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MONTAGNINI, Bruno Garcia . Efeitos do tratamento repetido com metilfenidato sobre
parametros reprodutivos em ratos machos e fémeas. 2014.62 f. Dissertacdo (Mestrado em
Ciéncias Fisiologicas) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2014.

RESUMO

O Metilfenidato (MFD) ¢ um estimulante do sistema nervoso central que atua pelo bloqueio
da recaptag¢do de dopamina e noradrenalina, sendo o principal firmaco utilizado no tratamento
do Transtorno de Déficit de Atencdo e Hiperatividade em criangas e adolescentes. Durante a
puberdade, mudancas nos sistemas de neurotransmissores (incluindo o sistema
dopaminérgico) influenciam a liberacdo de hormonios gonadais e no desenvolvimento de
estruturas encefalicas que serdo responsaveis pela funcdo reprodutiva. O objetivo deste
trabalho foi investigar os efeitos do tratamento repetido com MFD durante o desenvolvimento
sobre parametros reprodutivos em ratos machos e fémeas adultos. Ratos Wistar receberam
MFD, via gavage, nas doses de 2,5 mg/kg/dia e 5,0 mg/kg/dia, a partir do dia pds-natal (DPN)
21 ao DPN 60, além do grupo controle que recebeu dgua destilada nos mesmos periodos. Ao
longo do tratamento, foram observados nos animais: peso corporal, distancia anogenital e
instalacdo da puberdade. Apds o tratamento foi observado nas fé€meas: ciclo estral,
concentragdo plasmatica de estradiol, peso dos orgdos reprodutivos, comportamento sexual,
comportamento materno e teste de fertilidade; enquanto que nos machos adultos, foram
observados: concentracdo plasmatica de testosterona, peso dos oOrgaos reprodutivos,
motilidade, viabilidade e morfologia espermatica, histomorfometria testicular, comportamento
copulatério e de preferencia sexual. O tratamento com MFD ndo afetou nenhum dos
parametros analisados nas fémeas. No entanto, nos machos adultos (DPN 100), ocorreu um
aumento no porcentual de espermatozoides com anormalidades de cauda e no volume do
tecido intersticial no testiculo, além de mudancas na populag¢do de células germinativas. Este
trabalho demonstrou que a administragdo repetida de MFD, durante periodos correspondentes
a infancia até inicio da vida adulta, interferiu na espermatogénese em ratos.

Palavras-chaves: Metilfenidato. Dopamina. Funcdo reprodutiva. Fertilidade. Comportamento
reprodutivo.



MONTAGNINI, Bruno Garcia . Effects of repeated treatment with methylphenidate on
reproductive parameters in male and female rats. 2014. 62 f. Dissertagdo (Mestrado em
Ciéncias Fisiologicas) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2014.

ABSTRACT

Methylphenidate is a stimulant of the central nervous system with acts by blocking the
reuptake of dopamine and norepinephrine and is the main drug used to treat Attention Deficit
Disorder and Hyperactivity in children and adolescents. During puberty, changes in
neurotransmitter systems (including dopaminergic system) are engaged on the release of
gonadal hormones and the development of cephalic structures responsible for reproductive
function. This study investigated the effects of repeated treatment with Methylphenidate
during development on reproductive parameters of adult male and female rats. Wistar rats
received Methylphenidate, via gavage, at doses of 2.5 mg/kg/day and 5.0 mg/kg/day from
post-natal day (PND) 21 to PND 60, and the control group received distilled water in the
same periods. Throughout the treatment, body weight, anogenital distance, and puberty
initiation were observed. In adult females, the estrous cycle, estradiol plasmatic level, weight
of reproductive organs, sexual and maternal behavior and fertility assay were observed. In
adult males, testosterone plasmatic level, weight of reproductive organs, sperm motility,
viability and morphology, histomorphology of the testis, copulatory behavior and sexual
incentive motivation test were observed. The treatment with Methylphenidate did not affect
any of the parameters analyzed in females. However, in adult males (PND 100), it was
observed an increased in spermatozoa with tail abnormalities and in the volume of interstitial
tissue in the testis, as well as changes in germ cell population. This study demonstrated that
repeated administration of Methylphenidate during periods corresponding childhood to early
adulthood interfered on testicular function in rats at adult life.

Keywords: Methylphenidate. Dopamine. Reproductive function. Fertility. Reproductive
behavior.
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1 INTRODUCAO

Transtorno de Déficit de Atencdo e Hiperatividade (TDAH) ¢ caracterizado por
sintomas proeminentes de desaten¢do podendo estar combinados ou ndo com hiperatividade e
impulsividade. De acordo com DSM-V (AMERICAN PSYCHIATRIC ASSOCIATION,
2013), subtipos sdo apresentados com base na predominancia dos sintomas: desatencao
predominante, hiperatividade/impulsividade predominante, e forma combinada. E uma
desordem geralmente diagnosticada na infancia, com prevaléncia mundial relativamente alta,
variando de 2,2% a 17,8% (SKOUNTI; PHILALITHIS; GALANAKIS, 2007). No Brasil, a
incidéncia em criangas e adolescentes pode variar de 10,1% a 17,1% (VASCONCELOS et al.
2003; FONTANA et al, 2007).

Embora os mecanismos neurobiologicos no desenvolvimento do TDAH ainda nao
estejam bem esclarecidos, o papel da sinalizagdo dopaminérgica e noradrenérgica ¢
amplamente discutido na literatura (ARNSTEN, 2006; ENGERT, PRUESSNER, 2008;
GOLD et al.,, 2014). Ambas as catecolaminas desempenham um papel fundamental nas
fungdes executivas do cortex pré-frontal, muitas vezes deficiente em pacientes com TDAH
(DEL CAMPO et al. 2011). Sabe-se que diversas variantes genéticas estdo relacionadas com a
etiologia do TDAH (THAPAR et al., 2013), com uma contribui¢do genética de 77% de
hereditariedade (BIEDERMAN, 2005). Outros fatores ambientais, tais como baixo peso ao
nascer, prematuridade e exposi¢do intra-uterina ao tabaco também estdo fortemente ligados
com o desenvolvimento da doenca (THAPAR et al., 2013).

Estudos longitudinais relatam que os sintomas da TDAH infantil podem permanecer
até a maturidade com uma margem de persisténcia que chega a superar 60% das criancas
diagnosticadas (BARKLEY et al, 2002; MANNUZZA et al, 1998; RASMUSSEN;

GILLBERG, 2000). Mesmo tendo sido estabelecido como um transtorno comumente



manifestado durante a infancia, o TDAH também pode acometer individuos adultos,
mostrando uma prevaléncia de 2,5% nesta populagdo (SIMON et al., 2009).

O tratamento com psicoestimulantes tem-se mostrado bastante efetivo na diminuicao
dos sintomas do TDAH (CAMPBELL; RANDALL, 1977) e por melhorar a atencdo, sdao
utilizados em criancas desde a década de 30 (BRADLEY, 1937). Dentre os psicoestimulantes,
o Metilfenidato é o principal agente farmacologico, prescrito no tratamento de TDAH
(BOLANOS et al., 2003).

Estimulante do sistema nervoso central, o Metilfenidato atua pelo bloqueio dos
transportadores responsaveis pela recaptacdo de dopamina e noradrenalina no encéfalo,
aumentando a oferta desses neurotransmissores na fenda sinaptica (BECKMAN et al., 2008;
CASTLE et al., 2007, GUMY; HUISSOUD; DUBOIS-ARBER, 2010; PEREIRA; DEL BEL,
2010; VOLKOW et al., 1999). Contudo, este farmaco parece atuar de modo mais especifico
sobre o sistema dopaminérgico, em comparagdo a outros psicoestimulantes como a
anfetamina, que também interage sobre os sistemas noradrenérgico e serotoninérgico
(KUCZENSKI; SEGAL, 1997; STAHL, 2006; UNIS et al., 1985).

Ao longo do desenvolvimento, desde a gestagcdo até os periodos da adolescéncia,
ocorrem importantes mudangas na arquitetura e plasticidade cerebral, mudangas estas que
podem ser influenciadas por farmacos psicoestimulantes (ANDERSEN, 2003; BUTZ;
WORGOTTER; VAN OOYEN, 2009; GIEDD et al, 2009). Dados na literatura
demonstraram que o tratamento precoce com Metilfenidato pode resultar em danos neurais e
alteracdes comportamentais, como diminui¢do da neurogénese hipocampal (LAGACE et al.,
2006) e perda da sensibilidade a estimulos de recompensa (BOLANOS et al., 2003), como
visto em ratos tratados do 20° ao 35° dia de idade na dose de 2mg/kg (ip), duas vezes ao dia.

E bem estabelecido que a maturagdo sexual e o inicio da puberdade em ratos envolvem

mudangas qualitativas e quantitativas sobre os sistemas de neurotransmissores (incluindo o



sistema dopaminérgico) atuando na modulacao da secre¢cao de GnRH e seus efeitos sobre a
acdo e liberagdo de LH e FSH (DE VRIES, 1990; GENAZZANI et al., 2000; MAFFUCI;
GORE, 2009). Durante o periodo perinatal, existe uma primeira janela de
neurodesenvolvimento importante para o estabelecimento da fungdo reprodutiva, onde o
hipotdlamo ¢ sensivel a presenca de hormoénios gonadais, periodo este denominado de
organizacional. Na puberdade, por sua vez, apresenta um segundo periodo, ativacional, no
qual, influenciado pelo ambiente, experiéncias ou estressores, os hormonios sexuais moldam,
por fim, estruturas encefalicas que serdo responsaveis pela fungdo reprodutiva e
comportamento sexual (BEYER; FEDER, 1987; WADDEL; McCARTHY, 2012).

Desse modo, enquanto os hormonios esteroidais sdo frequentemente relacionados
como necessarios para estimular o hipotdlamo, regulando o comportamento reprodutivo na
vida adulta, evidéncias também sugerem a interagdo dopamina-esterdide nessa regulagdo. Um
dos mecanismos pelos quais o estradiol ativa o comportamento sexual masculino ¢ através da
potencializacdo da atividade dopaminérgica na area pré-Optica hipotalamica (CLANCY;
ZUMPE; MICHAEL, 2000). Além disso, no hipotidlamo, o estradiol tem sido encontrado
agindo em conjunto com a dopamina através da ativacdo de vias de sinalizagdo intracelulares
para estimular o comportamento sexual feminino (STOLZENBERG; NUMAN, 2011).

Contudo, apresar da eficacia do Metilfenidato na reducdo dos sintomas do TDAH
(GREENHILL et al., 2006), pouco se sabe a respeito dos efeitos que o tratamento, durante o
desenvolvimento do organismo, pode causar sobre a funcdo reprodutiva e ainda, se as
alteracdes podem persistir apds o término do tratamento. Dessa forma, a administragdo
repetida de Metilfenidato durante os periodos criticos do desenvolvimento encefilico ¢
preocupante, pois aumenta a disponibilidade de dopamina na fenda sinaptica, a qual parece
estar envolvida em ambos os efeitos organizacionais e ativacionais sobre a fungdo reprodutiva

(HULL et al., 1998).
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Assim, considerando 1) que o TDAH ¢ uma doenga que acomete uma grande
porcentagem de criancas e adolescentes; 2) que o Metilfenidato, comumente prescrito no
tratamento do TDHA, ¢ um inibidor da recaptura de dopamina, neurotransmissor este,
envolvido na regulacdo e manutengdo de comportamentos reprodutivos; 3) os potenciais
efeitos em longo prazo que este farmaco pode desempenhar sobre o comportamento ¢ na
funcdo cerebral; ¢ 4) a escassez de estudos que avaliem os efeitos persistentes relacionados a
funcdo reprodutiva; o presente estudo justifica-se pela busca de possiveis alteragdes
morfofuncionais desencadeadas no sistema reprodutor pela administracdo repetida de

Metilfenidato em ratos machos e fémeas.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBIJETIVO GERAL

Esse estudo foi conduzido em ratos machos e fémeas com o propoésito de avaliar se a
administracdo repetida com Metilfenidato em periodos correspondentes a infancia até inicio
da vida adulta (MARCO et al., 2011) pode resultar em alteragdes sobre a fungdo reprodutiva,

mesmo apods o término do tratamento.

2.1 OBIJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar a instalacdo da puberdade verificada pelo dia da abertura vaginal, nas
fémeas, e pelo dia da separagao prepucial, nos machos;

e Nas fémeas, avaliar a funcdo reprodutiva por meio do acompanhamento do ciclo
estral, peso de 6rgaos reprodutivos e dosagem hormonal (estradiol);

e Nos machos, avaliar a fun¢ao reprodutiva por meio do peso de 6rgaos reprodutivos,
dosagem hormonal (testosterona), parametros espermaticos e histomorfometria testicular;

e Avaliar o comportamento sexual e materno, nas fémeas, € comportamento

copulatério e de preferencia sexual, nos machos.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 DESENHO EXPERIMENTAL

O diagrama abaixo (Figura 1) resume o desenho experimental empregado nesse
trabalho.

Figura 1 - Diagrama do desenho experimental. DPN: Dia pos-natal; DAG: Distancia
anogenital; DL: Dia lactacional.
Machos

- Peso de orgaos

- Contagem espermatica

- Viabilidade e motilidade espermatica

- Morfologia espermatica
Periodo de tratamento (DPN 21-60)

- Dosagem hormonal (testosterona)

s i i i s /" | - Histomorfometria testicular

/ \ - Comportamento copulatorio
D

PN / DPN /] DPN DPN DPN - Preferéncia sexual
DPNO 21 1 35-45 & 60 7590 100

- Peso de 6rgéos

Acompanhamento
e N Dosagem hormonal (estradiol)

do ciclo estral <

Aberturavaginal (a partirdo DPN 35) - Comportamento sexual
Separacéo prepucial (a partirdo DPN 45) - Comportamento materno (DL 5)
DAG

3.2 ANIMAIS E TRATAMENTO

Foram utilizados ratos albinos Wistar (DPN 85-90), machos e fémeas, provenientes da
coldnia do Biotério Central da Universidade Estadual de Londrina (UEL), transferidos para o
Biotério do Departamento de Ciéncias Fisiologicas do CCB, onde foram mantidos sob
condi¢des padronizadas (temperatura de 21 + 2°C, fotoperiodo de 12h claro/12h escuro) e

com agua e racao (Nuvilab®, Colombo, PR) a vontade.
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Para o acasalamento, foi colocado um macho para cada duas fémeas em cada gaiola ao
final da tarde. Na manha do dia seguinte, o macho foi retirado da gaiola das fémeas ¢ foram
coletadas células da mucosa vaginal através de esfregago. A prenhez foi considerada positiva
quando observado, ao microscopio Optico, a presenga de espermatozoides e células
caracteristicas da fase estro nas laminas do esfregaco. Esse dia foi considerado como primeiro
dia de prenhez, ocasido em que as fémeas foram colocadas em gaiolas individuais. O dia do
nascimento dos filhotes foi considerado o dia poés-natal (DPN) 0, sendo que no DPN 1, o
numero de filhotes em cada ninhada foi reduzido para oito (4 machos e¢ 4 fémeas, quando
possivel) 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 at¢ o DPN 21, ocasido em que ocorreu o desmame. Os filhotes foram
separados em trés grupos, sendo que apenas um unico filhote por ninhada de cada género foi
utilizado para compor cada grupo:

- Grupo controle (CTR): Filhotes (26 machos e 28 fémeas) receberam, por gavage,

agua destilada, a partir DPN 21 até o DPN 60.

- Grupo Metilfenidato (MFD) 2.5: Filhotes (26 machos e 20 fémeas) receberam, por

gavage, MFD na dose de 2,5 mg/kg/dia, a partir DPN 21 até o DPN 60.

- Grupo Metilfenidato (MFD) 5.0: Filhotes (26 machos e 22 fémeas) receberam, por

gavage, MFD na dose de 5,0 mg/kg/dia, a partir DPN 21 até o DPN 60.

O tratamento foi feito uma vez ao dia, obedecendo sempre a mesma rotina de horarios
de administragdo (entre 16:00 e 18:00 h). Os comprimidos de Metilfenidato (Ritalina®,
Novartis) foram macerados e dissolvidos em 4gua destilada (BETHANCOURT; VASQUEZ;
BRITTON, 2011) momentos antes do tratamento.

Em criancas, a dose efetiva de Metilfenidato para tratamento do TDAH ¢ de 0,3 a 1,0

mg/kg por dia (SOLANTO, 2000). Foi aplicado o ajuste de dose utilizando a escala BW*"*
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(ENVIRONMENTAL PROTECTION AGENCY, 2006) adotando os valores aproximados
para os pesos de uma crianga com 6 anos de idade (30 kg) e o de um rato recém desmamado
(30 g). Desse modo, a dose equivalente em ratos corresponde, aproximadamente, a valores
entre 1,7 ¢ 5,5 mg/kg. A dose de 5,0 mg/kg, se aproxima portanto, da dose terapéutica
maxima utilizada em humanos, além disso, ja ¢ descrito na literatura que esta dose em ratos
nao compromete o ganho de peso ao longo do tratamento (BECKMAN et al., 2008).

Todos os procedimentos nos animais foram aprovados pelo Comité de Etica para Uso

de Animais (CEUA 16381.2012.45).

3.3 PARAMETROS ANALISADOS EM MACHOS E FEMEAS DURANTE O TRATAMENTO (DPN 21-60)

3.3.1 Peso Corporal

Embora os animais tenham sido pesados diariamente, para processamento estatistico
foram utilizados os dados obtidos a cada trés dias a partir do DPN 21 (DPN 21, 24, 27, 30,
etc) até o fim do tratamento (DPN 60). Também foram observados sinais gerais de toxicidade

como lacrimejamento, piloere¢do, tremores e padrdo respiratorio anormal.

3.3.2 Desenvolvimento Fisico

A distancia anogenital (DAG, distancia do anus até o tubérculo genital) foi obtida
semanalmente, através de um paquimetro, até a ocorréncia da abertura vaginal ou do
descolamento do prepticio. A DAG foi normalizada por sua divisdo pela raiz cubica do peso

corporal (GALLAVAN et al., 1999). A abertura vaginal (CTR n=28/ MFD 2,5 n=20/ MFD
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5,0 n=22) foi observada a partir do DPN 30 e a separagao prepucial (CTR n=26/ MFD 2,5

n=26/ MFD 5,0 n=26) a partir do DPN 45, para a determinagao da instalacdo da puberdade.

3.4 PARAMETROS REPRODUTIVOS ANALISADOS NA VIDA ADULTA (DPN 90-100)

3.4.1 Fémeas

3.4.1.1 Desenvolvimento reprodutivo

Para a avaliagdo da funcdo reprodutiva, cada grupo (CTR, MFD 2,5 ¢ MFD 5,0) foi
dividido em dois subgrupos (4 e B). O subgrupo 4, designado para acompanhamento do ciclo
estral, peso dos 6rgaos reprodutivos (CTR n=14/ MFD 2,5 n=10/ MFD 5,0 n=10) e dosagem
hormonal (n=10/grupo), e o subgrupo B, para avaliagdo comportamental e fertilidade (CTR

n=14/ MFD 2,5 n=10/ MFD 5,0 n=12).

A.1. Avaliacdo do ciclo estral

O ciclo estral, das ratas da linhagem utilizada no presente trabalho, dura de 4 a 5 dias
(GOLDMAN; MURR; COOPER, 2007). O ciclo estral foi acompanhado durante 15 dias a
partir do DPN 75, sempre no mesmo horario. Foram coletadas células da mucosa vaginal com
auxilio de cotonete, previamente embebido em solucdo fisiolégica. O material foi espalhado
numa lamina, umedecido com uma gota de salina e observado ao microscopio Optico para
identificagdo da fase do ciclo estral (proestro, estro, metaestro e diestro). Os coeficientes de
estro, diestro/metaestro e proestro foram determinados pela seguinte formula de acordo com

Chistyakov et al. (2012): C=/a/b]-100%, onde, C = coeficiente do ciclo correspondente, a =
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duragdo em dias do ciclo correspondente dentro do periodo de observacao, e b = duragdo

média do ciclo estral (em dias).

A.2. Concentra¢do plasmdatica de estradiol durante a fase de estro e retirada dos orgdos
reprodutivos

Apds o término do acompanhamento do ciclo estral (DPN 90) e durante a fase de
estro, as fémeas foram pesadas, anestesiadas com éter etilico e submetidas a laparotomia.
Amostras de sangue foram coletadas da artéria aorta abdominal em seringas heparinizadas.
Imediatamente apds a coleta, as amostras foram centrifugadas (2500 rpm por 20 min a 2°C) e
o plasma congelado a -20°C para posterior analise. A concentragdo plasmatica de estradiol foi
obtida por radioimunoensaio usando 17p-Estradiol (E2) Double Antibody RIA Kit (MP
Biomedicals, Orangeburg, NY), seguindo as instru¢des do fabricante. As amostras foram
analisadas em duplicata onde o coeficiente de variacdo intra e inter-ensaio foram
respectivamente 2,5% e 7,0%, e a concentragdo minima detectavel foi de 1,2 pg/ml.

Os orgaos reprodutivos, ovarios e utero (com fluido), foram removidos e dissecados.
Apds secagem em papel de filtro, foram determinados os respectivos pesos umidos,

empregando-se balanca analitica.

B.1. Avaliagdo comportamental sexual

A andlise do comportamento sexual feminino seguiu a metodologia proposta por
Felicio e Nasello (1989). Quinze dias antes da analise comportamental, os animais foram
transferidos para o biotério com ciclo claro/escuro de 12x12 horas invertido, com controle de
luminosidade, ruido e temperatura, para a perfeita adaptagao das fungdes fisiologicas. No dia
do experimento, foram coletadas células da mucosa vaginal 3 a 4 horas antes do inicio dos

testes. Foram utilizadas apenas as fémeas na fase de proesto e machos sexualmente
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experientes. O teste comportamental foi filmado e analisado por um experimentador
localizado fora do biotério de ciclo de luz invertida. Inicialmente, um rato macho foi colocado
na gaiola de observa¢do (caixa de policarbonato), onde permaneceu por pelo menos 10 min
para adaptagdo. Em seguida, foi introduzida na mesma caixa a fémea e o teste durou até que
10 montas tenham sido observadas (RAMIREZ; CARRER et al., 1979). Foram avaliados o
coeficiente de lordose (LQ = [niimero de lordoses/10 montas] X 100) (BEACH, 1976) e
também a frequéncia de cada grau de lordose, pontuada numa escala de 0 a 3 (em que 0 ¢
classificado como auséncia de lordose e 3 como lordose maxima), para calcular o escore de
lordose (niimero total de pontos da lordose/niimero total de respostas da lordose) (HARDY;

DEBOLD, 1971).

B.2. Comportamento Materno

Apbs a analise do comportamento sexual (item B.1.), as fémeas permaneceram a noite
com o rato ¢ na manha seguinte foram separadas em gaiolas individuais. As ratas que estavam
prenhes (100%) foram utilizadas para andlise do comportamento materno. Este
comportamento foi analisado no dia lactacional (DL) 5 como descrito em Kiss et al. (2012). O
teste foi filmado e analisado posteriormente. Esta metodologia foi realizada pela remocgao da
rata da caixa moradia e pela destrui¢do do ninho. Ap6s 30 min, os filhotes foram espalhados
pela caixa, a rata reinserida na gaiola e a interagdo mae-filhote analisada por 30 min
utilizando o programa EthoLog software (OTTONI, 2000). Foram observados: o tempo para
recupera¢dao da ninhada completa, tempo agrupando os filhotes, tempo gasto com a limpeza

dos filhotes, tempo fora do ninho e tempo construindo ninho.
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3.4.2 Machos

3.4.2.1 Desenvolvimento reprodutivo

Para a avaliagdo da fungdo reprodutiva dos machos, cada grupo (CTR, MFD 2.5 e
MFD 5,0) foi dividido em dois subgrupos (C e D). O subgrupo C, designado para dosagem
hormonal (CTR n=10/ MFD 2,5 n=11/ MFD 5,0 n=12), peso dos 6rgios reprodutivos,
parametros espermaticos (CTR n=15/ MFD 2,5 n=15/ MFD 5,0 n=14) ¢ histomorfometria
testicular (CTR n=14/ MFD 2,5 n=14/ MFD 5,0 n=11), e o subgrupo D, para avaliagdo do
comportamento sexual (copulatorio e preferéncia sexual) (CTR n=11/ MFD 2,5 n=11/ MFD

5,0 n=12).

C.1. Concentragdo plasmatica de testosterona e retirada dos orgdos reprodutivos

Animais dos grupos experimentais foram pesados, anestesiados com éter etilico e
submetidos a laparotomia. Amostras de sangue foram coletadas da artéria aorta abdominal em
seringas contendo heparina, sempre no mesmo horéario. Imediatamente apds a coleta, as
amostras foram centrifugadas (2500 rpm por 20 min a 2°C) e o plasma congelado a -20°C
para posterior andlise. A concentracdo plasmatica de testosterona foi obtida por
radioimunoensaio usando ImmuChem"™ Double Antibody '**I RIA Kit (MP Biomedicals,
Orangeburg, NY) seguindo as instrugdes do fabricante. As amostras foram analisadas em um
mesmo ensaio onde o coeficiente de variagdo intra-ensaio e sensibilidade foram 10,1% e
0,035ng/ml respectivamente.

Apbs a coleta de sangue, os ductos deferentes direito e esquerdo foram retirados para
analise de motilidade e viabilidade espermatica (descri¢do item C.2. e C.3.) e morfologia de

espermatozoides (C.4.). Os orgdos da reproducdo (testiculos, epididimos, vesicula seminal
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com secrecdo € sem secrecdo e prostata ventral) foram identificados, removidos e dissecados.
Apds secagem em papel de filtro, foram determinados os respectivos pesos umidos,
empregando-se balanga analitica. O testiculo e o epididimo direito foram congelados para
posterior contagem espermatica (C.5.) e o testiculo esquerdo foi preparado para analise dos

parametros biométricos e andlise histologica do testiculo (C.6.).

C.2. Analise da motilidade espermatica

A analise de motilidade espermatica foi realizada de acordo com técnica descrita em
Perobelli et al. (2010) e adaptada por Favareto et al. (2011). O ducto deferente direito foi
seccionado nas extremidades anterior e posterior ¢ raspado delicadamente com bastdo de
vidro para retirar os espermatozoides de seu interior. Os espermatozoides coletados foram
imediatamente diluidos em meio HTF (Human Tubal Fluid, Irvine Scientific®) modificado
com gentamicina, pré-aquecido com ajuda de uma placa aquecedora a 34°C para evitar a
morte das células. Uma aliquota de 10 pl foi colocada em uma camara de Makler (Sefi-
Medical, Haifa, Israel) e analisada sob microscopia de luz, aumento de 400x. Foram avaliados
200 espermatozoides por animal e classificados em: movel (com motilidade progressiva) e
imével. Paralelamente, uma pequena aliquota de solu¢do HTF foi coletada para analise da

viabilidade espermatica (item C.3.).

Figura 2 - Camara de Makler. A esquerda, foto do modelo da camara utilizada. A direita, representagio

esquematica da vista superior do aparelho através do microscopio, com espermatozoides.
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C.3. Andlise da viabilidade espermatica

Para a viabilidade espermatica foi utilizado o método de coloracdo com eosina-
nigrosina proposto por Bjorndahl, Soderlund e Kvist (2003). Uma pequena aliquota de 50 ul
da amostra em meio HTF (item C.2.) foi misturada com eosina-nigrosina e diretamente
examinado em microscopia Optica. Foram avaliados 100 espermatozoides por animal, sendo
que os espermatozoides ndo corados foram classificados como vidveis e os espermatozoides

corados foram classificados como inviaveis.

C.4. Analise da morfologia dos espermatozoides

A avaliagdo da morfologia dos espermatozoides foi realizada de acordo com
Fernandes et al. (2007). O ducto deferente esquerdo dos animais foi secionado nas
extremidades anterior e posterior e lavado internamente com o auxilio de agulha e seringa
contendo 1,0 ml de formol-salina (10%). O conteudo foi colhido em um tubo ¢ mantido sob
refrigera¢do para posterior analise. Foi preparado esfregaco em lamina histologica e apds 90
min de secagem foram analisados 200 espermatozoides por animal em fase de contraste do
microscopio (400x) (SEED et al., 1996). Anormalidades morfologicas foram classificadas em
duas categorias gerais: morfologia de cabeca (sem curvatura caracteristica ou forma isolada,
ou seja, sem cauda anexada) ou morfologia de cauda (quebrada ou isolada, isto ¢, sem cabeca

anexada) (FILLER, 1993).

C.5. Contagem espermatica
O testiculo e o epididimo direito, dos diferentes grupos experimentais, foram
removidos e estocados a -20° C para posterior determinacdo da concentracdo de células

germinativas
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- Numero de espermatides maduras no testiculo e cdlculo da produgdo diaria de
espermatozoides

Para a realizagdo da contagem das espermatides no testiculo, procedeu-se o
descongelamento dos testiculos dos ratos dos diferentes grupos experimentais seguido de
homogeneizagdo do material, segundo método descrito por Robb et al. (1978) e adaptado por
Fernandes et al. (2007). Apds o descongelamento, testiculo foi decapsulado, o parénquima
testicular pesado e colocado em um tubo de ensaio com tampa, onde foram adicionados Sml
de solugdo contendo NaCl (0,9%), Triton-X (0,05%) e Thimerosal (0,01%). Em seguida, este
tubo foi tampado e pesado novamente para calculo da primeira diluicdo. A amostra foi
homogeneizada com pistilo 10N em velocidade maxima e, posteriormente, levado a um
sonicador na poténcia 6, com 80mA por 30 segundos. Apds nova dilui¢do na proporgdo 1:10
na solugdo de Triton X100 (10ul do homogeneizado + 900ul de solucdo), uma aliquota foi
transferida por meio de uma pipeta Pasteur para a camara de Neubauer, onde as espermatides
resistentes & homogeneizacao e sonicagem foram contadas (2 cAmaras por animal, 5 campos
por camara). Para calcular a producdo espermatica diaria, o numero de espermatides no
testiculo foi dividido por 6,1, que € o n° de dias em que essas espermatides maduras (estagio
19 da espermiogénese) estdo presentes no epitélio seminifero.
Figura 3 - Camara de Neubauer utilizada para contagem espermética. A esquerda, foto do

modelo utilizado. A direita, representacdo esquematica da vista superior, através
do microscopio de uma das camaras do aparelho.
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- Numero e tempo de transito dos espermatozoides no epididimo

Os epididimos direitos foram inicialmente divididos nas unidades cabega/corpo e
cauda. As por¢des epididimarias foram separadas logo apds a coleta e congeladas a -20° C até
a homogeneizagdo ¢ contagem dos espermatozéides de acordo com o mesmo procedimento
descrito para o item anterior com a diferenca que, antes da homogeneizagao, as pecas foram
cortadas em pequenos pedagos com tesoura bem afiada. Esse material foi diluido em 1ml da
mistura contendo Triton X100 para cada 1ml da mistura para cada 200mg de cabeca/corpo. O
tecido epididimario foi entdo homogeneizado, diluido 20vezes e contado em camaras de
Neubauer. O tempo de transito dos espermatozoides pelo epididimo foi calculado dividindo-
se o nimero de espermatozoides na cabega/corpo ou cauda do epididimo, pelo valor obtido na

produgdo didria de espermatozdides de cada animal (ROBB et al., 1978).

C.6. Parametros biométricos e andlise histologica do testiculo

O testiculo esquerdo foi preservado em solu¢dao de glutaraldeido (4%) a 0,01M em
tampao fosfato (pH 7,2). Posteriormente os fragmentos de testiculo foram rotineiramente
processados para inclusdo em resina plastica de glicolmetacrilato (Historesin Embedding kit,
LEICA) e cortes histologicos com Sum de espessura foram corados em solu¢dao borato de
sodio/azul de toluidina (0,1%) (CERRI; SASSO-CERRI, 2003) e analisados.

A composicdo dos dados volumétricos do parénquima testicular foi obtida usando
contagem de pontos utilizado um reticulo de 100 pontos em aumento final de 400x. Um total
de 10 campos escolhidos aleatoriamente (1000 pontos) foram pontuados para cada animal. O
volume de cada componente do parénquima testicular, expresso em pl, foi estimado a partir
do conhecimento do porcentual ocupado pelos mesmos no testiculo e do conhecimento do

volume do parénquima testicular. Para obter uma medi¢do mais precisa do volume do
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parénquima testicular, subtraiu-se do peso bruto do testiculo pelo peso da tinica albuginea
(~6,5%). O peso do testiculo foi considerado igual ao seu volume uma vez que a densidade do
testiculo ¢ quase 1,0 (~1,03—,04) (FRANCA, GODINHO, 2003).

O volume individual das células de Leydig foi determinado pela margem porcentual
entre nucléolo e célula de Leydig. Inicialmente, foram contados os pontos incidentes sobre o
citoplasma e os nucléolos das células de Leydig, totalizando1000 pontos por animal. Em outra
etapa, o didmetro nuclear médio destas células foi obtido com auxilio
de reticulo micrométrico linear (10mm/100) adaptado a uma das oculares de 10x acoplado a
uma objetiva de 100x (1000x de ampliagdo final). Quinze nucleos de células de Leydig por
animal foram mensurados. Com base nos dados adquiridos, o volume nuclear foi calculado
usando a formula 4/3zR3, onde R ¢ o raio nuclear, o volume de citoplasma ([% de pontos que
incidiram no citoplasma x volume nucleolar] /% de pontos que incidiram no nucleo) e, por
conseguinte, o volume de cada uma das células de Leydig (volume nuclear + de volume
citoplasmatico) por animal. Estes valores foram expressos micrdmetros cibicos (um’)
(FRANCA et al., 2000). Com o volume das células de Leydig, o numero de células de Leydig
por testiculo (10°) foi calculada para cada animal.

O diametro tubular médio por animal foi obtido pela mensura¢do ao acaso de quinze
seccdes transversais de tibulo seminifero por animal escolhidos de forma aleatéria com perfis
redondos ou arredondados. Essa medi¢do foi realizada utilizando-se o programa
computacional BELview, com uso de camera acoplada ao microscépio de luz comum (OSM-
223287, Olympus) com objetiva de 100x.

O comprimento total dos tibulos seminiferos (CTTS), expresso em metros (10°) por
testiculo foi calculada a partir do conhecimento do volume ocupado pelos tibulos seminiferos
e da medic¢ao do diametro tubular obtido para cada animal, de acordo com a seguinte formula:

CTTS=VTS/zR’, em que VTS = volume total de tibulos seminiferos; 7R2 = area da secgio
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transversal dos tubulos seminiferos (R = diametro tubular/2) (ATTAL; COUROT, 1963;
DORST; SAJONSKI, 1974).

A estimativa dos diferentes tipos celulares que compdoem o epitélio seminifero no
estadio VII do ciclo, classificado de acordo com o método acrossomico (RUSSELL et al.,
1990), foi feita a partir de contagens dos nucleos das células germinativas e dos nucléolos das
células de Sertoli. Nessas contagens foram utilizadas cinco secgdes transversais de tibulo
seminifero por animal. Os nucleos dos seguintes tipos celulares foram contados:
espermatogonias do tipo A, espermatocitos I na fase pré-leptoteno/leptoteno, espermatdcitos I
em fase de paquiteno, espermatides redondas e nucléolos das células de Sertoli.

Com excecao dos nucleos das células de Sertoli, as contagens obtidas foram corrigidas
para o didmetro nuclear e a espessura do corte histologico, utilizando-se a féormula proposta

por Amann e Almiquist (1962):

Espessura do corte
Espessura do corte + \/ (DMz) - (DMZ)
2 4

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

Numero corrigido = contagem obtida x

nucleos do tipo celular estudado, para cada animal. Os didmetros nucleares foram medidos
com o auxilio de reticulo micrométrico linear (10mm/100) adaptado a uma das oculares de
10x e acoplado a objetiva de 100x, propiciando aumento final de 1000x. O niimero das células
de Sertoli foi corrigido para o didmetro nucleolar e a espessura do corte histologico; em
virtude disto, contabilizou-se exclusivamente as células de Sertoli com nucléolo visivel, o que
proporcionou a aplicagdo da mesma féormula citada anteriormente.

A populacdo total de células de Sertoli por testiculo foi obtida a partir do nimero
corrigido de nucléolos de células de Sertoli por sec¢do transversal de tibulo seminifero no

estadio VII e do comprimento total de tubulos seminiferos por testiculo, segundo a féormula
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empregada por Hochereau-de Reviers e Lincoln (1978): Numero de células de Sertoli ou
célula germinativa por testiculo = [CTTS (um) x n° corrigido de células de Sertoli por sec¢ao
transversal] /espessura do corte (um).

O indice de célula de Sertoli foi obtido pela razdo entre o nimero de espermatides
redondas por seccdo transversal e o nimero de nucléolos das células de Sertoli por sec¢ao

transversal de tubulo seminifero.

D.1. Estudo do comportamento copulatorio dos ratos machos

A analise do comportamento copulatério foi conduzida nas mesmas condig¢des
experimentais descritas no item B./. As observagdes foram realizadas sempre 4h apds o inicio
da fase escura e foram capturados por camera conectada a um monitor em sala adjacente.
Cada macho foi inicialmente colocado na gaiola de observacdo (caixa de policarbonato) e
apds 10 min de aclimatagdo uma fémea em estro natural foi introduzida na mesma caixa.
Durante 30 min, as laténcias e frequéncias para intromissdo e ejaculagdo foram observadas
como descrito em Gerardin et al. (2006). Caso o macho ndo apresentasse comportamento
dentro de 10 min, a avaliagdo era interrompida e repetida no dia seguinte. Machos que

falharam na segunda avaliacdo foram considerados sexualmente inativos.

D.2. Preferéncia sexual

Ap6s analise do comportamento copulatério, os machos foram submetidos ao teste de
preferéncia sexual. Neste teste, foi utilizada uma arena retangular de 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’. As arenas pequenas sio diagonalmente opostas uma a outra ¢ a
comunicagdo com a arena principal ¢ fechada com uma tela de arame. Para o teste, foi

colocada uma fémea em estro natural (incentivo sexual) em uma das arenas pequenas, € na
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outra, um macho sexualmente ativo (incentivo social). O piso da arena principal possuia duas
areas delimitadas com 25 cm” (zonas) na frente de 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 min. O niimero de visitas € o tempo total gasto visitando cada zona de
incentivo foram registrados, e calculado o escore de preferéncia ([tempo de permanéncia na
zona de fémea / tempo total gasto em ambas as zonas de incentivo] x 100) (AGMO, 2003).

Figura 4 - 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.

G|
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3.5 ANALISE ESTATISTICA

Inicialmente, uma analise exploratdria foi conduzida para avaliar a distribui¢do normal
(teste de Shapiro-Wilk) e homogeneidade das variancias (teste de Levene) para cada variavel.
Para os dados que apresentaram distribuicdo normal e homogeneidade de variancia, foram
conduzidas analises paramétricas com os dados apresentados como média + erro padrao da
média (EPM). Para fins de andlise, os dados restantes foram transformados em raiz quadrada
ou logaritmo natural antes de serem submetidos aos testes ndo-paramétricos, apresentados
como mediana (1° e 3° quartil). As diferencas foram consideradas significativas quando p
<0,05.

Os testes estatisticos empregados neste estudo foram:
- ANOVA para medidas repetidas (RMANOVA) complementado com Bonferroni: peso
corporal e DAG.
- ANCOVA complementado com Bonferroni: abertura vaginal e separacdo prepucial
adotando o peso do dia como covariavel.
- ANOVA complementado com Bonferroni: instalagdo da puberdade, peso corporal dos
animais na vida adulta, peso de 6rgaos reprodutivos, concentragdo plasmatica de estradiol,
concentragdo plasmatica de testosterona, comportamento materno, motilidade espermatica,
viabilidade espermatica, morfologia espermatica, contagem espermatica, histomorfometria
testicular, populagdo de células germinativas no tibulo seminifero, comportamento
copulatoério e teste de preferéncia sexual.
- Kruskal-Wallis complementado com teste de Dunn: avaliagdo do ciclo estral, coeficiente
de lordose e escore de lordose ¢ numero de ejaculagdes no teste de comportamento

copulatorio.
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O tratamento estatistico dos dados foi operacionalizado pelo software SPSS (IBM,

SPSS statistics 19).
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4 RESULTADOS

4.1 PARAMETROS ANALISADOS NAS FEMEAS

4.1.1 Peso Corporal e Desenvolvimento Fisico

RMANOVA indicou que o peso corporal (Figura 5A) e a DAG relativa (mm/g'"?)

(Figura 5B) ndo foram afetados durante o tratamento com Metilfenidato (p>0,05).

Figura 5 - Peso corporal (A) e DAG relativa (B) das fémeas dos diferentes grupos
experimentais. Dados apresentados como média + EPM, p>0,05, RMANOVA.
DAG: Distancia anogenital; DPN: Dia pos-natal. CTR: Grupo controle tratado
com agua destilada; MFD 2,5: grupo tratado com Metilfenidato 2,5 mg/kg;
MEFD 5,0: grupo tratado com Metilfenidato 5,0 mg/kg.
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O dia em que ocorreu a abertura vaginal ndo foi influenciado pelo tratamento com

Metilfenidato (CTR: 36,03 + 0,56, n=28/ MFD 2,5: 35,42 + 0,57, n=20/ MFD 5,0: 35,00 +

0,63, n=22) como indicado por ANCOVA (p>0,05).

4.1.2 Parametros Reprodutivos Analisados no DPN 90-100

4.1.2.1 Avaliacao do ciclo estral

A Tabela 1 apresenta os dados referentes a avaliagdo do ciclo estral. O teste de

Kruskal-Wallis nao indicou diferenca entre os grupos experimentais (p>0,05).

Tabela 1 - Avaliacdo do ciclo estral em fémeas adultas dos diferentes grupos experimentais.

CTR [14] MFD 2,5 [10] MFD 5,0 [10]

Coeficiente de estro 26,67 (21,67-26,67) 26,67 (26,67-31,67) 26,67 (26,67-28,67)

Coeficiente d
oeticiente e 53,33 (53,33-53,33) 46,67 (46,67-53,33) 53,33 (48,33-53,33)
metaestro/diestro

Coeficiente de proestro 20,00 (20,00-25,00) 20,00 (20,00-26,67) 20,00 (20,00-20,67)

Numeros entre chaves indicam o nimero de animais/grupo. Dados apresentados como mediana (1° e 3° quartil),
p>0,05, Kruskal-Wallis. CTR: Grupo controle tratado com agua destilada; MFD 2,5: grupo tratado com
Metilfenidato 2,5 mg/kg; MFD 5,0: grupo tratado com Metilfenidato 5,0 mg/kg.
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4.1.2.2 Peso corporal e de 6rgados reprodutivos e concentracdo plasmatica de estradiol

O peso corporal e peso dos 6rgaos reprodutivos das fémeas adultas estdo apresentados
na Tabela 2. Tanto o peso corporeo quanto os pesos absolutos e relativos dos orgdos
reprodutivos ndo foram afetados pelo tratamento com Metilfenidato (ANOVA, p>0,05).

ANOVA indicou que ndo houve diferenca nas concentragdes plasmaticas de estradiol
entre os grupos (CTR: 174,23 + 34,34/ MFD 2,5: 227,06 + 52,00/ MFD 5,0: 179,59 + 32,64,

pg/ml) (p>0,05).

Tabela 2 - Peso corporal e peso dos 6rgaos reprodutivos das fémeas dos diferentes grupos

experimentais.

CTR [14] MFD 2,5 [10] MFD 5,0 [10]
Peso corporal (g) 252,90 + 5,33 248,53 +£ 6,44 243,49 + 6,24
Peso absoluto (g)
Utero 0,45+ 0,02 0,43 + 0,02 0,43 £ 0,01
Ovario (direito) 0,04 + 0,002 0,04 £ 0,002 0,04 £ 0,002
Ovario (esquerdo) 0,04 £ 0,002 0,04 + 0,002 0,05 £ 0,003
Peso relativo (g/100g)
Utero 0,07 + 0,003 0,07 £ 0,002 0,07 £ 0,002
Ovario (direito) 0,006 + 0,0004 0,006 = 0,0004 0,006 £ 0,0004
Ovario (esquerdo) 0,006 £+ 0,0004 0,007 + 0,0004 0,007 £ 0,0004

Numeros entre chaves indicam o niimero de animais/grupo. Dados apresentados como média + EPM, p>0,05,
ANOVA. CTR: Grupo controle tratado com agua destilada; MFD 2,5: grupo tratado com Metilfenidato 2,5
mg/kg; MFD 5,0: grupo tratado com Metilfenidato 5,0 mg/kg.
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4.1.2.3 Comportamento sexual

Em relagdo ao comportamento sexual, todas as montas foram acompanhadas por
lordoses (LQ=100%) em todos os grupos experimentais. Além disso, o tratamento com
Metilfenidato ndo alterou o escore de lordose (CTR: 2,95 (2,83-3,00), n=14/ MFD 2,5: 2,90
(2,80-3,00), n=10/ MFD 5,0: 3,00 (2,80-3,00), n=12) como mostrado pelo Kruskal-Wallis

(p>0,05).

4.1.2.4 Comportamento materno

Os parametros analisados no comportamento materno (DL 5), descritos na Tabela 3,

nao foram afetados pelo tratamento com Metilfenidato (ANOVA, p>0,05).

Tabela 3 - Parametros analisados durante o comportamento materno das fémeas dos
diferentes grupos experimentais no DL 5.

Parametros (s) CTR MFD 2,5 MFD 5,0
Tempo para recuperagdo da ninhada 427,03 £71,43 320,86 + 50,94 379,29 + 78,21
completa [12/14] [10/10] [10/12]
Tempo total agrupando os filhotes 129,44 + 18,05 103,16 + 15,85 159,51 + 34,35
[14/14] [10/10] [9/12]
Tempo total na limpeza dos filhotes 349,44 + 33,49 401,24 + 89,09 354,59 + 58,22
[14/14] [10/10] [12/12]
Tempo total fora do ninho 1126,15 + 51,19 1102,55 +£ 92,81 1112,56 + 64,08
[14/14] [10/10] [12/12]
Tempo total de construgdo do ninho 160,98 +22,34 231,05 £ 50,51 190,46 + 36,19
[14/14] [10/10] [11/12]

Numeros entre chaves indicam o niimero de animais que apresentaram comportamento pelo numero total de
animais por grupo. Dados apresentados como média £ EPM, p>0,05, ANOVA. CTR: Grupo controle tratado
com agua destilada; MFD 2,5: grupo tratado com Metilfenidato 2,5 mg/kg; MFD 5,0: grupo tratado com
Metilfenidato 5,0 mg/kg.
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4.2 PARAMETROS ANALISADOS NOS MACHOS

4.2.1 Peso Corporal e Desenvolvimento Fisico

O peso corporal (Figura 6A) ¢ a DAG relativa (mm/g"*) (Figura 6B) ndo foram
afetados durante o periodo de tratamento com Metilfenidato (p>0,05), como indicados por

RMANOVA.

Figura 6 - Peso corporal (A) e DAG relativa (B) dos machos dos diferentes grupos
experimentais. Dados apresentados como média + EPM, p>0,05, RMANOVA.
DAG: Distancia anogenital; DPN: Dia pos-natal. CTR: Grupo controle tratado
com agua destilada; MFD 2,5: grupo tratado com Metilfenidato 2,5 mg/kg;
MEFD 5,0: grupo tratado com Metilfenidato 5,0 mg/kg.
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O tratamento com Metilfenidato também nao influenciou o dia da instalacdo da
puberdade (CTR: 49,62 + 0,64/ MFD 2,5: 49,31 + 0,62/ MFD 5,0: 49,12 + 0,61; n=26/grupo),

como mostrado pela ANCOVA.

4.2.2 Parametros Reprodutivos Analisados no DPN 100

4.2.2.1 Peso corporal e de 6rgaos reprodutivos e concentragdo plasmatica de testosterona

O peso corporal e dos 6rgaos reprodutivos dos machos adultos estdo apresentados na
Tabela 4. A administragdo repetida de Metilfenidato ndo afetou o peso corpéreo bem como os
pesos absolutos e relativos dos 6rgaos reprodutivos (ANOVA, p>0,05).

ANOVA ndo indicou diferenga na concentracdo plasmatica de testosterona entre os
grupos (CTR: 2,78 £ 0,86 n=10; MFD 2,5: 2,57 = 0,57 n=11; e MFD 5,0: 2,31 + 0,43 n=12,

ng/ml) (p>0,05).
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Tabela 4 - Peso corporal e peso dos orgaos reprodutivos dos machos dos diferentes grupos

experimentais.

CTR [15] MFD 2,5 [15] MFD 5,0 [14]
Peso corporal (g) 369,71 £ 6,67 358,91 £ 9,63 374,34 £ 12,07
Peso absoluto (g)
Testiculo (direito) 1,49 + 0,04 1,47 +£ 0,07 1,52 +0,03
Ducto deferente 0,09 £+ 0,003 0,08 + 0,002 0,09 + 0,003
Epididimo 0,50+ 0,01 0,49 +0,01 0,51+0,01
Prostata 0,38 £ 0,02 0,37 +£0,02 0,37 £0,03
Vesicula seminal cheia 0,60 = 0,03 0,55 +0,03 0,60 + 0,03
Vesicula seminal vazia 0,17 +0,01 0,18 £0,01 0,18 £0,01
Peso relativo (g/100g)
Testiculo (direito) 0,40 + 0,001 0,42 + 0,002 0,41 +0,001
Ducto deferente 0,023 + 0,001 0,023 + 0,001 0,024 + 0,001
Epididimo 0,14 + 0,004 0,14 + 0,005 0,14 + 0,004
Prostata 0,10 + 0,005 0,10 + 0,005 0,10 £ 0,007
Vesicula seminal cheia 0,16 £0,01 0,15+0,01 0,16 £0,01
Vesicula seminal vazia 0,05 + 0,003 0,05 + 0,003 0,05+ 0,003

Numeros entre chaves indicam o nimero de animais/grupo. Dados apresentados como média = EPM, p>0,05,
ANOVA. CTR: Grupo controle tratado com agua destilada; MFD 2,5: grupo tratado com Metilfenidato 2,5
mg/kg; MFD 5,0: grupo tratado com Metilfenidato 5,0 mg/kg.

4.2.2.2 Parametros espermaticos

Os resultados de motilidade, viabilidade e morfologia espermatica estao apresentados
na Tabela 5. O tratamento com Metilfenidato ndo afetou os parametros para motilidade e
viabilidade espermatica (ANOVA, p>0,05). No entanto, houve um aumento na porcentagem
de espermatozoides com anormalidades de cauda nos animais do grupo MFD 2,5 quando

comparado ao grupo CTR (ANOVA complementada com Bonferroni, p<0,05).
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Tabela 5 - Viabilidade, motilidade e morfologia espermatica de ratos machos dos diferentes
grupos experimentais.

Parametros (%) CTR MFD 2,5 MFD 5,0
Espermatozoides viaveis 84,55+2,09[11] 78,55+1,40[11] 78,70+3,04[10]
Espermatozoides moveis 78,50 +2,28 [12] 75,00+ 2,15[11] 72,60+ 4,46 [10]

Espermatozoides com cabeca 15,07+ 1,09 [15] 18,60+ 1,29 [15] 15,96+ 1,36 [14]
anormal
Espermatozoides com cauda 1,17+ 0,15[15]  2,27+£0,27 [15]* 1,79+ 0,31 [14]
anormal

Numeros entre chaves indicam o nimero de animais/grupo. Dados apresentados como média + EPM, *p<0,05
comparado ao CTR, ANOVA complementado com Bonferoni. CTR: Grupo controle tratado com agua destilada;

MEFD 2,5: grupo tratado com Metilfenidato 2,5 mg/kg; MFD 5,0: grupo tratado com Metilfenidato 5,0 mg/kg.

Na Tabela 6 estdo apresentados os parametros avaliados na contagem espermatica. O
tratamento com Metilfenidato ndo alterou nenhum dos pardmetros avaliados (ANOVA,

p>0,05).
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Tabela 6 - Contagem espermatica de ratos machos dos diferentes grupos experimentais.

Parametros CTR [15] MFD 2,5 [15] MFD 5,0 [14]
N° de espermatides 136,26 + 8,07 123,23 £10,62 130,45 + 8,09
(10%/testiculo)
N° de espermatides 98,85 + 4,37 93,89 + 6,95 98,08 + 6,59
(10%/g/testiculo)
Produgdo espermatica diaria 21,46 £ 1,10 19,78 £ 1,70 21,39+ 1,32
N° de espermatozoides na 71,87 £4,99 65,18 £ 6,45 73,66 £ 4,57
cabeca/corpo do epididimo
(10%/6rgdo)
N° de espermatozoides na 272,20+ 17,99 265,96 £27.20 284,51 £17,35
cabega/corpo do epididimo
(10%/g/6rgdo)
N° de espermatozoides na 109,49 + 8,74 94,66 + 10,37 106,03 + 7,34
cauda do epididimo
(10%/6rgdo)
N° de espermatozoides na 542,82 42,67 449,20 + 44,81 512,05 +£29,51
cauda do epididimo
(10%/g/6rgdo)
Tempo de transito 3,48+ 0,28 3,44+ 0,29 3,55+0,27
espermatico na cabeca/corpo
do epididimo (dias)
Tempo de transito 5,26 + 0,46 4,80 +£0,48 5,14 +0,47

espermatico na cauda (dias)

Numeros entre chaves indicam o nimero de animais/grupo. Dados apresentados como média = EPM, p>0,05,
ANOVA. CTR: Grupo controle tratado com agua destilada; MFD 2,5: grupo tratado com Metilfenidato 2,5
mg/kg; MFD 5,0: grupo tratado com Metilfenidato 5,0 mg/kg.
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Os volumes dos componentes do parénquima testicular dos machos estdo apresentados

na Tabela 7. Houve um aumento no volume do tecido intersticial (p<0,05) nos grupos MFD

2,5 ¢ 5,0 em relacdo ao CTR (ANOVA complementado com Bonferroni), como observado

também na figura 7.

Tabela 7 - Composicao volumétrica do parénquima testicular de ratos machos dos diferentes

grupos experimentais.

Volume (pl) CTR [14] MFD 2,5 [14] MFD 5,0 [11]
Parénquima 1390,93 + 40,86 1428,07 + 40,43 1415,36 + 31,02
Tabulo seminifero 1124,14 + 39,73 1088,00 + 37,88 1068,27 + 27,10
Tecido intersticial 266,79 £ 12,56 337,93 £15,20% 347,09 +£17,86*
Células de Leydig 35,77 +2,13 34,66 + 1,99 35,61 +2,23

Numeros entre chaves indicam o nimero de animais/grupo. Dados apresentados como média + EPM, *p<0,05

comparado ao CTR, ANOVA complementado com Bonferoni. CTR: Grupo controle tratado com agua destilada;

MED 2.5: grupo tratado com Metilfenidato 2,5 mg/kg; MFD 5,0: grupo tratado com Metilfenidato 5,0 mg/kg.

Figura 7. Micrografias das secgdes testiculares dos animais do grupo controle (A) ou tratados com MFD 2,5

mg/kg (B) ou MFD 5,0 mg/kg (C), corados por azul de toluidina. TS, tibulo seminifero; TI, tecido intersticial.

Escala de barra: 10pum.
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Os Parametros biométricos do parénquima testicular, nimero de células de Sertoli,

numero de células de Leydig e indice de célula de Sertoli (Tabela 8) ndo foram afetados pelo

tratamento repetido com Metilfenidato (ANOVA, p>0,05).

Tabela 8 - Parametros biométricos do parénquima testicular, nimero de células de Sertoli,
numero de células de Leydig e indice de célula de Sertoli de ratos machos dos

diferentes grupos experimentais.

CTR [14] MFD 2,5 [14] MFD 5,0 [11]
Diametro dos tabulos
427,43 £ 8,06 413,61 £ 8,37 407,04 + 4,49
seminiferos (um)
Comprimento total dos
7,88 £ 0,29 8,19+ 0,37 8,22 £ 0,20
tabulos seminiferos (m)
N° de células de Leydig por
. 29,46 £2,02 32,12 +2,47 36,46 2,61
testiculo (10°)
N¢ de células de Sertoli por
; 2,26 +0,10 2,12+0,14 2,27+0,33
testiculo (107)
indice de célula de Sertoli 6,21 +£0,33 7.25+0,47 6,52 + 0,031

Numeros entre chaves indicam o niimero de animais/grupo. Dados apresentados como média + EPM, p>0,05,

ANOVA. CTR: Grupo controle tratado com agua destilada; MFD 2,5: grupo tratado com Metilfenidato 2,5

mg/kg; MFD 5,0: grupo tratado com Metilfenidato 5,0 mg/kg.
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Por outro lado, ANOVA complementado com Bonferroni mostrou um aumento
(p<0,05) nas espermatogonias do tipo A no grupo MFD 5,0 e uma diminuigdo na populagdo
de espermatdcitos I na fase de préleptoteno/leptdteno no grupo MFD 2,5 em relagdo ao grupo

CTR (Tabela 9).

Tabela 9 - Populagdo celular por seccao transversal de tibulo seminifero no estagio VII do
Ciclo do Epitélio Seminifero de ratos machos dos diferentes grupos

experimentais.
CTR [14] MFD 2,5 [14] MFD 5,0 [11]
Espermatogonia tipo A 0,47 + 0,03 0,54 + 0,04 0,59 +0,03*
E tocitos I f: d
Spermatocitos & e fase de 27,88 + 0,94 2345+ 1,19% 26,67+ 1,10
preleptoteno/leptoteno
Espermatdcitos I em fase de
. 29,14 £ 1,50 33,10+ 1,31 33,09 +£0,91

paquiteno
Espermatides redondas 87,57 +2,85 93,53 +2,98 89,30 + 1,65
Nucléolos de células de Sertoli 14’55 + 0,71 13’57 + 1,00 13,80 + 0,58

Numeros entre chaves indicam o nimero de animais/grupo. Dados apresentados como média £ EPM, *p<0,05
comparado ao CTR, ANOVA complementado com Bonferoni. CTR: Grupo controle tratado com agua destilada;

MED 2,5: grupo tratado com Metilfenidato 2,5 mg/kg; MFD 5,0: grupo tratado com Metilfenidato 5,0 mg/kg.
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4.2.2.4 Comportamento copulatério e preferéncia sexual

Em relagdo ao comportamento sexual dos machos, o tratamento repetido com

Metilfenidato ndo alterou o comportamento copulatdrio (Tabela 10), nem a preferéncia sexual

(Tabela 11) (ANOVA, p>0,05).

Tabela 10 - Comportamento copulatério de ratos machos dos diferentes grupos experimentais.

CTR MFD 2,5 MFD 5,0

Laténcia para 1? intromissao (s) 161,50 32,95 132,14 + 46,55 145,56 + 29,55
[8/11] [7/11] [9/12]

N° de intromissoes até 1* ejaculagdo 20,00 £ 3,29 20,29 £ 4,62 17,89 £2,10
[8/11] [7/11] [9/12]

Laténcia para 1? ejaculacao (s) 895,88 + 94,80 807,57 £112,78 789,78 + 88,68
[8/11] [7/11] [9/12]

Laténcia para 1* intromissao pos- 356,88 £19,91 290,67 £ 35,46 323,67 £21,08

ejaculagdo (s) [8/11] [6/11] [9/12]

N° de intromissdes pds-ejaculagio 15,25+ 0,56 17,67 +£2,92 15,44 + 3,73
[8/11] [6/11] [9/12]

N° de ejaculagdes 2,00 (1,50-2,00) 2,00 (1,00-2,00) 2,00 (2,00-2,00)
[8/11] [7/11] [9/12]

Numeros entre chaves indicam o numero de animais que apresentaram comportamento pelo nimero total de
animais por grupo. Dados apresentados como média = EPM, p>0,05, ANOVA. CTR: Grupo controle tratado
com agua destilada; MFD 2,5: grupo tratado com Metilfenidato 2,5 mg/kg; MFD 5,0: grupo tratado com
Metilfenidato 5,0 mg/kg.
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Tabela 11 - Preferéncia sexual de ratos machos dos diferentes grupos experimentais.

CTR [11] MFD 2,5 [11] MFD 5,0 [12]
Tempo na zona do macho (s) 222,09 + 24,72 234,64 + 45,63 257,42 + 59,89
Tempo na zona da fémea (s) 592,18 +£ 69,81 433,91 +£ 75,54 443,42 + 74,36
N° de visitas na zona do macho 15,27 1,40 15,00 £ 1,61 14,67 £1,69
N° de visitas na zona da fémea 18,27 £ 1,74 15,36 = 1,00 16,00 £+ 2,35
Escore de preferéncia 69,86 £ 5,20 65,39 + 6,47 62,15+7,20

Numeros entre chaves indicam o nimero de animais/grupo. Dados apresentados como média + EPM, p>0,05,
ANOVA. CTR: Grupo controle tratado com agua destilada; MFD 2,5: grupo tratado com Metilfenidato 2,5
mg/kg; MFD 5,0: grupo tratado com Metilfenidato 5,0 mg/kg.
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5 DISCUSSAO

O padrio de crescimento de um animal, ao longo do tratamento, ¢ usado como um
indicador seguro na investigacdo de efeitos toxicos para o organismo (JOHNSON, 1981).
Em seres humanos, o efeito adverso mais comumente associado ao tratamento com
Metilfenidato ¢ a perda de peso, mas que tende a desaparecer com o tempo (POULTON;
COWELL, 2003; PTACEK; KUZELOVA; PACLT, 2009). Em ratos, a administracdo
repetida, via gavage, de Metilfenidato pode reduzir o ganho de peso de forma dose-
dependente, como observado em animais juvenis em doses acima de 50mg/kg/dia
(BECKMAN et al., 2008), bem como em adultos em doses acima de 20mg/kg (TEO et al.,
2002). No presente estudo, a administragdo repetida, da infancia até o inicio da vida
adulta, nas doses de 2,5 e 5,0mg/kg, ndo alterou o peso corpéreo ao longo do tratamento.
No intuito de descartar a possibilidade de alteragdes reprodutivas ocasionadas pela perda
de peso corpdéreo, uma vez que a diminuicdo neste parametro esta relacionada com
alteragdes na maturacdo sexual (GLASS; SWERDLOFF, 1980, HOLEHAN; MERRY,
1985), optou-se por doses de Metilfenidato que ndo influenciassem no desenvolvimento
ponderal.

A puberdade tem inicio pela ativacdo do eixo hipotdlamo-hipdfise-gonadal em
resposta a liberacdo pulsatili de GnRH hipotalamico (EBLING, 2005; TSUTSUMI;
WEBSTER, 2009). O hipotalamo recebe aferentes neurais e neuroendocrinos de diversos
sistemas de neurotransmissores, modulando, por sua vez, a liberagio de GnRH
(CIECHANOWSKA et al., 2010). Liu e Herbison (2013) demonstraram que aferentes
dopaminérgicos, provenientes do nicleo paraventricular anteroventral, atuam como um
dos mais potentes inibidores da excitabilidade dos neurdonios que secretam GnRH. No

presente estudo, os animais foram tratados durante a puberdade, periodo no qual ocorre
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importante rearranjo na arquitetura e plasticidade cerebral, definindo mudancas
neuroendocrinas € comportamentais que podem persistir por toda a vida (SISK; ZEHR,
2005). No entanto, o tratamento com Metilfenidato ndo afetou o inicio da puberdade, tanto
em machos quanto em fémeas. S3o poucos os estudos na literatura investigando os efeitos
deste farmaco sobre a instalacdo da puberdade. Em primatas, foi observado atraso na
ocorréncia da decida testicular (doses crescentes de 3mg/kg a 25mg/kg ao dia)
(MATTISON et al., 2011), que ¢ um marcador fiavel do inicio da puberdade nestes
animais (TERASAWA; FERNANDEZ, 2001). Embora, neste caso, a divergéncia entre os
resultados possa ser explicada por caracteristicas inter-espécies, a auséncia de dados na
literatura restringe a discussdo. Além disso, o presente estudo € o primeiro a investigar os
efeitos do Metilfenidato sobre o inicio da puberdade em ratos machos.

Apesar de, nas fémeas ndo ter sido observada alteracdo na instalacdo da puberdade
e no ciclo estral, dados da literatura demonstram comprometimento nestes pardmetros. A
administracdo subcutinea nas doses de 450pg/dia (CHATTERJEE-CHAKRABARTY et
al., 2005) e 70mg/kg/dia, (GREELEY; KIZER, 1980) retardou a ocorréncia da abertura
vaginal e também reduziu a duragdo média do ciclo estral apdés a interrupcdo do
tratamento. Diferentes resultados podem estar associados a via de administragdo e a
diminui¢do no peso corpdreo observada nos estudos citados anteriormente. Além disso,
outro fator que deve ser considerado ¢ o periodo de tratamento, uma vez que, em Greeley
e Kizer (1980), ratas tratadas a partir do DPN 21-23 nao apresentaram tais alteragdes,
diferentemente daquelas tratadas a partir do DPN 5-7, sugerindo que o tratamento mais
precoce pode levar a comprometimentos persistentes sobre o ciclo estral.

Alteragdes de peso de 6rgdos sdo frequentemente associadas com os efeitos toxicos
relacionados ao tratamento de uma droga (SELLERS et al., 2007). Ha indicios de que o

Metilfenidato possa promover mudangas no perfil de hormoénios sexuais devido a
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interferéncia na liberagdo pulsatii de GnRH hipotalimico (CHATTERIJEE-
CHAKRABARTY et al., 2005) ou, em machos, também, por a¢do direta sobre a funcdo
das células de Leydig (ADRIANI et al., 2006), podendo comprometer o peso de 6rgaos
hormoénio-dependentes. O Metilfenidato ¢ um farmaco comumente prescrito para criangas
e adolescentes com TDAH, cujo tratamento pode se estender até o inicio da vida adulta.
Desta forma, o presente trabalho buscou avaliar os efeitos deste medicamento, 40 dias,
aproximadamente, apds o término do tratamento. O peso dos orgaos reprodutivos, tanto
em machos quanto em fémeas adultos, ndo foi alterado pelo tratamento durante a infancia
até inicio da vida adulta. Dados na literatura demonstram que o tratamento, na dose de
10mg/kg, causou diminuicdo no peso testicular, observado ao final do tratamento
(CANSU et al., 2011). No entanto, o mesmo efeito ndo foi descrito na dose de Smg/kg
(CANSU et al., 2011), corroborando com nossos resultados. Além disso, o tratamento com
uma dose substancialmente maior (100mg/kg) levou a uma reducdo no peso da prostata,
ndo sendo mais observada apos 30 dias do fim do tratamento. Este mesmo padrio de
resposta também foi encontrado em fémeas, que apresentaram aumento transitoério no peso
dos ovarios (TEO et al., 2002). Assim, com base na literatura, sugere-se que,
provavelmente, as doses utilizadas nesse estudo, ndo tenham causado alteragdes nos pesos
de 6rgdos hormonio-dependentes, e em havendo alteragdes, essas ndo foram persistentes.
Em estudo conduzido por 11 semanas em ratos adultos, ao final do estudo, houve redugdo
da concentragdo plasmatica de testosterona pela administragdo de Metilfenidato (10mg/kg,
por gavage) (KIANIFARD; HASANZADEH; KIANIFARD, 2013), contudo, como visto
em Adriani et al. (2006), essa reducdo parece também ser transitéria, uma vez que ocorreu
normalizagdo da concentragdo desse hormodnio apds dois meses do término do tratamento
na dose de 2mg/kg (ip, uma vez ao dia). Assim como nos machos, o tratamento com

Metilfenidato também ndo interferiu na concentragdo plasmatica de estradiol nas fémeas.
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Resultados semelhantes pode sem encontrados em Chatterjee-Chakrabarty et al. (2005),
onde os valores de estradiol circulantes, ao final do tratamento, permaneceram inalterados
em relacdo aos animais controle. Diante disso, sugere-se que o tratamento com
Metilfenidato durante o desenvolvimento ndo interferiu nas concentragdes plasmaticas de
hormonios sexuais, testosterona e estradiol, na vida adulta.

Com relagdo ao comportamento sexual, € proposto que projecdes provenientes da
area pré-optica medial hipotaldmica interagem com o sistema mesolimbico
dopaminérgico, promovendo o0s aspectos apetitivos e consumatorios sobre o
comportamento sexual e materno (STOLZENBERG; NUMAN, 2011). De fato, o
funcionamento neurocomportamental na vida adulta pode ser influenciado por
experiéncias ambientais, emocionais e por interferéncia por drogas durante o
desenvolvimento (HYMAN, 2001; LADD et al., 2000; SPEAR, 2000; TEICHER et al.,
2002). Apesar do Metilfenidato alterar os niveis de dopamina durante o desenvolvimento
do organismo e que esse neurotransmissor estd envolvido no estabelecimento dos
comportamentos reprodutivos, ndo foram observadas alteragdes desses comportamentos,
tanto nos machos quanto nas fémeas. Nao existem estudos na literatura investigando a
relacdo do Metilfenidato sobre o comportamento sexual em ratas fémeas até o momento.
Em ratos, houve um comprometimento do comportamento sexual apos intervalo de seis
semanas do tratamento (DPN 20-35) na dose de 4mg/kg/dia (ip) (BOLANOS et al,. 2003).
Sabe-se que a administracdo intraperitoneal de Metilfenidato quando comparado com a
mesma dose oral, tem uma maior biodisponibilidade central para induzir a resposta
locomotora (GERASIMOV et al., 2000). Assim, sugere-se que os resultados divergentes
encontrados entre nosso estudo e em Bolafios et al., (2003) possam estar relacionados com

a menor biodisponibilidade inerente a via de administragdo utilizada.
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Sabe-se que as proje¢des dopaminérgicas, nigrostriatal e mesolimbica, estdo
envolvidas no inicio e na manuten¢do do comportamento materno em animais (KINSLEY
et al., 1994; NUMAN; STOLZENBERG, 2009; ROBINSON; ZITZMAN; WILLIAMS,
2011). No presente estudo, as ratas tratadas com Metilfenidato ndo apresentaram
alteragdes no comportamento materno. Existe escassez de estudos avaliando os efeitos do
Metilfenidato sobre o comportamento materno. Em fémeas virgens de camundongos CD-
1, a administragdo subcutinea de Metilfenidato (5mg/kg) diminuiu o comportamento
materno causando redugdo no tempo de limpeza dos filhotes e no tempo de amamentagao
na posicao de cifose (LEUSSIS et al., 2008). Vale ressaltar que em Leussis et al. (2008),
o comportamento foi avaliado uma hora apds a administragdo da droga, ou seja, as
alteracdes no comportamento materno encontradas podem ser decorrentes da proximidade
no tempo entre o tratamento e a analise do comportamento. Desse modo, pode-se supor
que, no presente estudo, o Metilfenidato ndo estd mais presente em niveis plasmaticos
circulantes nas fémeas, o que sugere, sobretudo, que provavelmente as vias neurais
relacionadas ao comportamento materno ndo foram afetadas pelo tratamento durante o
desenvolvimento. Fairmacos que atuam de forma similar ao Metilfenidato, como Cocaina e
Metanfetamina, podem afetar o comportamento materno (SLAMBEROVA;
CHAROUSOVA; POMETLOVA, 2005; VERNOTICA; ROSENBLATT; MORRELL,
1999; PEEKE et al.,1994). No entanto, fica dificil a comparacdo entre os resultados, uma
vez que esses psicoestimulantes diferem quanto a afinidade aos transportadores, além de
alterar outros neurotransmissores como noradrenalina e serotonina (FOWLER et al., 2007,
VOLKOW et al., 1999). Além disso, ainda que a dopamina seja o principal
neurotransmissor envolvido na facilitagdo do comportamento materno (NUMAN, 2006),
noradrenalina e serotonina também podem modular esse comportamento (OLAZABAL et

al., 2004; THOMAS; PALMITER, 1997).



48

Nos machos, o tratamento com Metilfenidato causou aumento do volume do tecido
intersticial no testiculo de ambos os grupos tratados. O testiculo ¢ integrado pelos tubulos
seminiferos, onde ocorre o processo de espermatogénese (GRISWOLD, 1998), e pelo
compartimento intersticial entre os tubulos, o qual possui fun¢do endécrina (DUFAU,
1988). O tecido intersticial ¢ composto por células de Leydig, células mesenquimais,
células miodides, células endoteliais, pericitos e macrofagos (ARIYARATNE;
CHAMINDRANI MENDIS-HANDAGAMA, 2000). Com excecao das células de Leydig,
a contagem diferencial de todas as células intersticiais ndo foi realizada neste estudo, ¢
dessa forma, ndo foi possivel identificar se as alteragdes quantitativas em outros
componentes do tecido intersticial estariam presentes aqui.

Nossos resultados mostraram ainda que o tratamento repetido com Metilfenidato
promoveu aumento da porcentagem de espermatozoides com anormalidades na cauda no
grupo MFD 2.5; mas ndo no grupo MFD 5,0 quando comparado ao CTR. O
comportamento de curva dose-resposta ndo-monotonica (bifasica) estd ligada a diversas
substancias quimicas em que se observa o aumento na resposta a dose mais baixa seguido
de um decréscimo na dose mais elevada, ou vice-versa (CONOLLY; LUTZ, 2004).
Relagdes dose-resposta bifasicas para a dopamina e/ou seus agonistas sdo revisados por
Calabrese (2001) em diversos parametros (locomocao, sensibilidade a dor, pressdo arterial
diastolica, tensdo arterial, secre¢do de prolactina, liberacdo de ocitocina, freqiiéncia
cardiaca, memoria ¢ atividade da adenilato ciclase neuronal). Contudo, nenhuma
evidéncia para este mesmo padrdo de resposta para o Metilfenidato foi descrito até o
momento. Tem sido demonstrado que receptores de dopamina e noradrenalina estdo
presentes ao longo da cauda e no acrossomo de espermatozoides, além do tecido testicular
e em todas as células germinativas em fase pré- e pos-meidtica (ADEOYA-OSIGUWA;

GIBBONS; FRASER, 2006; OTTH et al., 2007). Embora o papel da sinalizagdo



49

dopaminérgica e noradrenérgica ainda ndo sejam esclarecidos, estes resultados sugerem
que o Metilfenidato pode ter uma agao direta no testiculo e epitélio germinativo. Além
disso, foi também observado, nos machos, alteracdes na populagdo de células
germinativas induzindo um aumento no nimero de espermatogonias do tipo A no grupo
MFD 5,0 enquanto que no grupo MFD 2,5 houve diminuicdo no numero de
espermatdcitos I na fase preleptoteno/leptoteno. O processo de espermatogénese constitui
um processo altamente organizado no qual células germinativas haploides sdo originadas a
partir de espermatogonias dipléides masculinas (HESS; FRANCA, 2008). A
espermatogénese em ratos leva cerca de 48-53 dias (CLERMONT, 1972) e ¢é possivel que
o tratamento tenha prejudicado gametogénese e as mudangas decorrentes ainda estavam
presentes mesmo apos 40 dias do fim do tratamento, provavelmente por afetar diretamente
as células germinativas (ENVIRONMENTAL PROTECTION AGENCY, 1986). Além
disso, sabe-se que a progressao de espermatogonias tipo A até a fase de espermatdcitos em
paquiteno ¢ um processo dependente de FSH (BOITANI; POLITI; MENNA, 1993), e que
este hormdnio possui importante papel regulatorio sobre a proliferacdo e renovagdo das
espermatogonias do tipo A na fase inicial da espermatogénese (DING et al., 2011;
MEACHEM et al., 1998). Embora, no presente estudo ndo tenha sido mensurado a
concentracdo de FSH, pode-se sugerir também uma ag¢do do Metilfenidato sobre a
liberagao de GnRH, e consequentemente, alterando FSH, uma vez que dados da literatura
demonstram que vias dopaminérgicas participam na modulacdo da liberagdo de GnRH
(LIU; HERBISON, 2013). No entanto, at¢ o presente momento, ndo existe base na
literatura que reforce esta hipotese, correlacionando o Metilfenidato e sua influencia sob a
liberagao de gonadotrofinas em ratos machos, embora alteragdes na espermatogénese ja
tenham sido demonstradas em diversos estudos (ADRIANI et al., 2006; CANSU et al..

2011; KIANIFARD; HASANZADEH; KIANIFARD, 2013). Desta forma, os dados da
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literatura, bem como os do presente estudo, direcionam para uma agao direta do
Metilfenidato sobre a espermatogénese. Estes resultados ressaltam a necessidade de mais

pesquisas voltadas para a compreensao dos mecanismos envolvidos.
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6 CONCLUSAO

Este trabalho demonstrou que a administracdo repetida de Metilfenidato durante
periodos correspondentes a infancia até inicio da vida adulta interferiu na morfologia
testicular e na espermatogénese em ratos, observado pelas alteragcdes no volume do tecido
intersticial do parénquima testicular, na populacdo de células germinativas e por alteragdes
morfoldgicas na cauda dos espermatozoides, mesmo apos o término do tratamento. Os
resultados encontrados neste estudo podem ser atribuidos a alteragdes no eixo hipotalamo-
hipofise-gonadal ou ainda, por agdo direta do Metilfenidato na gonada masculina, visto que,
nas fémeas, o tratamento nao alterou nenhum dos parametros reprodutivos analisados.

Logo, torna-se a evidente a necessidade de mais pesquisas investigando os

mecanismos pela qual o Metilfenidato pode atuar sobre as células germinativas masculinas.
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