
orgaos da reproducao; dosagem de testosterona plasmatica; contagem, morfologia e
motilidade espermatica; histomorfometria testicular e, comportamento e preferéncia
sexual. O tratamento com Sulpirida ndo prejudicou o cuidado materno, mas nos
filhotes causou aumento no peso da prostata, na dose de 25 mg/kg, e um dano
testicular, evidenciado pela reducdo no peso testicular e no volume dos tubulos
seminiferos, além de alteragcbes histopatoldgicas observadas pelo aumento na
porcentagem de tubulos seminiferos anormais em ambas as doses. Os dados
mostraram que a exposicdo maternal a Sulpirida pode ter impacto no
desenvolvimento reprodutivo dos filhotes de ratos machos.

Palavras-chaves: Galactagogo. Antagonista dopaminérgico. Testiculo. Préostata.
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ABSTRACT

Galactagogues are drugs that are purported to enhance milk production. These
drugs act by blocking dopamine receptors which increase prolactin levels. The
antipsychotic Sulpiride is documented to be effective as a galactagogue, but
transfers trough milk and the neonates are exposed to this drug during a phase of
development of the organism and may lead to functional and morphological changes
in adulthood. The aim of the present study was to evaluate if maternal exposure to
Sulpiride during lactation could disrupt maternal care and/or male offspring
reproductive development. The dams were treated daily, by gavage, with Sulpiride
2.5 mg/kg or 25mg/kg during lactation. Maternal behavior was analyzed on postnatal
days 5 and 10. At postnatal day 90, it was observed the following parameters in
males: reproductive organ weights, plasma testosterone levels, count, morphology
and motility, and testicular histomorphometry, behavior and sexual preference.
Sulpiride treatment did not impair maternal care, but in male offspring caused an
increase in prostate weight, in the 25 mg/kg dose, and a testicular damage shown by
reduction in testis weight and volume of seminiferous tubule, also histopathological
alterations such as an increased percentage of abnormal seminiferous tubules in
both dose. This data shows that maternal exposure to Sulpiride may impact the
reproductive development of male rats.

Keywords: Galactagogue. Dopamine antagonist. Testis. Prostate.
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1. Introducéo

O leite materno é considerado o melhor alimento para os bebés (Zuppa et
al., 2010) devido aos seus conhecidos beneficios para a crianga e para a mae
(Chaves et al., 2008). A producgao do leite materno é iniciada durante o parto,
com a expulsdo da placenta, diminuicdo dos niveis de progesterona e
aumentos nos niveis de prolactina. Esta produgédo € um processo fisioldgico
complexo, que envolve fatores fisicos e emocionais, além da interagdo de
horménios, cujo mais importante acredita-se ser a prolactina (Lawrence &
Lawrence, 2011). A incapacidade em produzir quantidades de leite suficiente
para nutrir o bebé nos primeiros dias do pds-parto € uma das principais causas
de abandono precoce do aleitamento (Amir, 2006). E devido a isso, as maes
tém recorrido a farmacoterapia, fazendo o uso de galactagogos (Lawrence &

Lawrence, 2011).

Galactagogos sao drogas que auxiliam na iniciagdo e manutencado da
producao adequada de leite (Gabay, 2002; Anderson & Valdes, 2007). As
drogas utilizadas atualmente para este fim (Metoclopramida, Domperidona,
Sulpirida) sao antagonistas dopaminérgicos, que agem através da interagéo do
hipotalamo com a hipdéfise anterior bloqueando os receptores de dopamina,
neutralizando a influéncia inibitéria desta sobre a secreg¢ao de prolactina, com

consequente aumento da produgéao de leite (Anderson & Valdes, 2007).

A Sulpirida, um antipsicético do grupo das benzamidas, tem sido
documentada como um efetivo galactagogo (Lewis & Howie, 1987; Gabay,
2002; Lasich, 2005), ja que a hiperprolactinemia € um efeito colateral que

acompanha o tratamento com este farmaco (Katzung, 2005). Atua de forma
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seletiva bloqueando os receptores dopaminérgicos pds-sinapticos pertencentes
a familia D2 (Caley & Weber, 1995). Atualmente sdo reconhecidos cinco
receptores dopaminérgicos diferentes, distribuidos em duas familias distintas: o
grupo dos receptores semelhantes a D¢ (receptor D1 e Ds), que aumentam
AMPc através da ativagdo da adenilciclase; e o grupo dos receptores
semelhantes a D, (receptor Dy, D3 € Dy4), que diminuem o AMPc, através da
inibicdo da adenilciclase, inibem os canais de calcio e abrem os canais de

potassio (Katzung, 2005).

A dopamina € um importante neurotransmissor envolvido na regulagao
dos comportamentos reprodutivos: comportamento sexual e comportamento
materno (Stolzenberg & Numan, 2011). O cuidado materno é essencial para a
sobrevivéncia e o desenvolvimento saudavel dos descendentes (Numan et al.,
2005). Os principais componentes do comportamento materno em ratas
puérperas sao: recuperacao dos filhotes para o ninho, limpeza dos filhotes,
amamentacdo e construcdo do ninho (Canteras, 2011). Estas respostas
maternais iniciais sao influenciadas por eventos hormonais ocorridos no final da
gestacao, incluindo o aumento de estradiol e prolactina, com a queda brusca
dos niveis plasmaticos de progesterona (Numan, 2006). Entretanto, a
manutencdo desse comportamento durante o periodo do pés-parto
remanescente € controlado principalmente por fatores ndo hormonais (tais
como os estimulos multi-sensoriais provenientes dos filhotes) (Silva et al.,
2001). Acredita-se que o estradiol induza uma cascata de sinalizagédo que
estimula o inicio do comportamento materno, porém a interacdo da fémea com
seus filhotes induz a liberacdo de dopamina no centro hipotaldmico

responsavel pelo comportamento materno (area medial pré-optica), onde este
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neurotransmissor exerce os mesmos efeitos de sinalizagdo, ativados pelo
estradiol e assim participa da manutencdo a longo-prazo do comportamento
materno (Miller & Lonstein, 2005). Além disso, outros autores (Lonstein &
Morrel, 2007; Stolzenberg & Numan, 2011) sugerem que a interagao
hipotalamica com o sistema dopaminérgico mesolimbico também é&
responsavel pela regulagdo das respostas maternais. Em animais, tem sido
demonstrado que a dopamina, além de estar envolvida na manutengéo,
também participa do inicio do cuidado materno (Bridges, 1985; Bridges, 1990;
Hansen, 1994; Lonstein et al., 1998) e que a exposicdo materna a antagonistas
dopaminérgicos (Silva et al., 2001; Byrnes et al., 2002), podem afetar interagao

mae-filhote.

Além disso, sabe-se que a Sulpirida é excretada de forma inalterada no
leite (Aono et al.,, 1979; Lewis & Howie, 1987; Gabay, 2002; Lasich, 2005;
Schaefer, 2007; Zuppa et al., 2010) portanto, neonatos acabam sendo
expostos a este farmaco que tem o potencial para bloquear os receptores
dopaminérgicos nos descendentes (Lewis & Howie, 1987). Sabe-se que a
prolactina tem um papel importante na regulacdo do crescimento e da fungao
normal de todos os tecidos sensiveis aos andrégenos (Jedlinska et al., 1995)
onde, niveis alterados de prolactina comprometem o funcionamento do sistema
reprodutor de animais adultos (Cheung, 1983; Laszczynska et al., 1992;
Jedlinska et al., 1995; De Rosa et al., 1998; Huang et al., 2008; Henderson et
al., 2008; Mishra & Mohanty, 2010). Desta forma a exposi¢do, durante a
lactagdo, a Sulpirida é preocupante, uma vez que, poderia interferir no
desenvolvimento de neonatos e comprometer funcionamento normal do

sistema reprodutor durante a vida adulta.
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Baseado nessas consideragbes, o presente estudo foi conduzido em
ratos com a proposta de avaliar se a exposicao materna a Sulpirida, durante a
lactacdo, poderia comprometer o cuidado materno e/ou o desenvolvimento
reprodutivo dos descendentes. Além disso, sabe-se que a transmissao
dopaminérgica influencia a atividade motora (Millan et al., 2004) e antagonistas
dopaminérgicos podem comprometé-la. Sendo assim, parametros relacionados
com a atividade geral foram incorporados a este estudo com o objetivo de
assegurar que a funcao motora nao interferisse com o cuidado materno e o

comportamento sexual.



11
2.1. Objetivo geral

Conduzir um estudo experimental para avaliar os efeitos da exposicao materna a
Sulpirida, em parametros comportamentais e reprodutivos na prole masculina, desde o
desmame até a vida adulta. Além disso, verificar se esta exposicdo poderia

comprometer o cuidado materno.

2.2. Objetivos Especificos

— Avaliar indicadores de toxicidade geral (ganho de peso, ingestdo de ragéo,
bem-estar geral e atividade geral) e de parametros do comportamento materno

em ratas tratadas durante a lactacdo com Sulpirida.

— Avaliar a atividade geral dos filhotes machos adolescentes (35 dias) e

adultos (75 dias) expostos a Sulpirida durante a lactagao.

— Avaliar parametros reprodutivos (do nascimento a vida adulta) dos filhotes
machos, expostos a Sulpirida durante a lactagcdo como: distancia anogenital;
dia do descolamento do prepucio; parametros espermaticos (contagem,
morfologia e motilidade espermatica); histologia testicular; peso dos o6rgaos
relacionados a reprodugdo; dosagem de testosterona plasmatica;

comportamento e preferéncia sexual.



3. Materiais e métodos

3.1. Desenho experimental

O diagrama abaixo (Figura 1)

empregado nesse trabalho.

‘ Tratamento matermo: CON; SUL 2,5 mg/kg; SUL 25 mg/kg ‘

| Comportamento Matemo ‘ | Atividade Geral

12

resume o desenho experimental

5

‘ DPN5 | | DPN10 | ‘ DPN35 | | DPN75 |

L1 T

1

FIH

i Descolamento
‘ Filhotes: peso e DAG ‘ do Prepicio

‘ Mé&e: Atividade Geral ‘ Filhotes: peso e DAG |

DPMNS0-100

v Coleta de sangue, orgdos e tecidos
v Contagem espermatica;
v Motilidade e morfologia espermatica;

¥ Pardmetros histologicos e biométricos
dos testiculos.

Comportamento sexual e
preferéncia sexual.

Figura 1. Diagrama do desenho experimental. DPN: dia pos-natal; DAG:

distancia anogenital; CON: grupo controle tratado com agua destilada; SUL2.5:

grupo tratado com Sulpirida 2,5 mg/kg; SUL 25: grupo tratado com Sulpirida

25mg/kg.

3.2. Animais e tratamento

Foram utilizados ratos albinos Wistar, machos e fémeas (85-90 dias de

idade), provenientes da colénia do Biotério Central da Universidade Estadual

de Londrina (UEL), transferidos para o Biotério do Departamento de Ciéncias
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Fisiologicas do CCB, onde foram mantidos sob condigbes padronizadas
(temperatura de 25 + 1° C, umidade de 55 + 5%, fotoperiodo de 12h claro/12h

escuro) e com agua e ragao (Nuvital ®) a vontade.

Para o acasalamento, ao final da tarde de cada dia foi colocado um
macho em cada gaiola contendo duas fémeas. Na manha do dia seguinte, o
macho foi retirado da gaiola das fémeas, e foram coletadas células da mucosa
vaginal através de esfregaco. A prenhez foi considerada positiva quando se
observou, ao microscopio optico, a presenca de células caracteristicas da fase
estro concomitante com espermatozoides nas laminas do esfregago. Esse dia
foi considerado como o primeiro dia de prenhez, ocasido em que as fémeas
foram identificadas e colocadas em gaiolas individuais e aleatoriamente

separadas em 3 grupos com 20 ratas prenhes por grupo:

-Grupo Sulpirida 2.5 (SUL): As ratas receberam por gavage Sulpirida (Equilid

®) na dose de 2,5 mg/Kg do primeiro dia de lactagdo (dia do nascimento,
considerado dia pds-natal 0: DPNQ) até o 21° dia apds o nascimento dos

filhotes (DPN21), ocasido onde ocorreu o desmame.

-Grupo Sulpirida 25 (SUL): As ratas receberam por gavage Sulpirida (Equilid ®)

na dose de 25 mg/Kg do DPNO até o DPN21.

-Grupo CON: Grupo controle, onde as ratas receberam por gavage agua

destilada do DPNO até o DPN21.

O tratamento foi realizado uma vez ao dia, obedecendo sempre a

mesma rotina de horarios de aplicac&o (entre 12:00 e 14:00 h).

Em humanos, a dose tipica para indugao da lactagédo € de 50 mg 2 a 3

vezes ao dia (Hallbauer, 1997; Gabay, 2002; Lasich, 2005; Zuppa et al., 2010),
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0 que corresponde a, aproximadamente 1,7 a 2,5 mg/Kg. Assume-se que
animais sdo mais resistentes que humanos, entdo foi escolhido para este
estudo, além de 2,5 mg/kg, a dose de 25 mg/kg, o que corresponde a 10 vezes

mais a dose indicada para humanos.

No DPN1, o numero de filhotes em cada ninhada foi reduzido para oito
com o objetivo de que todos recebessem quantidades iguais de leite evitando
que o tamanho das ninhadas interferisse no desenvolvimento dos animais,
esse numero foi mantido com cada mae até o DPN21. Para cada avaliacao
realizada, somente um filhote de cada ninhada foi utilizado para evitar o efeito
ninhada (homogeneidade genética ou variabilidade materna). Portanto, a

ninhada foi considerada a unidade experimental.

Todos os procedimentos nos animais foram aprovados pelo Comité de
Etica em Experimentacdo Animal da Universidade Estadual de Londrina (UEL),

com o protocolo CEEA 26/11.

3.3. Parametros analisados nas maes

3.3.1. Toxicidade geral materna

O peso corporal materno foi medido no DPNO, DPN7, DPN14 e DPN21 e
a ingestao de racado foi medida no DPN7, DPN14 e DPN21. Também foram
observados sinais de toxicidade como lacrimejagcdo, piloerecdo, padrao

respiratorio alterado e tremores.
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3.3.2. Comportamento Materno

Para investigar os efeitos do tratamento com Sulpirida, durante a
lactacdo na interagdo mae-filhote, dois tipos de avaliagdo do comportamento
materno foram conduzidos. No experimento 1, os filhotes foram removidos de
sua gaiola moradia e retornados depois de 30 minutos, e a partir dai a
interacdo mae-filhote foi observada por 30 minutos. No experimento 2,
interacdo entre mae-filhote sem perturbagao foi gravada durante 6 horas. O
experimento 1 foi conduzido no DPN5 e o experimento 2 foi conduzido nos
DPNS5 e DPN10. Esses dias foram escolhidos porque no DPN5 a lactagao tem
um custo energético menor e os filhotes tém uma capacidade motora limitada,
enquanto que no DPN10 a lactagcdo tem um custo energético maior e os
filhotes ja desenvolveram melhor a capacidade motora. Todas as analises

comportamentais foram realizadas entre as 8:00 e 14:00 horas.

Experimento 1: Observagdes do comportamento materno depois da remogao

dos filhotes.

Para este comportamento foram utilizadas 10 maes por grupo. No dia do
teste, todos os filhotes foram removidos de sua caixa moradia e o ninho
destruido. Depois de 30 minutos, os filhotes foram retornados a caixa e a
interacdo méae-filhote foi avaliada durante 30 minutos. Os eventos analisados
foram: laténcia para recuperagédo dos filhotes, tempo fora do ninho (definido
como a quantidade de tempo que a rata passou sem nenhuma interagdo com
os filhotes independente da sua posi¢éo na caixa), agrupamento dos filhotes,
limpeza prépria (limpeza das mamas, para estimulo de descida de leite),

limpeza dos filhotes, construgdo de ninho e amamentagcdo na posicdo de
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cifose. As maes que recuperaram todos os filhotes ao ninho e amamentaram
na posi¢cao de cifose por 3 minutos consecutivos foram classificadas como
tendo o comportamento maternal completo. Todas as analises

comportamentais foram feitas usando o programa Etholog (Ottoni, 2000).

Experimento 2: Observagdes da interagdo mae-filhote sem perturbacéo.

Para este comportamento foram utilizadas 10 maes por grupo. Trés dias
antes da avaliagao as ratas foram transferidas para caixas transparentes de
acrilico para acomodacgao. A interagcdo mae-filhote foi gravada nessa caixa
moradia por 6 horas. Uma caémera acoplada a um computador na sala
adjacente foi ligada as 8:00 e desligada as 14:00 h na fase clara do ciclo. O
comportamento materno foi pontuado cada minuto durante este periodo, num
total de 360 pontuagdes, de acordo com os comportamentos apresentados pela
rata como: tempo fora do ninho, amamentacdo, recuperacao dos filhotes,
limpeza proépria e/ou dos filhotes. O numero total de observagdes foi usado
para calcular a porcentagem de observagdes em amamentagdo, limpeza

prépria e/ou dos filhotes e tempo fora do ninho.

3.3.3. Ejecéao de leite

A ejecéao de leite foi avaliada no DPN5 e DPN10 através de metodologia
modificada de Ladyman e Woodside (2009). Apds analise do comportamento
materno sem perturbacdo, descrito na secdo 3.3.2, foi selecionado o maior
periodo que a mae permaneceu amamentando os filhotes no ninho e esse foi

utilizado para analisar a laténcia para a primeira ejeg¢ao de leite, assim como o
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intervalo entre cada ejecédo através do reflexo dos filhotes ao receber o leite

(“Stretch response”) (Lau & Henning, 1985).

3.3.4. Avaliacdo da atividade geral

No DPN 21, as maes foram submetidas ao teste de atividade geral no
campo aberto (Broadhurst, 1960). O aparelho consistiu de uma superficie
circular de madeira com 72 cm de didametro, circundada por uma parede de
acrilico. A superficie foi pintada de branco e dividida em partes semelhantes
por circulos concéntricos e segmentados de retas (Figura 2). Cada animal foi
colocado individualmente no centro da arena e as seguintes variaveis foram

gravadas durante uma sessao de 3 minutos (Moreira et al., 2001):
- locomocgéao: numero de espacos invadidos pelo animal com as quatro patas,
- levantar: numero de vezes que o0 animal se apoiou sobre as patas traseiras;
- limpeza: tempo, em segundos, que o animal gastou se limpando.

Este teste comportamental foi gravado por uma camera de video

acoplada em um computador em uma sala adjacente.

Figura 2. Modelo do aparelho utilizado para o teste de campo aberto.
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3.4. Parametros analisados nos filhotes

3.4.1. Desenvolvimento fisico dos filhotes

Os filhotes machos foram pesados semanalmente nos DPNO, DPN?7,
DPN14 e DPN21. No DPNO e no DPN 21, a distdncia anogenital (DAG,
distancia do anus até o tubérculo genital) foi obtida através de um paquimetro.
A DAG foi normalizada através da sua divisao pela raiz cubica do peso corporal
(Gallavan et al., 1999). O dia da separagao prepucial foi avaliado como um

indicador do inicio da maturidade sexual.

3.4.2. Atividade geral dos filhotes

Os filhotes machos foram submetidos a avaliagdo comportamental no
teste de campo aberto nas idades DPN35 e DPN75, de acordo com a
metodologia descrita na secao 3.3.4. Os animais foram usados somente uma

vez.

3.4.3. Desenvolvimento reprodutivo dos filhotes machos na vida adulta

Para a avaliacdo dos parametros reprodutivos na vida adulta, foram
utilizados 2 machos (DPN90-100) de cada ninhada: um para peso dos 6rgaos,
parametros espermaticos e morfometria testicular, e outro para avaliacdo do

comportamento sexual e preferéncia.
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3.4.3.1. Retirada de 6rgaos reprodutivos

Um rato macho de cada ninhada (n=20 animais/grupo) foi pesado e
submetido a eutanasia pela inalagdo de éter etilico. Amostras de sangue foram
coletadas da artéria aorta abdominal, em seringas contendo heparina, sempre
no mesmo horario para determinacéo dos niveis plasmaticos de testosterona.
O testiculo direito, epididimo direito, prostata ventral e vesicula seminal (sem a
glandula coaguladora e com secregao) foram removidos (Figura 3) e seus
pesos foram determinados empregando-se balanga analitica. O testiculo e o
epididimo direito foram armazenados e congelados a -20°C para contagem
espermatica. O testiculo esquerdo também foi removido e armazenado para

analise histopatologica.

EPIDIDIMOS

VESICULA
SEMINAL

PROSTATA

TESTICULOS

Figura 3. Foto dos o6rgaos sexuais retirados dos animais para pesagem.
Epididimos, testiculos, prostata e vesicula seminal sem a glandula

coaguladora.
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3.4.3.2. Avaliacdo dos niveis plasméticos de testosterona

Imediatamente apdés a coleta, as amostras de sangue foram
centrifugadas em centrifuga refrigerada a 2.500 rpm por 20 minutos a 2’ C, para
separagdo do plasma, o qual foi congelado a -20°C até o momento da
determinacdo hormonal. O nivel plasmatica de testosterona (20
amostras/grupo) foi determinado por radioimunoensaio, utilizando-se o “kit”
ImmuChem® Double Antibody Testosterone. As variagdes intra e inter-analises

foram de 1,75% e 20%, respectivamente.

3.4.3.3. Contagem espermética

O testiculo e o epididimo removidos dos animais (conforme descrito na
secao 3.4.3.2) foram utilizados para determinagao da concentracédo de células
germinativas (n=15 animais/grupo). As porgdes epididimarias foram separadas
logo apos a coleta em cabega/corpo e cauda. A tunica albuginea do testiculo
foi retirada, o parénquima testicular e as porgdes epididimarias foram pesados
e homogeneizados com uma mistura de 0,9% de NaCl e 0,05% de Triton X100.
As espermatides, no testiculo, e os espermatozdides, no epididimo, resistentes
a homogeneizagao foram contados utilizando camara de Neubauer (4 campos

por animal, Figura 4).

Contagem das cabecas de espermatides no testiculo e calculo da
producédo diaria de espermatozéides: O n° de espermatozodides produzidos pelo
testiculo por dia foi estimado pela razdo entre o n° total de espermatides por
testiculo dividido por 6,1, que € o n° de dias que essas espermatides maduras

(estagio 19 da espermiogénese) estdo presentes no epitélio germinativo.
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Contagem do n° e calculo do transito de espermatozéides no epididimo:

O n° de espermatozoides na cabecga/corpo e cauda do epididimo dos animais
foi estimado segundo a técnica descrita por Robb et al. (1978) com adaptacgdes
de Fernandes et al (2007). O tempo de transito dos espermatozdéides pelo
epididimo foi calculado dividindo-se o n° de espermatozoéides na cabega/corpo
ou cauda epididimaria, pelo valor obtido na produgdo diaria de

espermatozoides de cada animal.

Figura 4. Camara de Neubaer utilizada para contagem espermatica. A
esquerda, foto do modelo utilizado. A direita, representagdo esquematica da

vista superior, através do microscopio, de um dos campos do aparelho

3.4.3.4. Motilidade e morfologia espermatica

Imediatamente apds a eutanasia dos animais e retirada de sangue, foi
retirado sémen do ducto deferente direito (n=11-12 animais/grupo), diluido em
1 ml HTF modificado (Fluido Tubular Humano, Irvine Scientific®) e pré
aquecido com ajuda de uma placa aquecedora a 34 -C . Uma aliquota de 10 pl
foi colocada na camara de Makler (Irvine) (Figura 5) e analisada na fase de
contraste do microscépio (OSM-223287, Olympus) com aumento de 100x.

Foram avaliados 100 espermatozoides por animal e classificados em: moével



22

(motilidade progressiva) e imovel (Perobelli et al., 2010).

Para morfologia espermatica, o sémen foi retirado, por lavagem, do ducto
deferente esquerdo com o auxilio de uma seringa e agulha com 1,0 ml de
formolsalina (10%). Foi preparado um esfregaco em Iamina histologica e depois
de 90 minutos de secagem foram analisados 200 espermatozodides por animal
na fase de contraste do microscéopio (aumento 400x) (Seed et al., 1996). As
anormalidades morfologicas foram classificadas em duas categorias gerais:
morfologia de cabecga (sem curvatura caracteristica ou forma isolada, isto &,
sem a cauda anexada) ou morfologia de cauda (quebrada ou isolada, isto €&,

sem cabecga anexada) (Filler, 1993).

Camara de Makler

Figura 5. Camara de Makler. A esquerda, foto do modelo da camara utilizada.
A direita, representacdo esquematica da vista superior do aparelho, através do

microscopio, com espermatozdides.

3.4.3.5. Parametros biométricos e analises histoldgicas do testiculo

O testiculo esquerdo foi dissecado, pesado e fixado em solugcdo de
Bouin por 24 horas e depois foi estocado em etanol 70°C (n=15 animais/grupo).
Posteriormente foi cortado em fragmentos de tecido, desidratado em

concentracdes crescentes de etanol, diafanizados em xilol e incluidos em
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parafina. Foram feitos cortes com 5 pym de espessura, corados com

Hematoxilina e Eosina.

O diametro tubular testicular médio de cada animal foi obtido pela
mensuragao ao acaso de 30 secgdes transversais de tubulos seminiferos que
se encontravam com o contorno mais circular possivel. Esta medicdo foi
realizada utilizando-se o programa computacional BEL view, com uso de
camera acoplada ao microscopio de luz comum (OSM-223287, Olympus) com

objetiva de 100x.

O volume dos componentes do testiculo (tecido intersticial e epitélio
seminifero) foi estimado a partir da contagem de 3000 pontos por animal,
utilizando-se reticulo de 100 intersecgdes (pontos), em aumento de 400x.

Calculo da densidade do volume dos componentes do testiculo:

W= P%t

- Onde, Pp séo os pontos que incidiram na estrutura e Pt o total de pontos, ou

seja, 3000.

Como a densidade do testiculo é de, aproximadamente 1,0 (~1,03 —
1,04) para subseqientes calculos morfométricos, o peso do testiculo foi
considerado igual ao volume do testiculo (Franga & Godinho, 2003). Para obter
um volume testicular mais preciso, subtraiu-se do peso bruto do testiculo, o

peso da tunica albuginea (~6.5%).

O comprimento total dos tubulos seminiferos por testiculo foi expresso
em metros e calculado considerando-se o volume ocupado pelos tubulos no
testiculo e do didametro tubular médio encontrado para cada animal pelo

emprego da férmula:
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cT :VT%Rz

- Onde, VTS é o volume ocupado pelos tubulos seminiferos no testiculo; T:

3,1417 e R é o didmetro tubular/2

Foram analisados 200 tubulos por animal em 3 cortes transversais do
testiculo, n&o consecutivos, em objetiva de 400x para determinar a

porcentagem de tubulos seminiferos com alteragdes.

3.4.3.6. Comportamento sexual

O comportamento sexual foi observado nos ratos adultos (DPN90-110,
n=20 animais/grupo) durante a fase escura do ciclo, sob uma luz vermelha
fraca. Os animais foram colocados no ciclo claro/escuro invertido 15 dias antes
das avaliagcbes para adaptacdo. As observagdes comegaram sempre 4 horas
depois do inicio da fase escura e foram gravadas por uma camera de video
acoplada a um computador em uma sala adjacente. Para avaliagdo do
comportamento sexual, cada macho foi colocado em uma gaiola de acrilico e,
depois de 5 minutos, uma fémea em estro natural foi introduzida na gaiola.

Durante 30 minutos os parametros observados foram (Gerardin et al., 2006):
- laténcia da 12 intromissao, 12 ejaculagao, 12 intromissao pods-ejaculagao;
- numero total de intromissdes e ejaculagdes.

Se o macho nao apresentou monta, a avaliagao foi interrompida e
repetida em outro dia. Se o macho nao apresentou monta novamente na

segunda avaliagao, ele foi considerado sexualmente inativo.
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3.4.3.7. Teste de preferéncia sexual

Os mesmos animais avaliados no comportamento sexual foram
submetidos ao teste de preferéncia sexual (Agmo, 2003). Para este teste foi
utilizado um arena retangular com 50 x 50 x 100 cm (altura x largura x
comprimento), apresentando duas aberturas que se comunicavam com duas
arenas menores, ambas com 25 cm? (Figura 6). As arenas menores
posicionavam-se diagonalmente opostas uma a outra e a comunicagdo com a
arena principal era fechada com uma tela de arame. Para este teste foi
colocado, uma fémea em estro natural (incentivo sexual) em uma das arenas
pequenas, e na outra um macho sexualmente ativo (incentivo social). O piso da
arena principal possuia duas areas delimitadas de 25 cm? (zonas), em frente a
cada abertura das arenas menores. Estas areas foram chamadas de zona de
incentivo sexual (zona da fémea) e zona de incentivo social (zona do macho).
O macho experimental foi posicionado no centro da arena principal e
observado durante 20 minutos. O numero de visitas e o tempo gasto visitando
cada zona de incentivo foram registrados, e um escore de preferéncia (Agmo,
2003) foi calculado pelo (tempo de permanéncia na zona de incentivo da

fémeal/tempo total gasto nas duas zonas de incentivos) x100.
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e

Figura 6. Representacdo esquematica da vista superior da arena do teste de
preferéncia sexual. F e M representam as zonas de incentivo da fémea (sexual)

e do macho (social), respectivamente.

3.5. Andlises estatisticas

Inicialmente, uma analise exploratéria foi realizada para avaliar a
distribuicdo dos dados (teste de Shapiro-Wilk) e homogeneidade das variancias
(teste de Levene) de cada variavel. Para variaveis que apresentaram
distribuicdo normal e varidancias homogéneas, foram conduzidas analises
parameétricas, com os dados sendo apresentados como média * erro padrao da
média (EPM). Por outro lado, para as outras variaveis foram aplicados testes
nao paramétricos, com a apresentagdo dos dados como mediana (1°- 3°

quartil). As diferengas foram consideras significativas se p<0,05.
Os testes estatisticos empregados neste estudo foram:

- ANOVA para medidas repetidas (RMANOVA): peso corporal e ingestdo de
racao das maes, comportamento materno sem perturbacdo, eje¢cdes de leite,

peso e DAG dos filhotes.



27
- ANOVA fatorial: observagdes do comportamento materno depois da remogao
dos filhotes; descolamento do prepucio; locomogéao e levantar no campo aberto
das maes e dos filhotes nas duas idades; peso corporal dos animais com
DPN90-110 e dos 6rgaos reprodutivos; contagem e morfologia espermatica;
comportamento sexual e teste de preferéncia sexual (tempo passado na zona

da fémea e zona do macho e numero de visitas).

- Kruskal-Walllis: limpeza das maes e dos filhotes no teste de campo aberto;
niveis plasmaticos de testosterona; motilidade espermatica; paréametros
biométricos do testiculo e porcentagem de tubulos seminiferos anormais;

escore de preferéncia no teste de preferéncia sexual.
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4. Resultados

4.1. Parametros maternos
4.1.1. Toxicidade geral materna

RMANOVA indicou que o peso materno (Figura 7A) e a ingestdo de
racao (Figura 7B) nao foram afetados pelo tratamento com Sulpirida durante a

lactacao (p>0,05).
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Figura 7. Peso corporal (A) e consumo de ragdo (B) das maes durante a
lactacdo. Dados apresentados como média + EPM de 20 méaes/grupo, p>0,05
RMANOVA. CON: grupo controle tratado com agua destilada; SUL2.5: grupo

tratado com Sulpirida 2,5 mg/kg; SUL 25: grupo tratado com Sulpirida 25mg/kg.
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4.1.2. Comportamento materno
4.1.2.1. Comportamento materno depois da remocéo dos filhotes

ANOVA indicou que nao houve diferenga entre os grupos (p>0,05) em
todos os parametros avaliados (Figura 8) como: recuperagao da ninhada
completa, tempo fora do ninho, tempo construindo ninho, tempo agrupando os
filhotes, tempo gasto com a limpeza prépria e/ou dos filhotes ou no tempo de

amamentagao em cifose.

4.1.2.2. Observacoes da interagdo mae-filhote sem perturbacao

Os parametros observados neste comportamento (Figura 9) ndo foram
alterados pelo tratamento com Sulpirida (p>0,05). RMANOVA mostrou somente
um efeito significativo (p<0,05) entre os dias lactacionais, onde a porcentagem
de observagdes em posigcdo de amamentacéo foi maior no DPN5 em relacéo
ao DPN10 (Figura 9) e a porcentagem fora do ninho foi maior no DPN10

(Figura 9) em relagao ao DPN5.
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Comportamento materno depois da remogdo dos filhotes
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Figura 8. Parametros observados durante o comportamento materno depois da
remogdo dos filhotes. Dados apresentados como média + EPM de 10
maes/grupo. p>0,05, ANOVA. CON: grupo controle tratado com agua destilada;
SUL2.5: grupo tratado com Sulpirida 2,5 mg/kg; SUL 25: grupo tratado com

Sulpirida 25mg/kg.
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Interagdo mée-filhote sem perturbagéo
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Figura 9. Porcentagem de observacbdes durante interacdo mae-filhote sem
perturbagcdo. Dados apresentados com média £+ EPM de 10 maes/grupo.
*p<0,05, RMANOVA indicou apenas efeito do periodo. CON: grupo controle
tratado com agua destilada; SUL2.5: grupo tratado com Sulpirida 2,5 mg/kg;

SUL 25: grupo tratado com Sulpirida 25mg/kg.
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4.1.3. Ejecao de leite

O tratamento com Sulpirida nao interferiu na laténcia da 12 ejecao de
leite (Figura 10), assim como também n&o alterou o intervalo entre as ejegcdes

(Figura 10) como indicado por RMANOVA, (p>0,05).
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Figura 10. Laténcia para 12 ejegao (s) e intervalo entre as ejegdes (s) de leite.
Dados apresentados como média £+ EPM de 10 maes/grupo. p>0,05,
RMANOVA. CON: grupo controle tratado com agua destilada; SUL2.5: grupo

tratado com Sulpirida 2,5 mg/kg; SUL 25: grupo tratado com Sulpirida 25mg/kg.
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4.1.4. Atividade geral

Os parametros avaliados no campo aberto (Tabela 1) demonstram que
as maes tratadas com Sulpirida ndo tiveram alteragdes em nenhuma das

funcdes avaliadas neste teste (p>0,05).
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Tabela 1. Atividade geral das mées dos diferentes grupos experimentais

no DPNZ21.
CON {20} SUL 2.5 {20} SUL 25 {20}
Locomogéo (n) 54,55 + 2,65 51,95 + 2,51 53,15 + 2,62
Levantar (n) 26,85 +1,75 24,95 + 1,65 23,80 + 1,97
Limpeza (s) 9,02 (0,00-40,82)  7,35(0,00-44,68) 8,86 (0,00-30,30)

Numeros entre chaves indicam o numero de animais/grupo. Dados de
locomocgao e levantar sdo apresentados como média £ EPM, p>0,05, ANOVA.
Dados de limpeza esta apresentada como mediana (1°-3° quartil), p>0,05, teste
Kruskal-Wallis. CON: grupo controle tratado com agua destilada; SUL2.5: grupo

tratado com Sulpirida 2,5 mg/kg; SUL 25: grupo tratado com Sulpirida 25mg/kg.
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4.2. Parametros analisados nos filhotes
4.2.1. Desenvolvimento fisico dos filhotes

O peso dos filhotes machos (Figura 11) durante o periodo lactacional
nao foi influenciado pela exposi¢ao a Sulpirida como indicado por RMANOVA
(p>0,05). Houve apenas efeito da idade (p<0,05), refletindo o aumento de peso

dos filhotes no decorrer do desenvolvimento.
Em relagdo a DAG (mm/g"?, Figura 12) a idade foi também o Unico fator
significativo (p<0,05).

O dia do descolamento do prepucio nao foi influenciado pela exposigao a
Sulpirida (CON: 48,18+0,49, SUL 2.5: 47,08+0,67, SUL 25: 46,71+0,48), como

mostrado pela ANOVA (p<0,05).
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Figura 11. Peso corporal dos filhotes durante o periodo lactacional. Dados
apresentados como média + EPM de 20 ninhadas/grupo. RMANOVA indicou
apenas efeito da idade, refletindo o ganho de peso durante o desenvolvimento
dos filhotes. CON: grupo controle tratado com agua destilada; SUL2.5: grupo

tratado com Sulpirida 2,5 mg/kg; SUL 25: grupo tratado com Sulpirida 25mg/kg.
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Figura 12. DAG (mm/g"®) dos filhotes nos DPNO e DPN21. Dados
apresentados como média + EPM de 20 ninhadas/grupo. RMANOVA indicou
apenas efeito da idade, refletindo aumento da DAG pelo desenvolvimento dos
filhotes. CON: grupo controle tratado com agua destilada; SUL2.5: grupo

tratado com Sulpirida 2,5 mg/kg; SUL 25: grupo tratado com Sulpirida 25mg/kg.
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4.2.2. Atividade geral dos filhotes

Os comportamentos (locomogao, levantar e limpeza) avaliados no
campo aberto (Tabela 2) nos DPN 35 e DPN 75 nao foram influenciados pela

exposicao a Sulpirida (p>0,05).
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Tabela 2. Atividade geral no campo aberto dos filhotes machos com DPN

35 e DPN 75 dos diferentes grupos experimentais.

CON {20} SUL 2.5 {20} SUL 25{20}
DPN 35
Locomogao (n) 59,20+3,56 52,70+3,86 59,66+3,74
Levantar (n) 23,54+1,81 23,22+2,30 24,10+1,58
Limpeza (s) 3,59(0,00-11,73)  3,95(0,00-10,97) 2,62(0,00-14,47)
DPN 75
Locomogao (n) 66,304 ,42 69,75+4,74 69,75+5,52
Levantar (n) 24,05+2,26 19,55+1,91 22,58+2,00
Limpeza (s) 4,82(0-12,61) 3,19(0-16,63) 4,26(0-14,76)

Numeros entre chaves indicam o numero de animais/grupo. Dados de
locomocgao e levantar sdo apresentados como média £+ EPM, p>0,05, ANOVA.
Limpeza esta apresentada como mediana (1°-3° quartil), p>0,05, teste Kruskal-
Walllis. CON: grupo controle tratado com agua destilada; SUL2.5: grupo tratado

com Sulpirida 2,5 mg/kg; SUL 25: grupo tratado com Sulpirida 25mg/kg.
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4.2.3. Desenvolvimento reprodutivo dos filhotes na vida adulta

4.2.3.1. Peso corporal e de Orgdos reprodutivos e avaliagdo dos niveis

plasméticos de testosterona

O peso corporal, peso dos 6rgaos reprodutivos e niveis plasmaticos de

testosterona dos animais no DPN90-110 estdo apresentados na Tabela 3.

O teste de Kruskal-Wallis demonstrou que ndao houve nenhuma alteragao
dos niveis plasmaticos de testosterona entre os grupos. ANOVA
complementada com Bonferroni indicou que a exposi¢ao lactacional a Sulpirida
no grupo SUL 25 aumentou o peso corporal e o peso absoluto da prostata e
reduziu o peso relativo do testiculo (p<0,05) quando comparado ao grupo CON.
No grupo SUL 2.5, ANOVA complementada com Bonferroni, indicou uma
diminuicdo do peso absoluto e relativo do testiculo (p<0,05) comparado ao
grupo CON. Nenhuma diferengca estatistica foi observada nos outros

parametros.
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reprodutivos e niveis

plasmaticos de testosterona de ratos machos dos diferentes grupos

experimentais no DPN90-100.

CON {20}

SUL 2.5 {20}

SUL 25 {20}

Niveis plasmaticos de

testosterona (ng/ml)

3,00(0,97-3,62)

3,64(2,27-4,86)

2,41(1,46-3,29)

Peso corporal (g) 385,56+8,00 385,47+6,12 415,06+7,14*
Peso absoluto (g)

Testiculo 1,56+0,03 1,45+0,02* 1,52+0,08
Epididimo 0,52+0,02 0,50+0,01 0,54+0,03
Prostata 0,36+0,02 0,34+0,02 0,44+0,03*
Vesicula seminal cheia 0,64+0,02 0,59+0,03 0,65+0,04
Vesicula seminal vazia 0,19+0,01 0,18+0,01 0,19+0,01
Peso relativo (g/1009)

Testiculo 0,41+0,01 0,38+0,01* 0,37+0,02 *
Epididimo 0,14+0,005 0,130,003 0,14+0,006
Préstata 0,10+0,01 0,09+0,01 0,11+0,01
Vesicula seminal cheia 0,17+0,01 0,15+0,01 0,16+0,01
Vesicula seminal vazia 0,05+0,002 0,05+0,003 0,05+0,003

Numeros entre chaves

apresentados como meédia *

indicam o numero de animais/grupo.

Dados

EPM, *p<0,05 quando comparado ao CON,

ANOVA complementada com Bonferroni. Niveis plasmaticos de testosterona

estdo apresentados como mediana (1°-3° quartil) p>0,05, teste Kruskal-Wallis.

CON: grupo controle tratado com agua destilada; SUL2.5: grupo tratado com

Sulpirida 2,5 mg/kg; SUL 25: grupo tratado com Sulpirida 25mg/kg.
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4.2.3.2. Contagem, morfologia a e motilidade espermatica.

Na Tabela 4 estdo apresentados os parametros avaliados na contagem
espermatica. A exposicdo materna a Sulpirida ndo alterou nenhum dos

parametros avaliados em nenhuma das doses (ANOVA, p>0,05).

No entanto, na morfologia espermatica foi observado um aumento na
porcentagem de cabecgas anormais (ANOVA complementada com Bonferroni,
p<0,05) e um aumento na porcentagem de espermatozoéides imdveis no grupo
SUL 25 quando comparado ao CON (p<0,05, Kruskal-Wallis complementado

com teste Dunn) (Tabela 5).
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Tabela 4. Contagem espermatica de ratos machos dos diferentes grupos

experimentais no DPN90-100.

Parametros CON {15} SUL 2.5 {15} SUL 25 {15}
N° de espermatozoides por 123,6312,75 113,4916,11 117,02+7,09
testiculo (10%testiculo)
N°de espermatozdides por testiculo 83,56+2,73 77,77+4,45 79,88+4,37
(10%gltesticulo)
Produgéo diaria de 20,27+0,45 18,28+1,19 19,18+1,16
espermatozoéides
N° de espermatozoéides na 79,56+5,15 76,25+7,52 77,10+9,73

cabeca/corpo do epididimo

(x10%/6rgao)

N° de espermatozéides na

cabeca/corpo do epididimo

(x10%g/6rgéo)

N° de espermatozdides na cauda
do epididimo (x 10°%/6rg&o)
N° de espermatozdides na cauda

do epididimo (x 10%g/6rgéo)

Tempo de transito de

espermatozoides na cabeca/corpo

(dias)

Tempo de transito na cauda (dias)

281,39+24,18

122,35+8,61

504,61+38,61

3,97+0,26

6,09+0,46

286,71+£33,40

122,3345,33

508,16+24,40

4,50+0,42

7,40+0,90

258,20+28,82

121,56+5,55

483,55+33,11

3,77+0,43

6,60+0,50

Numeros entre chaves

indicam o numero de animais/grupo. Dados

apresentados com média £ EPM, p>0,05, ANOVA. CON: grupo controle tratado

com agua destilada; SUL2.5: grupo tratado com Sulpirida 2,5 mg/kg; SUL 25:

grupo tratado com Sulpirida 25mg/kg.
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Tabela 5. Morfologia e motilidade espermatica de ratos machos dos

diferentes grupos experimentais no DPN90-100.

Parametros (%) CON SUL 2.5 SUL 25
Espermatozoides 81,77+1,90 78,00+2,46 76,08+1,61

com cabeca normal

Espermatozoéides 13,59+1,50 15,56+1,77 19,71£1,63*

com cabeca anormal

Espermatozéides 84,00(81,50-88,50) 75,00(72,00-78,00) 72,00(61,00-77,75)*
moveis

Espermatozoides 16,00(11,50-18,50) 25,00(22,00-28,00) 26,50(21,50-31,00)*
imoveis

Dados de morfologia espermatica sao apresentados como média + EPM de 11-
12 animais/grupo, *p< 0,05, ANOVA complementada com Bonferroni. Dados de
motilidade espermatica sao apresentados como mediana (1°-3° quartil),
*p<0,05, teste Kruskal-Wallis complementado com Dunn. CON: grupo controle
tratado com agua destilada; SUL2.5: grupo tratado com Sulpirida 2,5 mg/kg;

SUL 25: grupo tratado com Sulpirida 25mg/kg.
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4.2.3.3. Parametros biométricos e andlises histoldgicas do testiculo

Os parametros biométricos dos testiculos estao apresentados na Tabela
6. O teste de Kruskal-Wallis mostrou que n&do houve alteragdes (p>0,05) no
diametro e no comprimento total dos tubulos seminiferos nos animais expostos
a Sulpirida em relagdo ao controle. Por outro lado, mostrou uma diminuigcéo
significativa (p<0,05) no volume dos tubulos seminiferos nos animais do grupo
expostos a SUL 25 e uma tendéncia (p<0,06) a reducédo do volume testicular

em ambas as doses em relagédo ao grupo controle (Tablela 6).

A histologia do epitélio seminifero (Figura 12) mostrou aumento
significativo (p<0,05, Kruskal-Wallis complementado com teste de Dunn) na
porcentagem de tubulos seminiferos anormais [% mediana (1°-3° quartil), de
15 animais/grupo: CON: 0,00 (0,00-1,25), SUL 2.5: 2,00 (1,00-6,00)*, SUL 25:
5,00 (1,25-9,00)*] de ambas as doses quando comparadas com o animais
controle. A principal alteracdo histologica observada nesses animais foi uma
extensiva descamacao das células germinativas. Muitos tubulos seminiferos
dos animais expostos a Sulpirida, principalmente do grupo SUL 25,

demonstraram perda severa de células germinativas imaturas.
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Tabela 6. Parametros biométricos do testiculo de ratos machos dos

diferentes grupos experimentais no DPN90-100.

CON {15} SUL 2.5 {15} SUL 25 {15}
Volume testicular (ml) 4 434 37.1 53 1,37(1,27-1,48)" 1,38(1,28-1,42)"
Volume dos tubulos
1,12(1,09-1,16) 1,03(0,98-1,14) 1,02(0,96-1,07)*

seminiferos (ml)

Diametro dos tubulos
o 300,97(279,89-308,95) 296,32(287,94-304,40) 294,34(283,49-305,01)
seminiferos (um)

Comprimento total dos
_ 15,80(15,20-17,72) 14,90(13,60-16,90) 14,40(12,90-16,95)
tubulos seminiferos (m)

Numeros entre chaves indicam o numero de animais/grupo. Dados
apresentados como mediana (1°-3° quartil), *p<0,05 e #p<0,06, pelo teste
Kruskal-Wallis complementado com Dunn. CON: grupo controle tratado com
agua destilada; SUL2.5: grupo tratado com Sulpirida 2,5 mg/kg; SUL 25: grupo

tratado com Sulpirida 25mg/kg.



Figura 13. Microfotografias (analise histopatolégica) das secgdes dos tubulos
seminiferos dos animais do grupo controle, expostos a agua destilada (A) ou
expostos a Sulpirida 2,5 mg/kg (B e C) ou Sulpirida 25 mg/Kg (D), coradas por
Hematoxilina e Eosina. Foto A: apresenta os tubulos seminiferos com aspecto
normal, mostrando as células germinativas organizadas em camadas
concéntricas, constituindo o epitélio seminifero (seta). Foto B e C: demonstram
descamacgao das células germinativas (asterisco). Foto D: mostra a deplecao
do epitélio seminifero com grave perda de células germinativas (estrelas).

Escalas- (A,Be D) =10 ym, (C) =50 uym.
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4.2.3.4. Comportamento sexual e preferéncia sexual

ANOVA demonstrou que a exposigdo a Sulpirida ndo alterou o

comportamento sexual (Tabela 7), nem a preferéncia sexual (Tabela 8).
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Tabela 7. Comportamento sexual de ratos machos dos diferentes grupos

experimentais no DPN90-100.

CON

SUL 2.5

SUL 25

Latencia 1
intromissao(s)

N° de intromissdes até 12
ejaculacao

Latencia 12 ejaculacao (s)
Latencia 12 intromissao
pos-ejaculagao (s)

N° de intromissdes
pos-ejaculagéo

N° de ejaculagbes

175.06+30.77(16/20)

17.13+1.58(16/20)

709.00£80.61(16/20)
328.64+18.36(15/20)

19.57+2.16(15/20)

2.20+0.20(15/20)

234.12+32.33(17/20)

20.53+2.87(17/20)

784.76284.11(17/20)
336.07+18.25(15/20)

14.40%1.65(15/20)

2.00£0.15(17/20)

146.82+24.94(17/20)

14.24+1.42(17/20)

469.80+48.16(15/20)*
300.33+20.22(15/20)

21.20+1.23(15/20) %

2.73+ 0.18(15/20) %

Dados apresentados como média + EPM, p>0,05, ANOVA, & p<0,05 quando

comparado ao grupo SUL 2.5. Numero entre parénteses representam o numero

de animais que apresentaram comportamento pelo numero total de animais do

grupo. CON: grupo controle tratado com agua destilada; SUL2.5: grupo tratado

com Sulpirida 2,5 mg/kg; SUL 25: grupo tratado com Sulpirida 25mg/kg.
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Tabela 8. Preferéncia sexual de ratos machos dos diferentes grupos

experimentais no DPN90-100.

CON {20} SUL 2.5 {20} SUL 25 (20}
Tempo na zona do macho (s) 237,25+27,88 299,75+39,27 300,25124,21
Tempo na zona da fémea (s) 568,20+45,70 489,15+41,61 516,60+39,62
N° de visitas na zona do macho  16,95+1,40 19,15+1,36 18,75+1,26
N° de visitas na zona dafémea  20,75+1,45 20,40+1,20 20,00£1,33
Escore de preferéncia % 0,69(61,51-84,76) 0,62(54,76-76,66) 0,62(55,67-73,50)

Numeros entre chaves representam o numero de animais usados em cada
grupo. Dados apresentados como média + EPM, p>0,05, ANOVA. Escore de
preferéncia esta apresentado como mediana (1°-3° quartil), analisado pelo teste
Kruskal-Wallis. CON: grupo controle tratado com agua destilada; SUL2.5: grupo

tratado com Sulpirida 2,5 mg/kg; SUL 25: grupo tratado com Sulpirida 25mg/kg.
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5. Discussao

A avaliacdo da toxicidade materna é fundamental em estudos de
toxicidade reprodutiva e de desenvolvimento. Os principais indicadores nao-
invasivos sao o ganho de peso corporal e o consumo de ragao (Bacchi et al.,
2012). O tratamento com Sulpirida, em ambas as doses, nédo alterou o peso
corporal, bem como o consumo de ragdo das ratas durante o periodo de
lactagdo. Entretanto, ganho de peso excessivo e obesidade sédo alguns dos
efeitos colaterais do tratamento clinico com drogas antipsicoticas (Baptista et
al., 2002) e pesquisas feitas em ratas (Parada et al., 1989; Baptista et al., 2004)
confirmam esses achados. E importante observar que nesses estudos, o
tratamento nao foi realizado no mesmo periodo do presente trabalho. Sabe-se
que a lactagao envolve um enorme investimento energético, além de alteracdes
metabdlicas (Woodside et al., 2008), podendo justificar a auséncia de

interferéncia neste parametro.

As vias dopaminérgicas mesolimbica e estriatal influenciam a funcao
motora (O'Connor & Brown, 1982), sendo que os agonistas dopaminérgicos
estimulam e os antagonistas inibem esta funcédo. Alguns antipsicéticos, com
atividades nos receptores de dopamina, tém como consequéncia efeitos
colaterais extrapiramidais (discinesia e parkinsonismo, entre outros) (Simoén et
al., 2000). Com relacdo a Sulpirida, observa-se que somente em altas doses (a
partir de 40mg/kg) este farmaco pode comprometer a fungdo motora de ratos
adultos (Bruhwyler et al.,, 1990; Asmakova et al., 1999; Simén et al., 2000).
Pode- se sugerir que no presente estudo, as doses utilizadas nédo foram
suficientes causar alteragdes na atividade motora, tanto nas méaes, quanto nos

filhotes.
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Em relac&o ao cuidado com a prole, estudos em animais relatam que a
dopamina esta envolvida no inicio e manutencdo desse comportamento
(Bridges et al., 1985; Bridges et al., 1990; Hansen 1994; Lonstein et al., 1998).
Numan e colaboradores (2005) verificaram que a administragcao
intracerebroventricular de eticloprida, antagonista dopaminérgico do tipo D2,
nao afetou o comportamento materno, dado este que corrobora com os
resultados do presente estudo. Porém, existem resultados conflitantes na
literatura. Um estudo demonstrou prejuizo na recuperacao dos filhotes apds a
administracdo aguda de pimozida (Silva et al.,2001), que embora tenha alta
afinidade para antagonizar receptores de dopamina tipo D2, ainda tem
potencial de inibir receptores de opidides (Friedman et al., 2011), os quais
também estédo envolvidos na regulacdo do comportamento materno (Teodorov
et al. 2008). Por outro lado, o prejuizo na recuperagdo da ninhada pela
administracdo de clepobride na fase do pds-parto, pode ter ocorrido pela
separagao mae-filhote por 15 minutos (Byrnes et al.,2002). Acredita-se que os
déficits em recuperar os filhotes podem ser superados pelo aumento do tempo
de separacao entre mae e filho (Hansen, 1994), supostamente devido ao fato
que o aumento no tempo de separagcdo aumenta a motivagdo da mae em
recupera-los (Byrnes et al 2002). Diferentes resultados podem estar
relacionados com diferenga na metodologia de avaliagdo do comportamento
materno, drogas com perfil farmacolégico distinto ou até mesmo na dosagem

utilizada.

O comportamento sexual de machos também esta presente em duas
fases, a inicial, com comportamentos variados que envolvem atrair e cortejar a

fémea, chamada de fase apetitiva, seguida por uma sequéncia de movimentos
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copulatorios estereotipados, chamada de fase consumatéria (Canteras, 2011).
A dopamina é liberada no nucleo medial pré-6ptico antes e durante o
acasalamento, facilitando a motivagao sexual e a atividade copulatéria (Hull &
Dominguez, 2006). Essa liberacdo € regulada pelos horménios gonadais,
principalmente a testosterona, sendo necessaria para ativar todos os aspectos
do comportamento copulatério (Canteras, 2011). Assim, o0s niveis de
testosterona estdo associados com o aumento da atividade dopaminérgica no
nucleo medial pré-optico durante o comportamento sexual de ratos (Hull et al.,
1995), o que demonstra a importancia de ambos, dopamina e testosterona, na
integridade deste comportamento. No presente estudo, o bloqueio de
receptores dopaminérgicos pela administracdo de Sulpirida, durante o
desenvolvimento, ndo comprometeu o comportamento sexual, sugerindo desta
forma, que nao houve prejuizo das vias dopaminérgicas, além de nao interferir

no nivel plasmatico de testosterona na vida adulta.

No presente trabalho a exposi¢gdo materna a maior dose de Sulpirida
levou ao aumento no peso corporal da prole masculina na vida adulta. Assim
como no comportamento materno, ha dados contraditérios na literatura em
relacao a este parametro. Baptista e colaboradores (1988) demonstraram que o
tratamento durante 21 dias (20mg/kg) em ratos machos pré puberes (15 dias
de idade) com Sulpirida aumentou 0 ganho de peso desses animais, e esse
aumento perdurou dois meses depois do término do tratamento. Enquanto
Parada e colaboradores (1989) mostraram que o tratamento de ratos adultos,
com este farmaco, ndo traz os mesmos efeitos no peso corporal. Desta forma,
consideramos que 0os mecanismos pelo qual a exposicao a Sulpirida aumentou

0 peso corporal ndo podem ser inferidos neste trabalho e deve ser abordado
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em estudos futuros.

Entre os parametros que podem ser utilizados na avaliagdo de efeitos
téxicos no trato reprodutor masculino, esta a determinagéo dos pesos absoluto
e relativo do testiculo, epididimo, hipéfise, vesicula seminal e préstata (Clegg et
al., 2001). Entretanto, considera-se o peso absoluto, uma vez que a diminuigao
do 6rgao nem sempre esta relacionada com uma diminui¢ao aparente do peso
corporal, pois o peso relativo pode ndo mostrar uma diferenca significativa se o
peso corporal e do érgao mudar na mesma dire¢gao, mascarando os resultados
(Collins et al., 1999; Clegg et al., 2001). No presente estudo, foi observado
aumento no peso absoluto da préstata ventral dos animais expostos a maior
dose de Sulpirida. O aumento no peso da préstata pode estar relacionado com
0 aumento do peso corporal, porém € importante observar que somente essa
glandula sexual acessoéria estava aumentada. Aumento no peso da préstata
também foi demonstrado em animais adultos tratados com Sulpirida (Sanchez
et al.,, 2008) ou Metaclopramida (Sanchez et al., 2012), onde os autores
justificaram como sendo a hiperprolactinemia uma das principais causas.
Embora nado haja relatos na literatura avaliando os efeitos adversos da
exposicdo materna a Sulpirida no sistema reprodutor dos descendentes
machos e os niveis de prolactina nos filhotes nao tenham sido determinados, a
hiperprolactinemia pode ser uma das possiveis explicacbes para o resultado
também encontrado no presente trabalho, pois essa alteracdo é um dos efeitos
colaterais observado em filhotes expostos, via lactagéo, a drogas antipsicéticas
como Sulpirida (Lewis & Howie, 1987; Mishra & Mohanty, 2010). Além disso, as
células prostaticas epiteliais de ratos (Van Coppenolle et al., 2001) e humanos

(Nevalainen et al.,1997) expressam receptores para prolactina e este horménio



57
participa da regulacéo do crescimento e desenvolvimento normal da prostata,
principalmente em animais imaturos (Costello & Franklin, 1994), reforcando o

envolvimento da prolactina nos resultados encontrados.

No hipotalamo, a prolactina altera a liberacdo de horménio liberador de
gonadotrofina (GnRH) e ainda pode atuar diretamente na hipofise regulando a
liberacdo do horménio luteinizante (LH) (Henderson et al. 2008). Tem sido
demonstrado que o0 aumento nos niveis de prolactina diminui a secregao de LH
em resposta ao GnRH em roedores e humanos (Cheung, 1983) levando
indiretamente alteragbes nas génadas. No presente estudo, o dano testicular
foi demonstrado pela diminuigdo no peso absoluto na dose de 2,5 mg/kg, bem
como alteragdes morfométricas e histopatolégicas em ambas as doses, € um
aumento na porcentagem de espermatozoides imoveis e anormais na maior
dose. Assim como na préstata, a prolactina tem um papel importante na
regulacao da fungao testicular de roedores (Jedlinska et al., 1995) e 0 aumento
nos seus niveis esta geralmente associada com a regressao do epitélio
seminifero (Jedlinska et al., 1995; Mishra & Mohanty, 2010), deformidades no
espermatozoide (Laszczynska et al.,, 1992) e diminuigdo da motilidade
espermatica (Huang et al., 2008) e em humanos afeta a qualidade do fluido
seminal (De Rosa et al.,, 1998), corroborando com nossos resultados.
Entretanto, as alteragbes histologicas testiculares encontradas foram focais e
dispersas, nao sendo suficientes para prejudicar a produgao espermatica

diaria, bem como, o nivel plasmatico de testosterona.

Outra explicacdo para as alteracbes reprodutivas encontradas poderia
ser a agao direta da Sulpirida nos érgaos, pois receptores dopaminérgicos séo

expressos nao somente na hipdfise, mas também em alguns 6rgaos
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periféricos, principalmente durante o desenvolvimento (Saifetyarova et al.,
2012). Receptores dopaminérgicos do tipo D2 tém sido encontrados na
préostata (Sanchez et al., 2008), no testiculo (tubulos seminiferos) (Otth et al.,
2007) e no espermatozoide (Otth et al., 2007; Ramirez et al., 2009) de ratos .
Embora o papel desses receptores ainda seja desconhecido (Otth et al., 2007),
a presencga deles indica que esses orgaos e células sdo alvos em potencial
tanto para dopamina endégena quanto para drogas antipsicéticas (Ramirez et

al., 2009).
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6. Conclusao

O presente estudo demonstrou que o uso da Sulpirida durante a
lactagdo ndo causa toxicidade geral e ndo prejudica o comportamento materno

das ratas lactantes, assim como a fungdo motora das ratas e dos filhotes.

Entretanto, a exposicdo materna a Sulpirida alterou parametros
relacionados ao sistema reprodutivo da prole masculina, demonstrando que,
mesmo durante a lactagdo, induz alteragdes que na maioria das vezes soO

poderao ser identificadas na vida adulta.

Como o aleitamento materno proporciona, além de proximidade entre
mae e bebé, também inumeros beneficios para a saude de ambos, é
importante estimular essa pratica e até mesmo fazer uso de medicamentos
para manté-la quando necessario. Porém, este estudo demonstra a
necessidade da realizagao de novas pesquisas que investiguem a influéncia da
Sulpirida e outros galactagogos no desenvolvimento do sistema reprodutivo da
prole, garantindo a seguranga destas drogas tanto da mé&e quanto dos

descendentes.

Além disso, mais estudos dever ser realizados com o objetivo de
analisar os efeitos indiretos da Sulpirida no sistema dopaminérgico durante o

desenvolvimento, bem como, o real papel da dopamina no sistema reprodutor.
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