444

UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
CENTRO DE BIOCIENCIAS
DEPARTAMENTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS BIOLOGICAS

EWERTON FYLIPE DE ARAUJO SILVA

ANALISE MORFOFISIOLOGICA DO TESTICULO E CEREBRO DE RATOS
HIPERPROLACTINEMICOS TRATADOS COM MELATONINA EXOGENA

Recife
2021



EWERTON FYLIPE DE ARAUJO SILVA

ANALISE MORFOFISIOLOGICA DO TESTICULO E CEREBRO DE RATOS
HIPERPROLACTINEMICOS TRATADOS COM MELATONINA EXOGENA

Tese apresentada ao Programa de Pos-
Graduacdo em Ciéncias Biolégicas da
Universidade Federal de Pernambuco,
como requisito parcial para a obtencéo do
titulo de Doutor em Ciéncias Bioldgicas.

Area de concentrac&o: Biologia Quimica
para Saude

Orientador: Prof°. Dr. Marcelo Moraes Valenca.

Coorientador: Profd. Dr2. Fernanda das Chagas A. Mendes Tenorio.

Recife
2021



Catalogacao na fonte

Elaine C Barroso
(CRB4 1728)

Silva, Ewerton Fylipe de Aradjo

Analise morfofisiolégica do testiculo e cérebro de ratos hiperprolactinemicos tratados
com melatonina exégena / Ewerton Fylipe de Araujo Silva — 2021.

112 f.:il., fig., tab.

Orientador: Marcelo Moraes Valenca
Coorientador: Fernanda das Chagas A. Mendes Tenério

Tese (doutorado) — Universidade Federal de Pernambuco. Centro de
Biociéncias. Programa de P6s-Graduagédo em Ciéncias BiolGgicas, 2021.

Inclui referéncias e anexo

2. 3. I. Valenca, Marcelo Moraes (orient.) Il. Tendrio, Fernanda das

Chagas A. Mendes (coorient.) IIl. Titulo

CDD (22.ed.)

UFPE/CB - 2021-082




EWERTON FYLIPE DE ARAUJO SILVA

ANALISE MORFOFISIOLOGICA DO TESTICULO E CEREBRO DE RATOS
HIPERPROLACTINEMICOS TRATADOS COM MELATONINA EXOGENA

Tese apresentada ao Programa de POs-
Graduacdo em Ciéncias Biolégicas da
Universidade Federal de Pernambuco,
como requisito parcial para a obtencéo do
titulo de Doutor em Ciéncias Bioldgicas.

Aprovada em: 12/03/2021.

BANCA EXAMINADORA

Prof. Dr. Marcelo Moraes Valenga (Orientador)
Universidade Federal de Pernambuco

Profa. Dra. Fernanda das Chagas A. Mendes Tendrio (Coorientador)
Universidade Federal de Pernambuco

Prof. Dr. Bruno Mendes Tendrio (Examinador Externo)
Universidade Federal de Pernambuco - UFPE

Profa. Dra. Carolina Peixoto Magalhdes (Examinador Externo)
Universidade Federal de Pernambuco - CAV

Profa. Dr2. Maria Juliana Gomes Arandas (Examinador Externo)
Faculdade Novo Horizonte - FNH



Dedico este trabalho a minha esposa, Adriane
Silva e minha Filha, Alice Lior Silva. Pois, elas
sdo 0 meu bem mais precioso e o grande motivo

da minha inspiragdo e perseverancga.



AGRADECIMENTOS

Agradeco a Deus por todas as béncaos derramadas sobre a minha vida. Por
tanto amor por mim que me fez chegar onde eu nunca sonhei. Por tua voz sempre me
encorar a prosseguir, nunca desistir de mim e me fazer atravessar todos o0s
obstaculos. Gratiddo por ter muito mais que eu mereco.

A minha familia amada, minha esposa Adriane Silva e minha filha Alice Lior
Silva, por serem o meu porto seguro, minha fortaleza em todo o tempo. Por serem
minha inspiragdo e motivagao diaria de nunca desistir e sempre persistir. Agradecgo a
minha esposa pelas noites de conversas motivadoras, por sempre me dizer que eu
iria conseguir, por ser a principal auxiliadora desse sonho realizado.

Agradeco aos meus pais Edivan e S6nia por me mostrarem que a educacao
muda primeiro a vida e depois muda o mundo. Agradeco pelo carater formado através
da educacéo que recebi, 0s incentivos incansaveis e por sempre acreditarem no meu
potencial. Agradeco aos meus irmaos Tiago, Claudeane e Clarysse, por me ajudarem
a esquecer um pouco o lado profissional e aprender que o amor da familia € maior do
gue qualquer coisa.

Agradeco ao professor Dr. Marcelo Valenga por todas as conversar reflexivas,
momentos de aprendizado e por aceitar realizar esse sonho junto comigo. Por
conversar e sempre mostrar qgue devemos ser melhores que n6s mesmos, buscando
sempre crescer, buscando sempre ser um excelente pesquisador para quem sabe
“‘ganhar um prémio Nobel” que tanto escutei como incentivo.

Agradeco a professora Dra. Fernanda Tenério que me incentivou, ajudou, me
levantou nos momentos dificeis e me mostrou que um excelente profissional é aquele
gue consegue lidar com as dificuldades e mostrar o seu potencial mesmo que nao
consiga enxergar os resultados. Agrade¢co por me falar inUmeras vezes que eu
chegaria la com exceléncia.

Agradeco a minha amiga, professora e eterna orientadora, a Dr2. Carolina
Peixoto por todos os anos me moldando profissionalmente, o qual pude me espelhar
e me tornar um profissional da area. Pelas cobrancas, incentivos, reclamacdes,
porém, muito mais do que isso. Por me ensinar que o ser humano vem antes do ser
profissional.

Agradeco ao amigo, colaborador e professor Dr. Bruno Tendrio pelas incriveis

aulas e contribuicdes que fizeram com que eu pudesse realizar esse sonho.



Agradeco aos amigos e colaboradores Técnicos Vinicius, Juliette que nao
mediram esfor¢cos para ajudar a cuidar dos animais de estudo e me ensinar 0s
procedimentos de maneira eficiente.

Agradeco a André e Rosane por serem fundamentais na minha profissdo, como
amigos de trabalho. Por me ensinarem a ter amor pela profissdo que escolhemos
trilhar juntos. Muito obrigado pelas varias contribuicbes, ensinamentos, e por me
acolherem como uma familia.

Agradeco a Joao Victor, Henrique, Anny, Bianca e Alessandra por serem 0s
meus pés e maos durante todo esse grande projeto. Por abdicarem de muitas coisas,
finais de semana, feriados, para me auxiliarem nas analises de estudo. Tenho certeza
dos excelentes profissionais que vocés se tornarao.

Agradeco a Maria Luisa (Malu), Arthur, Anderson e ao professor Rubem
Guedes, pelos longos dias no laboratério de fisiologia, pela grande contribuicdo como
0 nosso trabalho e por todos os ensinamentos adquiridos ao longo dessa jornada.

Agradeco a todos os Professores e Monitores de anatomia humana do CAV por
fazerem do nosso ambiente, o melhor que eu conhego. Por mostrarem que a anatomia
ndo é apenas uma disciplina béasica da graduacdo, mas sim uma casa, onde
crescemos como familia, e também por me ajudarem diretamente nas pesquisas e
desafios.

Agradeco ao TAE’s do CAV pela exceléncia como profissionais o qual aprendo
diariamente afim de me tornar um profissional melhor.

Agradeco a Adenilda, excelente secretdria da poOs-graduacdo, que com
bastante afinco, sempre me auxiliou durante o tempo de estudo.

Agradeco a todos os meus Amigos que sdo fundamentais na minha vida. Pelos
momentos de risadas, brincadeira, e de grande crescimento. Muito obrigado por
fazerem da minha vida a melhor.

Aos meus animais, a quem tanto cuidei com dedicacéo e zelo pela vida de cada
um. Sou grato por fazerem parte da minha experiéncia no campo da ciéncia, guardo

cada momento no meu coragdo e na memoria.



“Tudo o que fizerem, fagam de todo o coracédo, como
para o Senhor, e ndo para os homens, sabendo que
receberdo do Senhor a recompensa da heranca. E a

Cristo, o Senhor, que vocés estao servindo”.

Colossenses 3:23-24



RESUMO

A reproducédo de varios animais depende diretamente nos niveis de hormonios
relacionados a reproducéo, circulantes no organismo. No entanto, existem hormonios
gue tem demonstrado ser fundamental na reproducdo como a prolactina (PRL)
horménio produzido pelos lactétrofos da adenohipofise e melatonina (MEL), horménio
produzido pela glandula pineal. Além de atuarem na reproducéo, estudos relatam que
estes hormonios podem influenciar na fisiologia do sistema nervoso bem como em
reparos do mesmo durante lesdes provocadas por doencas neurodegenerativas.
Dessa forma, a presente pesquisa teve como objetivo analisar a morfofisiologia do
testiculo e encéfalo de ratos hiperprolactinémicos e tratados com melatonina exdgena.
Foram utilizados 64 ratos Wistar. A indugdo a hiperprolactinemia foi feito com
Domperidona, na dose 4mg/kg com injecao subcutanea (SC). O tratamento com
melatonina foi realizado na dose 200ug/100g com injecdo SC, durante 30 e 60 dias.
Os animais foram anestesiados para a realizacdo da andlise da depressao alastrante
cortical (DAC) encefalica e posterior coleta de sangue para dosagens hormonais por
meio de Kit's comerciais, prosseguindo com a eutanasia para obtencéo dos testiculos
e encéfalos para posterior analise histomorfométrica. Os resultados observados no
estudo demonstraram haver alteracbes no parénquima testicular de ratos
hiperprolactinémicos, com lesdes celulares como aumento de células em processo
degenerativo, aumento de compartimento intertubular, além de reducdo area e
comprimento tubular, epitélio seminifero, morfoldgica das estruturas gonadais. Esses
danos foram reduzidos nos grupos hiperprolactinémicos tratados com melatonina
demonstrando seu papel protetor. Os resultados da DAC demonstraram uma
diminuicdo do grupo tratado com melatonina em relagdo aos outros grupos e um
aumento significativo na velocidade de propagacao nos animais hiperprolactinémicos.
Dessa forma, conclui-se que a hiperprolactinemia provocou degeneracao testicular,
além tornar o cortex mais susceptivel a propagacdo da DAC. E que dosagens
exdgenas de melatonina demonstraram diminuir a velocidade da DAC tornando-o
menos susceptivel a propagacdo, evidenciando sua propriedade antioxidativa e
neuroproterora. Além de causar efeitos benéficos na protecdo das estruturas

morfologicas e fisioldgicas nas gbnadas masculina.

Palavras-chave: Reproducdo. Gonadas. Prolactina. Melatonina. Sistema nervoso.



ABSTRACT

The reproduction of various animals depends directly on the levels of hormones
related to reproduction, circulating in the body. However, there are hormones that have
been shown to be fundamental in reproduction, such as the prolactin (PRL) hormone
produced by the adenohypophysis lactotrophs and melatonin (MEL), a hormone
produced by the pineal gland. In addition to acting on reproduction, studies report that
these hormones can influence the physiology of the nervous system as well as its
repair during injuries caused by neurodegenerative diseases. Thus, this research
aimed to analyze the morphophysiology of the testis and brain of hyperprolactinemic
rats treated with exogenous melatonin. 64 Wistar rats were used. Induction of
hyperprolactinemia was performed with Domperidone, at a dose of 4mg / kg with
subcutaneous injection (SC). Treatment with melatonin was carried out at a dose of
200pg / 100g with SC injection, for 30 and 60 days. The animals were anesthetized for
the analysis of the spreading cortical depression (CAD) in the brain and subsequent
blood collection for hormonal dosages by means of commercial Kit's, proceeding with
euthanasia to obtain the testicles and brains for later histomorphometric analysis. The
results observed in the study demonstrated changes in the testicular parenchyma of
hyperprolactinemic rats, with cellular lesions such as increased cells in a degenerative
process, increased intertubular compartment, in addition to reduced tubular area and
length, seminiferous epithelium, and morphological gonadal structures. These
damages were reduced in the hyperprolactinemic groups treated with melatonin,
demonstrating their protective role. The results of CAD demonstrated a decrease in
the group treated with melatonin in relation to the other groups and a significant
increase in the speed of propagation in hyperprolactinemic animals. Thus, it is
concluded that hyperprolactinemia caused testicular degeneration, in addition to
making the cortex more susceptible to the spread of CAD. And that exogenous
dosages of melatonin have been shown to decrease the speed of CAD making it less
susceptible to spread, showing its antioxidant and neuroprotective properties. In
addition to causing beneficial effects on the protection of morphological and

physiological structures in male gonads.

Keywords: Reproduction. Gonads. Prolactin. Melatonin. Nervous system.



Figura 1 -
Figura 2 —

Figura 3 —
Figura 4 —
Figura 5 —

Figura 1 —

Figura 2 -

Figura 3 —

Figura 4 —

Figura 1 —
Figura 2 —

LISTA DE FIGURAS

Regulacdo hormonal da espermatogénese...........cccccceeennnn.
Imagem esquematica de uma seccéo transversal de tubulo
seminifero fértii demonstrando a espermatogénese nos
varios estagios de diferenciacao............cccccvviiiiiiinineeeeennn.
Composicdo do parénquima testicular...............cccoevvevvvnnnnns
Visao tridimensional da melatonina (MEL)................cc.....
Sequéncia temporal ciclica de eventos da depressao

alastrante cortical (DAC).........coooviviiieiieeee e

Artigo 1
Fotomicrografia de testiculo de ratos tratados por 30 dias
(Controle: A e B), (Hiper: C e D) e (Hiper+Mel: Ee F)..........
Fotomicrografia de testiculo de ratos tratados por 60 dias
(Veiculo: A e B), (Hiper: C e D) e (Hiper+Mel: E e F)............
Andlise de peso dos animais experimentais........................

Dosagens hormonais dos ratos wistar experimentais..........

Artigo 2
Esquema do registro eletrofisiolégico da DAC.....................
Velocidade (mm/min) de propagacdo da depresséo
alastrante cortical (DAC) nos grupos de ratos

experimentais tratados por 30 e 60 dias............ccceeeveveeeenne.

19

20
24
39

45

70

71
72
77

95

96



Tabela 1 —

Tabela 1 —

Tabela 2 —

Tabela 3 -

Tabela 4 —

LISTA DE TABELAS

Causas da Hiperprolactinemia.............c..ueuvvveeiiiiiiininieneeenn.

Artigo 1

AvaliacOes Histopatoldgicas dos grupos tratados por 30 e
60 dias representado pelo percentual de animais com
[€SBES (90)...ceiiieeeeeeee e
Parametros biométricos e histomorfométricos do testiculo
de ratos controle e tratados por 30 e 60 dias..........................
Volume (uL) dos componentes testiculares de ratos controle
e tratados Por 30 € 60 di8S........uveeiieiieerieiiiiiiee e
Populacdo celular por seccdo transversal dos tubulos
seminiferos no estagio VII do ciclo do epitélio seminifero em

ratos experimentais tratados por 30 e 60 dias................c.......

29

69

73

74

76



Mm
pm?
AANAT
ABP
ANOVA
BC
Caz2+
CAV
CSD

CFG
D2Rs
DAC
dL
DNA
Dr.
Dra
ECLIA
EcoG
ed.
ERO
et al.
etc.
FSH

GABA
GH
GMPc
GnRH
h

HE

HI
HIOMT
Hiper
Hiper+Mel
hPRL
IGS
KCI
KDa
LH
LHRH
m

MEL
mg

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

micrometro

Micrometro ao quadrado
aril-aquil-n-acetiltransferase
proteinas ligadoras de andrégenos
Andlise de Variancia

Biblioteca Central

Célcio na forma I6nica

Centro Académico de Vitoria
Cortical Spreading Depression

cromatografia de filtracdo em gel
Receptor de dopamina D2
Depressao Alastrante Cortical
decilitro

Acido desoxiribonucleico

doutor

doutora
Eletroquimioluminescéncia
Eletrocorticograma

edicao

espécies reativas de oxigénio

e outro

etecetera

Hormonio foliculo estimulante
gramas

Acido y-aminobutirico

horménio do crescimento
Monofosfato ciclico de guanosina
Hormonio liberador de gonadotrofina
hora

Hematoxilina e eosina
hiperprolactinemia idiopética
hidroxi-indol-oxi-metiltransferase
Animais hiperprolactinemicos

Animeis hiperprolactinemicos tratados com melatonina

Prolactina Humana

indice gonadossomatico

Cloreto de potassio

Kilodalton

Hormonio luteinizante

Hormonio liberador do hormonio luteinizante
metro

melatonina

miligramas



min minuto

mi mililitro

mm milimetros

MT1 Receptor de membrana da melatonina 1
MT2 Receptor de membrana da melatonina 2
mv milivolt

ng nanograma

nm nanometro

NSQ nacleo supraquiasmatico hipotalamico
nam. namero

°C Graus Celsius

OH- Radical hidroxila

p. pagina

PAS Acido periodico de Shiff

PEG precipitacdo sérica de polietilenoglicol
pg picograma

PIF Principais fatores de inibicao

PL lactogénios placentarios

PLPs proteinas semelhantes ao PRL

PRF principais fatores de liberacéo

PRL prolactina

Prof2 professora

Prof° professor

PRPs proteinas relacionadas a PRL

RNA Acido ribonucleico

ROO- Radical peroxila

SNC Sistema nervoso central

SOP pacientes com ovarios policisticos
SPD Ar Espermétides arredondadas

SPTIP Espermatadcitos |, na fase de paquiteno

SPT I PI/L Espermatdcitos |, na fase de pré-leptéteno/ leptéteno
T Testosterona

TC Tomografia computadorizada

TFH tireotrofina

TRH horménio liberador de tirotropina
UFPE Universidade Federal de Pernambuco
V. volume

VIP Peptideo vasoativo

VLV Variacao lenta de voltagem



11
111
1.1.2

2.1
2.2
221
222

2.2.3
2231

2.2.3.2
2.3
23.1

2.4

241
24.2

2.5

APENDICE A

ANEXO A

SUMARIO

INTRODUGAO . .......eiiieeiiece ettt
OBJIETIVOS . ...t e
ODJetivo Geral.........oouiiiiiiiiei
Objetivos ESPeCifiCOS.......uviiiiiiiiieiii e
REFERENCIAL TEORICO.......ccooveeeeeeeeeeeeeee e
TESTICULO E ESPERMATOGENESE...........cccvveveenee,
PROLACTINA . o e e e
Sintese e secrecdo da prolactina.........cccccvvvevveeniiiennnnnnnn.
Regulacdo da secrecdo daprolactina..............covevvvvnvnnnnne

Niveis anormais de prolactina.........ccccceeeevveeeiieneeeiveeiiiinns
Hipoprolactinemia.............coooriiiiiiiiiiiiee e

Hiperprolactinemia............cccoooiiiiiiiiiiiicc e
DOMPERIDONAL.... ..ottt
Efeitos adversos do uso da domperidona no sistema
(1T RV 0 1] o J USSP

MELATONINA . ..

Mecanismo de acdo damelatonina............cccoeeevevvevenennnnns

Melatonina € reprodUGAOD........uuuveuieiiiiireeeeeeeee e

FENOMENO DA  DEPRESSAO  ALASTRANTE
CORTICAL (DAC) eeeeeeeeeeeveeeeeeeeeeeesesseeeeeeseeseesss s ereesens

REFERENCIAS . ...ttt
ARTIGO 1 - EFEITO PROTETOR DA MELATONINA
EXOGENA NA HISTOPATOLOGIA E

HISTOMORFOMETRIA TESTICULAR DE RATOS
ADULTOS COM HIPERPROLACTINEMA INDUZIDA
POR DOMPERIDONA.......ootiie e

ARTIGO 2 - ANALISE DA DEPRESSAO ALASTRANTE
CORTICAL DE RATOS INDUZIDOS A
HIPERPROLACTINEMIA E TRATADOS COM
MELATONINA ...
ARTIGO PUBLICADO NA BRAZILIAN JOURNAL OF

DEVELOPMENT ...ttt
APROVACAO DO COMITEDE ETICA......ccccveveveeeenee.

15
17
17
17
18
18
24
26
27
27
27
28
37

38
38
41
42

44

47

60



15

1 INTRODUCAO

Atualmente, as taxas globais de fertilidade tém caido em decorréncia a varios
fatores. As estimativas globais indicam que entre 48,5 a 74,2 milhdes de casais
sofrem com infertilidade (LOTTI; MAGGI, 2018; STARC et al., 2019).

Estudos populacionais sugerem que a infertilidade afeta entre 9,3% e 16,7%
dos casais provenientes em paises em desenvolvimento e paises desenvolvidos,
respectivamente (BOIVIN et al., 2007; LOTTI; MAGGI, 2018; STARC et al., 2019).
Grande parte dos problemas relacionados a fertilidade em casais com idade
reprodutiva sédo geralmente acometidos por problemas de infertilidade masculina.

Dados indicam que a subfertiidade masculina desempenha um papel
contributivo em até 50% dos casos. Segundo Lotti e Maggi (2018) até 12% dos
homens sdo afetados pela infertilidade e o problema de azoospermia (ndo producéo
de espermatozoide) apresenta os maiores indices de distarbios gerais de saude,
associados a um aumento da prevaléncia de disfungdo sexual (LOTTI; MAGGI, 2018).
Do percentual de homens inférteis, 10% deles apresentavam problemas de producgéo
espermatica, além de danos testiculares reversiveis (ESTEVES; MIYAOKA; ASHOK,
2011; TENORIO et al., 2014; STARC et al., 2019).

Os testiculos de mamiferos sdo componentes vitais a sua reprodugéo e por
consequéncia a perpetuacdo destes espécimes. As funcdes desse 6rgado sao
controladas por horménios sintetizados nos proprios 6rgaos ou em outras glandulas.
A prolactina (PRL) e a melatonina (MEL) sdo hormdnios importantes que influenciam
no desenvolvimento e controle das fun¢gdes gonadais.

A PRL é um hormdnio produzido pelos lactétrofos da adenohipdfise e possui um
controle neuroenddcrino exclusivo, onde estd predominantemente sob inibicao
hipotalamica devido aos efeitos da dopamina (GRATTAN; KOKAY, 2008; VILAR et
al.,, 2019). Esse hormonio influencia varias funcbes gonadais, dentre elas a
modulacao dos receptores FSH e LH nas células de Sértoli e Leydig. (STOCCO et
al., 2005; YU et al., 2018; RAUT et al., 2019).

O aumento nos niveis séricos de PRL desencadeia uma condicdo patoldgica
chamada de hiperprolactinemia que esta relacionado diretamente ao aparecimento de
implicacbes clinicas de fertiidade de grande relevancia, como hipogonadismo
hipogonadotrofico adquirido (VILAR et al.,, 2018; VILAR et al.,, 2019), estando
presente em 1,5% de pacientes com disfuncéo erétil (GLEZER; BRONSTEIN, 2012;
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VILAR et al., 2019). Estudos relataram que a hiperprolactinemia interrompe a
secrecdo pulsatili do horménio liberador de gonadotrofina, inibe a liberacdo dos
hormonios luteinizante, foliculo estimulante, e reduz diretamente a esteroidogénese
gonadal (BRASIL, 2015; VILAR et al., 2019).

Além dos efeitos gonadais, a hiperprolactinemia tem demonstrado afetar o
sistema nervoso. Segundo Montalvo et al. (2018) o aumento dos niveis de prolactina
esta diretamente relacionado a diminuicdo nos scores cognitivos. Estudos realizados
por Sobrinho (1993), demonstraram que em mamiferos, a prolactina est4 associada
com aumento da secrecao de glicocorticoides, como a corticosterona. Sabe-se que os
glicocorticoides estédo relacionados a respostas ao estresse. E que o tratamento com
glicocorticoides aumenta a producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) em
cultura de hipocampo e coértex cerebral (MCINTOSH; SAPOLSKY, 1996), e diminui a
atividade de enzimas antioxidantes cerebrais (MCINTOSH; HONG; SAPOLSKY,
1998).

No entanto, além da prolactina, a melatonina (MEL) tem demonstrado ser
fundamental na reproducdo e no sistema nervoso. E um horménio produzido
principalmente pela glandula pineal e € encontrado no tecido testicular, liquido
folicular e plasma seminal, sendo crucial para o funcionamento eficiente da
reproducdo (SOARES JR. et al., 2003; IWASAKI et al., 2005; GONZALEZ-ARTO et
al.,, 2017; MURATOGLU; DIZAKAR; AKTAN, 2019). A MEL atua diretamente nos
testiculos, decorrente da sua propriedade lipofilicas e hidrofilicas, atravessando a
barreira hematotesticular. As fungbes mais conhecidas referentes a MEL séo
referentes ao efeito antienvelhecimento (TAMURA et al., 2017), antioxidante (LI et al.,
2016), antinflamatorio (CARLONI et al., 2016) e antiapoptotico (CHEN et al., 2019),
etc.

A MEL apresenta propriedades importantes na protecdo neuronal, decorrente
de sua acédo antioxidande (LI et al., 2016), a qual auxilia na limpeza de radicais livres,
estimulando a transcricdo e atividades de enzimas antioxidantes, ligacdo a metais de
transicdo que inibem a formacao de radial hidroxila (RODRIGUEZ et al., 2004). Além
de proteger lipidios, proteinas (participando do sistema ubiquitina-proteassoma) e
DNA de danos oxidativos. Estudos demonstraram que a melatonina é secretada nas
mitocéndrias do cérebro de camundongos e age através de um receptor de melatonina
da membrana externa mitocondrial 1 (MT1), com capacidade de prevenir o0 vazamento

do citocromo C e apoptose subsequente (SUOFU et al., 2017).
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A compreenséo das implicagdes negativas que a hiperprolactinemia pode
causar nas gonadas e os efeitos protetores da melatonina em varios sistemas, dentre
eles, no sistema nervoso e reprodutor, pode trazer novas informacdes acerca da
atuacdo da melatonina frente e hiperprolactinemia, podendo tornar-se viavel a
utilizacdo destes procedimentos na profilaxia e/ou cura do processo de degeneragao
testicular e de novos adventos acerca da condicbes patolégicas no sistema
nervoso.(VILAR et al., 2019)

Devido a importancia dos temas abordados e a escassez de estudos nesta
area, a presente pesquisa teve como objetivo analisar a morfofisiologia do testiculo e

encéfalo de ratos induzidos a hiperprolactinemia e tratados com melatonina.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1OBJETIVO GERAL

Analisar a morfofisiologia do testiculo e encéfalo de ratos induzidos a

hiperprolactinemia e tratados com melatonina.

1.1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
1.1.2.1 Artigo 1

¢ Auvaliar histopatologica e histomorfometricamente o testiculo dos animais
experimentais;
¢ Analisar os niveis hormonais de testosterona e prolactina no sangue dos

animais experimentais.

1.1.2.2 Artigo 2

e Avaliar o fendmeno da depresséao alastrante cortical (DAC) nos encéfalos dos
animais experimentais;
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 TESTICULO E ESPERMATOGENESE

Nos mamiferos as gbnadas sexuais masculinas sdo chamadas de testiculos e
constituem um orgao par. Esses 6rgaos sao protegidos por um tecido ténue, chamado
de escroto, o qual € responsavel por manter a temperatura ideal para a producéo de
espermatozoides viaveis (SCANLON; SANDERS, 2007). Histologicamente, o0s
testiculos estdo revestidos por um tecido conjuntivo denso, a tunica albuginea. O
parénquima testicular apresenta dois compartimentos: o compartimento intertubular,
gue é constituido por células de Leydig, células do tecido conjuntivo e alguns vasos
sanguineos e linfaticos, e o compartimento tubular, constituido pelos tubulos
seminiferos, que apresenta todas as células da linhagem espermatogénica
(espermatogobnias, espermatocitos, espermatides e espermatozoides) e as células de
Sertoli. A proporcdo e a quantificacdo destes elementos podem ser obtidas a partir
das medidas morfométricas (RUSSEL et al., 1990).

O espermatozoide é a estrutura celular da reproducédo nos machos. Essa célula
se desenvolve a partir de células tronco testiculares através da proliferacdo e
diferenciacdo celular, processo chamado de espermatogénese (SCHULZ; MIURA,
2002). As ceélulas germinativas masculinas iniciam o seu desenvolvimento a partir de
um reservatorio renovavel de células tronco no interior dos tibulos seminiferos dos
testiculos, desde a puberdade até a vida senil (HOLSTEIN; SCHULZE; DAVIDOFF,
2003; NETO et al., 2016). Todo o processo espermatogénico normalmente requer
aproximadamente um tempo médio de 42 a 76 dias. E a estimativa diaria de
espermatozoide varia de 150 a 275 milhdes (NETO et al., 2016). Esse processo €
complexo e depende do cdodigo genético das células germinativas, de uma rede de
comunicacao com as células sométicas do testiculo e de uma complexa e interligada
rede de interacdo enddcrina, paracrina e autocrina (VERHOEVEN et al., 2007,
ROSER, 2008; NETO et al., 2016).

A espermatogénese dos mamiferos depende da atuacéo de varios peptideos e
horménios esteroides, necessarios para o desenvolvimento e funcionamento das
células germinativas e somaticas do testiculo (Figura 1). A glandula pineal secreta a
melatonina (MEL), que age no hipotalamo regulando a liberacéo do hormonio liberador

de gonadotrofina (GnRH), este age na hipofise regulando o hormdnio luteinizante (LH)
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e 0 hormdnio foliculo estimulante (FSH). O LH se liga aos receptores nas células de
Leydig estimulando a producéo de andrdgenos e estrogenos, enquanto que o FSH se
liga as células de Sertoli para estimular qualitativamente a espermatogénese e
modular a producgdo de estrogenos, inibina e activina (HOLDCRAFT; BRAUN, 2004;
ROSER, 2008; NETO et al., 2016).

O LH (via testosterona) e o FSH séo os principais hormdnios que regulam a
espermatogénese (VERHOEVEN et al., 2007a). O LH é modulado pela acédo da
testosterona no hipotadlamo (inibindo o GnRH) e hipéfise (inibindo o LH). A modulacdo
do FSH é realizada pela inibina (que atua inibindo) e activina (que atua estimulando)
na hipéfise (HOLDCRAFT; BRAUN, 2004; ROSER, 2008). Nos machos, a expressao
dos receptores para FSH é limitada as células de Sertoli e os receptores para LH sdo
encontrados principalmente nas células de Leydig, apesar de também serem
observados em células germinativas (HOLDCRAFT; BRAUN, 2004).

Hipotalamo

e

GnRH
A

Hipofise

FSH

Leyd -
yy Inibina

Figura 1. Regulacdo hormonal da espermatogénese. A maioria dos hormodnios mostrados

pode ter efeitos positivos e negativos, tanto no nivel de ativacéo / dessensibilizacdo do
receptor, quanto através da ativacao e repressdo de alvos a jusante. GhRH, horménio
liberador de gonadotrofina; LH, horménio luteinizante; FSH, hormonio foliculo estimulante;
T, testosterona. FONTE: (HOLDCRAFT; BRAUN, 2004).
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A espermatogénese (Figura 2) é funcional e morfologicamente dividida em 3
fases: espermatogonial, espermatocitaria e espermiogénica; cada fase é controlada
por mecanismos reguladores especificos (NETO et al., 2016).

1. Fase espermatogonial: Essa fase é caracterizada pela proliferacéo das células
germinativas. As espermatogdnias sao os progenitores diploides de todos os outros
tipos de células germinativas. Elas se multiplicam continuamente em sucessivas
mitoses e as células filhas permanecem interconectadas por pontes citoplasmaticas
(HOLSTEIN; SCHULZE; DAVIDOFF, 2003; NETO et al., 2016). As espermatogonias
sdo classificadas em quatro tipos: Espermatog6nia indiferenciada tipo A (Unica,
pareada, alinhada), espermatogbnia diferenciada tipo A (Al, A2, A3, A4),
espermatogobnia intermediaria e espermatogonia tipo B. As do tipo A sdo o reservatorio
de células tronco da espermatogénese e as espermatogobnias tipo B dao inicio ao
desenvolvimento das células germinativas (FRANCA; AVELAR; ALMEIDA, 2005).

A e

Espermatogonia

Espermatocito Primario

Espermatide Arredondada
(Imatura)

Espermatide Alongada
(Madura)

Figura 2. Imagem esquematica de uma seccédo transversal de tdbulo seminifero fértil
demonstrando a espermatogénese nos varios estdgios de diferenciacdo. FONTE:
Adaptado de Holstein, Schulze e Davidoff (2003).

2. Fase espermatocitaria: Essa fase é caracterizada pela presenca dos
espermatocitos, células formadas por duas meioses das células germinativas. Antes
da primeira divisdo, denominada espermatdcito primario e antes da segunda diviséo,
espermatécito secundario (SCHULZ; MIURA, 2002). A primeira meiose €
caracterizada pela separagdo dos cromossomos paternos e maternos, que ocorre

durante a fase espermiogénica. A meiose dos espermatécitos comeca com a fase de
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leptéteno da préfase no compartimento basal do epitélio seminifero. Apds passar a
juncéo de oclusdo das células de Sertoli, os espermatécitos continuam as fases de
zigoteno, paquiteno e diploteno, ocorrendo a reduplicacdo do DNA, condensacédo da
cromatina, pareamento dos cromossomos homologos e “crossing over” (HOLSTEIN;
SCHULZE; DAVIDOFF, 2003b).

3. Fase espermiogénica: Nessa fase acontece a formacao de espermatozoides a
partir da diferenciacdo das espermatides. Esse processo acontece sem divisdo
celular, é apenas caracterizado pela perda de 80-90% do volume celular (SCHULZ;
MIURA, 2002) e 98% do volume nuclear (FRANCA; AVELAR; ALMEIDA, 2005; NETO
et al.,, 2016). Essa diferenciacdo celular acontece decorrente da condensacdo da
cromatina nuclear, formacéo do capuz acrossémico pelo Golgi e seu ajuste ao nucleo,
desenvolvimento do flagelo e sua implantacdo no ndcleo. Posteriormente ocorre a
espermiacédo, quando as espermatides alongadas séo liberadas no limen dos tubulos
seminiferos. A liberacdo dos espermatozoides no limen ocorre através da
movimentacdo das espermatides pelos filamentos intermediarios e os tubulos
citoplasmaticos das células de Sertoli. As espermatides alongadas aproximam suas
pontes intercelulares, se desconectam do epitélio seminifero e se tornam
espermatozoides livres (FRANCA; AVELAR; ALMEIDA, 2005; HOLSTEIN; SCHULZE;
DAVIDOFF, 2003b; NETO et al., 2016).

Os tdbulos seminiferos sdo formados por células germinativas que formam
arranjos dos estagios do ciclo do epitélio seminifero. Esses estagios podem ser
segmentados (um estagio por secgao transversal do tibulo) como acontece em ratos,
ou helicoidais como ocorre na espécie humana (FRANCA; AVELAR; ALMEIDA, 2005).

O ciclo do epitélio seminifero € uma constante bioldgica espécie-especifica sob
controle do gendtipo de cada célula germinativa (FRANCA; AVELAR; ALMEIDA,
2005). Como esse ciclo € formado por associa¢gfes celulares, as mesmas podem ser
classificadas através de caracteristicas morfolégicas do nucleo das espermétides ou
através do método do desenvolvimento do sistema acrossémico. No primeiro, sao
observados oito estagios para todas as espécies, e no segundo, o niumero de estagios
é variado entre espécies (FRANCA; AVELAR; ALMEIDA, 2005).

As células de Sertoli sdo consideradas indispenséveis para a espermatogénese
e ocupam de 17 a 20% do epitélio dos tubulos seminiferos no adulto (Figura 3) (NETO
et al., 2016). Essas células apresentam um formato irregular, alinhamento polarizado

com sua base voltada para a membrana basal e o apice voltado para o limen do
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tubulo. Outra caracteristica distinta sdo 0s nucléolos proeminentes, que sao facilmente
identificados nas laminas histolégicas (NETO et al., 2016). Essas células formam as
juncbes de oclusdo (barreira hemato-testicular), constituidas de desmossomos,
jungdes do tipo “gap” e jungdes a base de actina. Essa barreira hemato-testicular
regula a passagem de proteinas e outras biomoléculas, mantém a polaridade celular
e separa as células germinativas pés-meioticas da circulacdo sistémica, promovendo
um microambiente adequado para o desenvolvimento das células germinativas, e
evitando uma resposta autoimune (LUI; CHENG, 2007).

As células de Sertoli também desempenham fun¢gBes como o fornecimento de
nutrientes, suporte fisico (sustentacdo) para as células germinativas, mediacdo do
horménio foliculo estimulante (FSH) e da testosterona na espermatogénese,
participacdo ativa no processo de espermiacdo, fagocitose das células germinativas
em apoptose e incorporacao e digestdo de pequenos fragmentos das espermatides
contendo granulos de RNA, mitocondrias, goticulas de lipideos e membranas
liberados durante a espermiacao (corpos residuais) (HOLDCRAFT; BRAUN, 2004;
NETO et al., 2016).

As células de Sertoli secretam fluidos no lumen tubular que tem a fungéo de
servir como veiculo para o transporte dos espermatozoides, maturacdo espermatica
e possui importante funcédo no epididimo. A secrecdo de fluidos também ocorre em
direcdo ao compartimento intertubular, participando de mecanismos de regulagéo
paracrina de outros tipos celulares, como as células musculares lisas dos vasos
sanguineos, células peritubulares midides e as células de Leydig (FRANCA; AVELAR,;
ALMEIDA, 2005; NETO et al., 2016).

As glicoproteinas inibina e activina também séo produzidas pelas células de
Sertoli, ambas apresentam atividades enddcrinas, paracrinas e autocrinas,
influenciando a folostatina, o FSH da hipdéfise, a esteroidogénese nas células de
Leydig e a espermatogénese. As células de Sertoli também produzem a transferrina,
uma proteina que fornece ferro como componente nutricional para células
germinativas, a auséncia de transferrina reduz a quantidade de células germinativas
e a espermiacédo (ROSER, 2008; NETO et al., 2016).

As células de Leydig (Figura 3) séo localizadas no compartimento intertubular
em posicdes estratégicas, proximas a vasos sanguineos e tubulos seminiferos. Essas
células tem formato poligonal e apresentam caracteristicas consistentes com sua

funcdo como fonte primaria de testosterona em homens, principal andrégeno
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responsavel pela fungdo reprodutiva (HOLDCRAFT; BRAUN, 2004; NETO et al.,
2016). As células de Leydig sintetizam e secretam testosterona em resposta ao
acoplamento do horménio luteinizante (LH) ao seu receptor na membrana
(SVECHNIKOV et al., 2010). A producdo de testosterona é estimulada pelo LH e
inibida através de um processo de retroalimentacdo negativa realizada pela prépria
testosterona na adenohipofise e no hipotalamo. Esse horménio pode ser armazenado
no compartimento intratesticular ou liberado na corrente sanguinea. (ROSER, 2008;
NETO et al.,, 2016). Os testiculos secretam entre 3-10 mg / dia de testosterona,
representando mais de 95% do total de testosterona circulante em homens pos-
pubere (NETO et al., 2016).

A diferenciacéo das células de Leydig ocorre em trés ondas, a primeira é entre
8 a 18 semanas de gestacao, sendo responsavel pela diferenciacdo sexual secundaria
masculina. A segunda onda ocorre nos primeiros 2-3 meses ap0s o nascimento, em
resposta ao aumento simultaneo do LH. Essa onda é responséavel pela impressao
hormonal do hipotalamo, figado e prostata. A terceira ocorre por conta da maturacéo
do eixo hipotalamico hipofisario gonadal, durante a puberdade (NETO et al., 2016).
Além dessas funcdes, essas células participam da masculinizacdo do cérebro,
comportamento sexual, inicio, processamento e manutencdo quantitativa da
espermatogénese, diferenciagcdo dos Orgdos genitais masculinos, caracteristicas
sexuais secundarias, manutencdo funcional do epididimo e das glandulas sexuais
acessorias. Originadas de células precursoras e células de Leydig neonatais
regredidas, as células de Leydig adultas persistem ativas ao longo da vida.
(HOLSTEIN; SCHULZE; DAVIDOFF, 2003; HOLDCRAFT; BRAUN, 2004; FRANCA;
AVELAR; ALMEIDA, 2005; NETO et al., 2016).

O testiculo apresenta outros tipos celulares, tais como células endoteliais,
fibroblastos, macrofagos, células que compdem fibras nervosas, vasos linfaticos e
vasos sanguineos (Figura 3). Os linfocitos normalmente estdo ausentes no testiculo,
podendo ser encontrados na forma de infiltrados em casos de lesfGes patoldgicas
(HOLSTEIN; SCHULZE; DAVIDOFF, 2003; FRANCA; AVELAR; ALMEIDA, 2005;
NETO et al., 2016).
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Figura 3. Composigéo do parénquima testicular. FONTE: Modificado de (YOUNG et al.,
2007).

2.2PROLACTINA

A prolactina (PRL) foi descrita primeiramente por Striker e Gueter (1928) como
um horménio sintetizado principalmente pelas células lactotréficas da hipofise anterior
(adenohipdfise), sendo a sua principal funcdo nos mamiferos, a estimulacdo da
lactacdo (STRICKER; GUETER, 1928). Posteriormente, observou-se que esse
horménio polipeptidico, composto por 199 aminoécidos e trés pontes bissulfidicas é
atuante também na formacdo do I6bulo-alveolar dos ductos lactiferos durante a
gestacdo e na proliferacdo e diferenciacdo das células mamarias relacionadas a
lactacdo (ORMANDY et al., 2003).

Atualmente j& se tem o conhecimento de mais de 300 funcdes da prolactina,
atraves de estudos realizados com varios modelos animais. Portanto, a acdo da PRL
€ muito mais ampla, age tanto em processos reprodutivos como nao reprodutivos
(BERNARD; YOUNG,; BINART, 2019).

A PRL tem papel importante na regulagéo das fun¢gdes gonadais, participando
da esteroidogénese e diminuicdo dos niveis de esteroides sexuais durante o ciclo

menstrual, além da producado e imunorregulacdo de esteroides ovarianos, formacao e
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degradacgdo do corpo luteo e modulacao dos efeitos das gonadotrofinas, estimulando
também o processo de ovulacdo, implantacdo e desenvolvimento placentario
(TENORIO et al., 2015). Além disso, foi demonstrado que a PRL pode regular genes
em multiplos eventos ovarianos, estimular o crescimento, desenvolvimento e o
metabolismo do feto, além de participar do transporte de agua pela membrana fetal.
Possuindo também, efeito antiapoptdtico em varias células, incluindo células epiteliais
mamarias e linfomas (TENORIO et al., 2015).

As acOes da PRL nas gbnadas masculinas ainda sdo pouco conhecidas,
ultimamente varios estudos realizados em animais e humanos tem mostrado que a
PRL modula positivamente varios aspectos da fungéo testicular, o qual sugere um
importante fator na fisiologia do aparelho reprodutor masculino (RAUT et al., 2019).
Experimentos realizados com camundongos nocautes PRL-R machos, implicaram em
infertilidade, propondo um papel importante da PRL na espermatogénese
(RASTRELLI; CORONA; MAGGI, 2015). Pesquisas iniciais em gdénadas masculinas
evidenciaram que a PRL modula os receptores FSH e LH nas células de Seértoli e
Leydig, e esta envolvido na meiose de células germinativas, regulando varias funcdes
dos testiculos, porém néo havia clareza se a PRL era secretada, produzida ou apenas
armazenada nos testiculos (DOMBROWICZ et al., 1992; GUILLAUMOT; TABONE;
BENAHMED, 1996). Em outros estudos mais atuais com camundongos pré-puberes
e adultos, observou-se que havia transcricdo da PRL nas células de Leydig,
espermatogbnia, espermatozoides de paquiteno e preleptoteno (ISHIDA et al., 2010).

Estudos atuais sobre atua¢cOes da PRL tém evidenciado o seu importante papel
na manutencdo do equilibrio hidrico, homeostase metabdlica, incluindo controle do
peso corporeo, atuacdo no tecido adiposo, além da estimulacdo e proliferacdo de
células secretoras de insulina no pancreas. Atua também na glandula lacrimal, pele,
foliculos pilosos, metabolismo fosfocélcico, além de comportamento materno e
resposta adrenal ao estresse, sendo presente na atividade normal e de tumores da
prostata (FERRARIS et al.,, 2013; TENORIO et al., 2015; HYSLOP et al., 2016;
BERNARD; YOUNG; BINART, 2019).

A PRL apresenta consideravelmente, uma estrutura homologa aos lactogénios
placentarios (PL), ao hormbnio do crescimento (GH), proteinas semelhantes ao PRL
(PLPs) e proteinas relacionadas a PRL (PRPs). Todos originarios de uma familia
comum de genes, compartilhando caracteristicas biologicas relacionadas com suas

propriedades funcionais. Isso faz com que a PRL participe com eles de algumas
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atividades biologicas (TRIEBEL et al., 2015). Essas proteinas, dependendo da
espécie, apresentam cadeias com 190 a 199 aminoacidos, contendo um residuo de
triptofano e duas pontes dissulfetos homologas (ORMANDY et al., 2003).

As prolactinas ja identificadas apresentam cadeias com 197 a 199 aminoécidos,
contendo 6 cisteinas formando 3 ligacdes dissulfetos intramoleculares (Cys 4-11, 58-
174 e 191-199 na hPRL). Entretanto, a prolactina humana (hPRL) ¢é
predominantemente hipofisaria, representando cerca de 90% do hormonio secretado.
Esse hormdnio apresenta uma isoforma com cadeia com 199 aminoacidos com peso
molecular de 23 KDa, tendo uma estrutura primaria conservada entre diversas
espécies, compartilhando por exemplo, 74% da identidade entre a prolactina humana
e bovina, (DIAKONOVA, 2015). Todas essas proteinas sdo expressas na hipoéfise ou
regido ndo hipofiséria.

Em humanos, no cromossomo 6, apenas um unico gene de PRL € expresso.
Entretanto, em roedores, muitos genes relacionados a PRL sao agrupados no
cromossomo 13 e 17 de ratos e camundongos. (DIAKONOVA, 2015). Outras
isoformas da PRL incluem uma com peso molecular de 56 KDa e uma macroprolactina
de 150-170 KDa. Essa dUltima € constituida por um complexo de prolactina
monomeérica, e apresenta uma menor atividade biolégica quando comparado com as
de menor peso molecular (COSTANZA et al., 2015).

2.2.1 Sintese e secrecao da prolactina

A PRL ¢ sintetizada e secretada principalmente por células especializadas,
localizadas na adenohipéfise, chamadas de lactotrofos (HYSLOP et al., 2016;
BERNARD; YOUNG; BINART, 2019). Entretanto, esse hormoénio é produzido por
varios outros 6rgaos, como o olho, células deciduais uterinas e placentarias, linfocitos,
e ceélulas epiteliais de cancer de mama (TENORIO et al., 2015). Além de funcéo
hormonal, a PRL tem propriedades de fator de crescimento, neurotransmissor ou
imunomodulador (DIAKONOVA, 2015), sendo assim, a PRL pode atuar
paracrinamente sobre as células adjacentes, ou como fungdo autdcrina, atuando
sobre a propria célula secretora (HYSLOP et al., 2016); BERNARD; YOUNG; BINART,
2019).
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2.2.2 Regulacéo da secrecao da prolactina

A secrecdo e proliferacdo das células lactotroficas € controlada pelo
hipotalamo, pois a mesma contém os principais fatores de liberacéo (PRF) e inibicéo
(PIF), sendo o horménio liberador de tireotrofina (TFH), peptideo vasoativo (VIP), a
B1-endorfina e o peptideo isoleucina histidina, as principais substancias estimulantes
da liberacdo de PRL (COSTANZA et al., 2015; BERNARD; YOUNG; BINART, 2019).
O principal PIF aceito € a dopamina, que é sintetizada pelos neurbnios TIDA
(tuberoinfundibular dopaminérgicos) e secretado na corrente sanguinea através do
sistema porta-hipofisario. Porém o &cido gama-aminobutirico (GABA) e a
somatostatina também foram descritos como outros PIFs (BERNARD; YOUNG,;
BINART, 2019; SAMPERI; LITHGOW; KARAVITAKI, 2019).

Os receptores de dopamina (D2Rs) localizados na superficie das células
lactotréficas, realizam a funcgdo inibitéria da dopamina sobre a secrecdo da PRL.
Entretanto, a PRL exerce uma funcao de retroalimentacdo negativa sobre sua prépria
secrecao, pois a mesma estimula a secrecédo de dopamina hipotalamica via PRL-Rs,
localizada nas membranas dos neurdnios TIDA (BERNARD; YOUNG,; BINART, 2019).

Existem outros sistemas que atuam na regulacdo da secrecdo da PRL. Ela
pode ser secretada mediante a resposta ao estresse, entretanto esse mecanismo pelo
gual se tem a secrecdo e as células alvo afetadas, ainda ndo é eficientemente
elucidado (BERNARD; YOUNG; BINART, 2019).

Estudos realizados com camundongos que sofreram periodo curto de estresse
de restricdo, demonstraram um aumento na concentracdo da PRL circulante (KIRK et
al., 2017; BERNARD; YOUNG; BINART, 2019). Esse aumento nos niveis da PRL
decorrente da inducdo ao estresse, interage tanto com os alvos centrais (nucleo
arqueado e eminencia mediana) quanto com os alvos periféricos (zona fasciculada do
cortex da suprarrenal). Entretanto, a restricdo do estresse resultou na diminuicdo da

secrec¢do da prolactina, sugerindo um fator inibitorio (KIRK et al., 2017).

2.2.3 Niveis anormais de prolactina

2.2.3.1 Hipoprolactinemia
Os niveis de prolactina no organismo podem sem alterados, podendo causar
varias consequéncias ao organismo. A deficiéncia de prolactina no organismo é uma

condicdo muito rara, com poucos casos descritos. Essa condicdo € chamada de
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hipoprolactinemia e sabe-se que estd associada alteracdes anormais das células
lactotroficas hipofisarias. Podendo ser por fatores de anormalidades genéticas,
impedindo o desenvolvimento normal das células lactotréficas, destruicdo das células
hipofisarias ocasionadas pela sindrome de sheeran, hipofisite, dano lactotrofico
autoimune ou infec¢cdes como a tuberculose. Além de pseudo-hipoparatireoidismo,
deficiéncia idiopatica de prolactina ou medicamentos agonistas dopaminérgicos que
inibem a producdo da PRL (BERNARD; YOUNG; BINART, 2019). Em humanos a
deficiéncia grave de PRL foi diagnosticado devido a alactogénese puerperal (auséncia
de lactacao apos o parto), entretanto, com o tratamento através de administracdo de
prolactina recombinante humana, obteve-se aumento nos niveis de prolactina e
consequente lactacdo. (POWE et al., 2010).

A hipoprolactinemia tem consequéncias médicas, incluindo diminuicdo da
motilidade e contagem de espermatozoides e morfologia espermatica anormal nos
homens (SOGAWA et al., 2016). Além disso, decorrente da funcdo imunolégica da
PRL, os niveis baixos ou ausentes de PRL mostraram causar disfuncao imunolégica
em estudos realizados com camundongos e ratos (SOGAWA et al.,, 2016). Em
mulheres ndo lactantes, ndo gravidas e em homens, nao se tem relatos clinicos acerca
da deficiéncia de prolactina (BERNARD; YOUNG; BINART, 2019).

2.2.3.2  Hiperprolactinemia

A hiperprolactinemia € um termo utilizado para definir um aumento dos niveis
séricos de PRL acima do limite normal. Essa condigdo interrompe a secrec¢ao pulsatil
do horménio liberador de gonadotrofina (através da reducdo da kisspeptina nos
neurdnios arcados hipotalamicos e periventriculares), inibe a liberagcdo dos hormonios
luteinizante, foliculo-estimulante, e reduz diretamente a esteroidogénese gonadal.
(BRASIL, 2015; VILAR et al., 2019) Favorecendo ao aparecimento de implicacbes
clinicas de grande relevancia, como hipogonadismo hipogonadotrofico adquirido
(VILAR et al., 2018; VILAR et al., 2019), estando presente em 1,5% de pacientes com
disfuncéo erétil, em 25% de mulheres com amenorreia secundaria ou oligomenorreia,
em cerca de 30% de mulheres com infertilidade e em 75% das pacientes com
amenorreia e galactorréia (GLEZER; BRONSTEIN, 2012; VILAR et al., 2019). Em
alguns casos, quando o soro do paciente contem macroprolactina (isoforma com peso
molecular > 150 kDa), a condicdo patologica € denominada de macroprolactinemia
(CEHI; SUNJ; LILA, 2017; VILAR et al., 2019)
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Estudos ja mostraram que hiperprolactinemia tém sido associada a varios
efeitos de antifertilidade tanto em ratos como humanos, dentre eles: anormalidades
estruturais nos espermatozoides, alteracGes testiculares como desorganizacdo do
epitélio seminifero, esfoliacdo de células germinativas, aumento da espessura da
parede tubular, conteudo lipidico anormal das células Leydig, distor¢éo estrutural das
juncBes comunicantes das células Sertoli-germinativas e degeneracao citoplasmatica
das células de Sertoli apicais, além de aumento da porcentagem de tubulos
contorcidos com espermatogonia e espermatdcitos apoptoticos (ALEEM et al., 2005;
VILAR et al., 2018; VILAR et al., 2019).

Os niveis séricos altos de PRL sao decorrentes de varios fatores, que podem
ser divididos em trés causas, sendo elas: fisiologicas, patologicas e farmacoldgicas
(Tabela 1) (VILAR et al., 2019).

Tabela 1. Causas da Hiperprolactinemia

Fisioldgica
Gravidez, Lactacao, Estresse, coito, exercicio, dormir, etc.
Patoldgica

Doencas sistémicas

Hipotireoidismo primario; insuficiéncia adrenal; sindrome dos ovarios policisticos; insuficiéncia renal;

cirrose; pseudociese; convulsdes epilépticas.

Doencas hipotalamicas

Tumores (craniofaringiomas, disgerminomas, meningiomas, etc.); distarbios infiltrativos (histiocitose,

sarcoidose, etc.), metastase; radiagcdo craniana; Cistos de fenda de Rathke, etc.

Doencas hipofisarias

Prolactinomas; acromegalia; tirotropinomas; Doenca de Cushing; distdrbios infiltrativos; metastase;
hipofisite; sindrome de sella vazia, etc. * Transtornos do pedunculo - Hastite; seccion; traumatismo

craniano.

Neurogénicas

LesBes na parede toracica (queimaduras; cirurgia mamaria; toracotomia; anéis nos mamilos; herpes
zoster; etc.); lesdo medular (ependimoma cervical; tabes dorsalis; tumores extrinsecos; etc.),

estimulagdo mamadria, etc.

Idiopético
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Producédo de prolactina ectépica

Carcinoma de células renais; teratomas ovarianos; gonadoblastoma; linfoma n&o-Hodgkin; carcinoma

cervical uterino; adenocarcinoma colorretal, etc.).

Macroprolactinemia

Farmacoldgica (Induzida por drogas)
Antipsicéticos
Tipico - Haloperidol, tirosidazina clopromazina, tiotixeno, flupentixol

Atipico - Risperidona; paliperidona; molindona; amisulprida; quetiapina; olanzapina; aripiprazol

(raramente)
Antidepressivos
Triciclico - Clomipramina; amoxapina; amitriptilina; desipramina
ISRS - Fluoxetina; fluvoxamina; paroxetina; citalopram; escitalopram; sertralina
ISRSN - Venlafaxina; duloxetina; reboxetina
IMAO - Pargilina; clorgilina

Drogas Antihipertensivas

Verapamil; a-metildopa; reserpina; labetolol (intravenoso)

Agentes Procinéticos

Metoclopramida; domperidona

Agentes blogueadores de receptor H2

Cimetidina; ranitidina
QOutros

Estrogénios; anestésicos; opiaceos; metadona; morfina; alprazolam; apomorfina; heroina; cocaina;

maconha; abuso de alcool; etc

ISRS - Inibidores seletivos da recaptacdo da serotonina.

ISRSN - Inibidores da recaptacéo de serotonina e noradrenalina.
IMAO - Inibidores da monoamina oxidase.

Adaptado de (VILAR et al., 2018;VILAR et al., 2019)

2.2.3.2.1 Causas Fisioldgicas

Segundo o Ministério da Saude (BRASIL, 2015), as causas fisioloégicas mais
importantes da hiperprolactinemia séo gravidez e amamentacao. Durante a gravidez
o tamanho de uma hipdfise normal pode aumentar até 136% devido a hipertrofia

induzida por estrogénio e hiperplasia dos lactétrofos hipofisarios, aumentando
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progressivamente a sintese de PRL e sua hipersecrecdo (BRONSTEIN, 2016). O
estresse proveniente de qualquer fonte também é um elevador fisiolégico dos niveis
séricos de PRL, seja ele psicoldgico, induzido por exercicios ou devidos a outras
doencgas agudas. Outros fatores que pode elevar de maneira leve (>40-60ng/ml) os
niveis de PRL séo o estresse causado por punc¢ado venosa e a estimulagdo das mamas
(VILAR et al., 2019).

2.2.3.2.2 Causas Patoldgicas

O fator patoldgico mais importante clinicamente, causador da
hiperprolactinemia, esta relacionado ao prolactinoma, tipo mais comum de adenoma
hipofisario, estando presente na maioria dos casos (40%). Os adenomas expressam
e secretam prolactina em varios graus dependendo do tamanho. Portanto,
clinicamente, séo classificados de acordo com o tamanho: microadenomas (< 10mm
de diametro) ou macroadenomas (>10mm de diametro) Os microadenomas
intraselares estdo associados a cerca de 90% de casos de tumor hipofisario em
mulheres, porém, em homens e criangas os macroadenomas sao maioria dos casos
(BRASIL, 2015); VILAR et al., 2019).

Outros tumores na regido hipotalamo-hipéfise também podem causar
hiperprolactinemia, seja pelo aumento da sintese hormonal (adenomas hipofisarios
produtores de GH e PRL, TSH e PRL, ou ACTH e PRL) ou pela compressdo do
pedunculo hipofisario, como craniofaringiomas. Cerca de 40% dos pacientes com
acromegalia apresentam hiperprolactinemia, resultado da secre¢cdo em excesso de
GH e PRL referente aos fatores supracitados (BRONSTEIN, 2016; VILAR et al., 2019).

A compressdo do pedunculo hipofisario € considerada como
pseudoprolactinoma, pois ndo esta associado a producdo da PRL, mas interfere no
suprimento de dopamina no eixo hipotalamo-hipo6fise. Fatores como a hipofisite,
lesbes infiltrantes, aneurismas intraselares, “sela vazia”, radioterapia, também
influenciam no suprimento de dopamina nesse eixo, causado pela producéo
inadequada desse neurotransmissor pelo hipotalamo, ou pelo rompimento do
infundibulo hipofisério, promovendo a hiperprolactinemia (BRONSTEIN, 2016); VILAR
et al., 2019).

O hipotireoidismo primario e o subclinico (definido pelo aumento do TSH com
hormoénios tireoidianos séricos normais) também estdo associados a

hiperprolactinemia, sendo encontrado em 40% e 22% dos casos respectivamente.
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Essa associacdo é devido aos altos niveis do horménio liberador de tirotropina que
estimulam a liberacédo de PRL e reduz a depuracdo metabdlica da prolactina, além da
concomitancia ocasional entre hipotireoidismo primario e prolactinomas (BRASIL,
2015; BRONSTEIN, 2016; VILAR et al., 2019).

Estudos realizados em pacientes com insuficiéncia adrenal primaria,
evidenciaram que ocasionalmente, os mesmos apresentaram hiperprolactinemia.
Esse fator esta associado, visto que os glicocorticoides tém um efeito supressivo na
expresséo do gene da PRL e na liberagdo do hormonio (STRYKER; MOLITCH, 1985;
VILAR et al., 2019).

Segundo o ministério de saude (BRASIL, 2015), o hiperprolactinemia também
estd associada a cerca de 30% de pacientes com ovarios policisticos (SOP),
enfatizando uma das causas mais recorrentes de infertilidade em mulheres. Ao
mesmo tempo, ha discrepancias essenciais da literatura médica sobre as relacdes
mutuas entre SOP e hiperprolactinemia. (ROBIN et al.,, 2011; SZOSLAND;
PAWEOWICZ; LEWINSKI, 2015; VILAR et al., 2019).

A insuficiéncia renal crénica também demonstra correlacdo com
hiperprolactinemia, visto que cerca de 30% de pacientes cronicos e 80% de pacientes
na hemodialise tém niveis elevados de PRL. Estudos evidenciaram que a uremia esta
diretamente relacionada ao aumento nos niveis de PRL, principalmente em pacientes
renais terminais. O mecanismo provavelmente esta relacionado a reducédo da
depuracéo da PRL e a um tdnus dopaminérgico presumivelmente reduzido. Portanto,
com utilizacdo de drogas com efeito bloqueador de dopamina a elevacdo dos niveis
passa de moderado para elevado (BRONSTEIN, 2016).

Além disso, ha associacdo da hiperprolactinemia com lesdes da parede
toracica (por exemplo, mastectomia, mamoplastia de aumento, toracotomia), ou
distarbios irritativos da parede toracica (como herpes zoster, queimaduras, piercings
nos mamilos, etc.) e a cirrose hepatica alcéolica (16 a 100%) e nado alcodlica (5 a
13%). Essa ultima se da, provavelmente devido a uma relacdo desequilibrada entre
estrogeno e androgeno e a um ténus dopaminérgico alterado (BRONSTEIN, 2016;
VILAR et al., 2019). Finalmente, quando todas as causas acima mencionadas sdo
descartadas, a hiperprolactinemia é considerada idiopatica ou funcional.

O termo hiperprolactinemia idiopatica (HI) tém sido utilizado para pacientes sem
causa obvia para a patologia. Esse assunto tem sido discutido por diversos autores e

possivelmente esses pacientes podem apresentar prolactinomas muito pequenos
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(<3mm), que ndo sao detectados pela tecnologia de imagem utilizado atualmente
como a polidomografia hipociclica e a tomografia computadorizada (TC) e até mesmo
a ressonancia magnética. Um outro fator relacionado a HI € uma provavel disfuncéo
regulatdria hipotalamica, ou até mesmo mutacdes que ocasionaram perda da funcao
do gene receptor de PRL (BELLIS et al., 2007). Estudos também evidenciaram uma
possivel etiologia autoimune para um subgrupo de casos de hiperprolactinémicos
(BELLIS et al.,, 2007). Todos esses casos ainda necessitam de estudos mais
aprofundados, pois ainda ha pacientes que inicialmente foram diagnosticados com Hl,
tendo uma confirmagao posteriormente, como tendo macroprolactinemia (VILAR et
al., 2019).

A macroprolactinemia € uma condi¢do no qual mais de 60% da PRL circulante
€ composta por macroprolactina (>150 kDa). JA se tem o conhecimento que a
atividade biologica desse tipo de PRL é muito baixo, corroborando com vérios estudos
com pacientes, ja que 0s mesmos, quando apresentam essa condicdo, sd0 na sua
maioria assintomaticos. Essa condicdo da hiperprolactinemia relacionada a
macroprolactina pode ser devida a sua menor depuracao renal, maior meia-vida e
menor capacidade de ativar o tdnus dopaminérgico hipotalamico, que regula
negativamente a secrecdo de prolactina na hipoéfise (VILAR et al., 2018; VILAR et al.,
2019).

A macroprolactinemia tem sido descrita por varios autores em todo o mundo, e
a média sua prevaléncia em individuos com hiperprolactinemia é de 20% em estudos
feitos com pacientes europeus. No Brasil a prevaléncia tem sido de aproximadamente
16%, ficando em terceiro lugar como a causa mais comum de hiperprolactinemia. Essa
condicdo é muito comum na area endocrinolédgica e na sua maioria ndo necessita de
tratamento. Embora muitos pacientes sejam assintomaticos, ainda € possivel
apresentarem galactorréia e/ou hipogonadismo muitas vezes relacionados a outros
distarbios, entretanto, (VILAR et al., 2019).

Para um diagnostico eficiente da macroprolactinemia é utilizado o método de
precipitacéo sérica de polietilenoglicol (PEG), pois é uma técnica rapida e mais barata
gue o padrao ouro utilizando cromatografia de filtracdo em gel (CFG), que é mais caro,
demorado e trabalhoso. O primeiro tem uma eficiéncia de 80% na detec¢éo correta
dos casos de macroprolactinemia (MOLITCH, 2001; VILAR et al.,, 2019). Estudos
recentes com 222 pacientes analisaram a combinacédo do PEG com dois ensaios de

PRL (RIA e ensaio quimioluminescente (ECLIA) afim de diminuir a necessidade dos
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custos com CFG, e observou-se que foi eficiente, e o uso do CFG foi essencial apenas

para avaliar a concentracdo monomeérica de PRL (ROUCHER et al., 2015).

2.2.3.2.3 Causas Farmacoldgicas

A causa mais comum da hiperprolactinemia nao fisiolégica é através do uso de
medicamentos que atuam através de varios mecanismos neuroenddcrinos como:
antagonismo ao receptor de dopamina (neurolépticos, metoclopramida, sulpirida,
domperidona, etc.), inibicdo da producao central de dopamina (verapamil, heroina,
morfina, analogos da encefalina), inibicAio da recaptacdo de dopamina
(antidepressivos triciclicos, cocaina, anfetamina, inibidores da monoamino oxidase),
drogas que melhoram a neurotransmissao serotoninérgica, tais como precursores
serotoninérgicos, agonistas de serotonina diretos e indiretos, blogqueadores de
recaptacdo de serotonina (opiaceos, fenfluramina, fluoxetina) e antagonistas do
receptor de histamina H2 (TORRE, 2007; VILAR et al., 2019).

Os antagonistas ao receptor da dopamina como 0S neurolépticos,
particularmente os antipsicoticos classicos (por exemplo, butirofenonas, tioxantenos e
fenotiazinas) e alguns antipsicoéticos atipicos (por exemplo, amisulpirida, risperidona e
paliperidona) sdo os medicamentos mais envolvidos, pois utilizando essas drogas de
maneira crénica, cerca de 40 a 90% dos pacientes mantém os niveis de PRL elevados,
entretanto, pacientes tratados com aripiprazol raramente apresentam
hiperprolactinemia, pois esse medicamento é parcialmente agonista dopaminérgico
(TORRE, 2007; AJMAL; JOFFE; NACHTIGALL, 2014; VILAR et al., 2019).
Normalmente os niveis de PRL séricos voltam ao normal entre 48 a 96h apds a
paralizacdo do uso de antipiscicoéticos. Entretanto, em outros estudos o tempo pode
chegar até 4 dias apés o término do uso (VILAR et al., 2019). Em estudos feitos com
ratos, observou-se que o clorpromazina (CPZ) aumentou significativamente os niveis
de PRL, causando galactorréia, causando também diminuigdo na concentragdo sérica
de LH, FSH e estradiol (ZAMANI et al., 2015). Em estudos feitos em ratos induzidos a
hiperprolactinemia com flufenazina, sugeriram que a hiperprolactinemia causa
reducédo nos niveis de FSH sem nenhuma alteracdo nos niveis de testosterona. Essa
reducdo no FSH pode ter levado a desregulagdo dos genes relacionados a
espermiogénese a jusante, envolvidos na condensacéo da cromatina (M. ALEEM, J.
CHOUDHARI, V. PADWAL, N. BALASINOR, 2005).
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Diferentemente dos neurolépticos, a acdo dos antidepressivos no sistema
neuroendocrino € muito variavel e ndo esta estritamente relacionada a sua eficacia
terapéutica, portanto, ndo se tem um eficiente conhecimento do efeito de drogas
antidepressivas sobre a secrecéo de prolactina (TORRE, 2007; VILAR et al., 2019).
Entretanto, os medicamentos antidepressivos com atividades serotoninérgicas sao
em quase sua totalidade, associados a hiperprolactinemia, incluindo inibidores
seletivos de recaptacdo de serotonina (ISRS), inibidores da monoamina oxidase
(IMAO) e alguns triciclicos, podendo causar hiperprolactinemia modesta e geralmente
assintomatica (TORRE, 2007; COKER; TAYLOR, 2010). A maioria dos inibidores de
recaptacdo de serotonina pode elevar levemente a prolactina, com excecdo da
sertralina. Em pacientes tratados com fluoxetina por 12 semanas, observou-se uma
hiperprolactinemia leve em 4,5 dos homens e 22,2% das mulheres (GEORGE |I.
PAPAKOSTAS et al., 2006). Em estudos com 55 pacientes a hiperprolactinemia leve
foi encontrada em 10,9% dos pacientes tratados com escitalopram, paroxetina ou
sertralina (PACCHIAROTTI et al., 2015). J& os antidepressivos atipicos (mirtazapina
e bupropiona), sdo prolactamente neutros, apresentando este ultimo, atividade
inversa, diminuindo a PRL, talvez através de um bloqueio de recapta¢édo de dopamina.
(FOLEY et al., 2006; TORRE, 2007). Entre os antidepressivos triciclicos, um dos que
provavelmente tem associacao com hiperprolactinemia € o clomipramina (LA TORRE;
FALORNI, 2007).

Os medicamentos anti-hipertensivos também estdo associados ao aumento
nos niveis séricos de PRL, os quais atuam como um falso neurotransmissor e inibindo
a conversao enzimatica da L-dopa em dopamina catalisada pela descarboxilase
aromatica do L-aminoacido, como € o caso da alfa-metildopa que € um inibidor alfa-
adrenérgico (LA TORRE; FALORNI, 2007).

Outros medicamentos também atuam na deplecdo de aminas biogénicas
simpaticas como a dopamina, inibindo seu armazenamento hipotalamico em granulos
de secrecdo, sendo o caso da reserpina. O medicamento verapamil, bloqueador de
canais de calcio, também teve associacdo com a hiperprolactinemia. Entretanto, nédo
se sabe ao certo o mecanismo de sustentacdo, porém se tem uma hip6tese que causa
uma reducdo na geracdo de dopamina hipotalamica, possivelmente através dos
canais de célcio do tipo N (KAMAL et al.,, 1996). J4 o efeito do labetalol, um
betabloqueador anti-hipertensivo, apresenta discrepancia quanto ao meio de

administracdo. Quando administrado por via intravenosa, aumenta os niveis de PRL,



36

0 mesmo nao acontece quando por via oral. Esse efeito parece estar relacionado a
uma acado central, o qual, os medicamentos utilizados para atenuar as respostas da
prolactina a estimulos centrais, evita a resposta da prolactina (LA TORRE; FALORNI,
2007).

E de conhecimento que os antagonistas competitivos dos receptores H2 da
histamina cimetidina e ranitidina, usados em ulceras ativas, tenham efeito excitatorio
sobre a secrecdo de prolactina, entretanto, de acordo com um padrédo regulador da
prolactina dependente de histamina, o antagonista competitivo dos receptores H2 da
histamina cimetidina pode ter um efeito inibitério (ap6s administracdo central) ou
excitatério (apés administracdo sistémica) na secrecdo de prolactina (LA TORRE;
FALORNI, 2007).

A relagdo da hiperprolactinemia com utilizacdo de contraceptivos contendo
estrogénio e terapia hormonal da menopausa ainda apresentam controvérsias quanto
aos publicados. Contudo, na maioria dos estudos publicados acerca do uso de
contraceptivos, foi possivel identificar um aumento significativo dos niveis de
macroprolactina (ROBERT et al., 2015).

Ha varias evidéncias de que os peptideos opidides enddgenos participam da
regulacdo da secrecdo hipofisaria, embora com papéis fisioldgicos desfocados,
morfina e drogas relacionadas tém efeitos enddcrinos por meio de interacées com vias
hipotalamicas dopaminérgicas e serotoninérgicas e consequente modulacdo da
hipdfise na secre¢cdo do horménio hipofiséario (LA TORRE; FALORNI, 2007). O abuso
no uso de opiaceos, cocaina, maconha ou alcool também pode aumentar os niveis de
PRL e essa informacéo pode ser omitida pelo paciente durante a anamnese (VILAR
et al., 2019). Além disso deve-se levar em consideracdo a concomitancia do uso com
alguma patologia em casos de hiperprolactinemia grave (>50 ng/ml).

Os medicamentos procinéticos como a metoclopramida e domperidona sao
associados a hiperprolactinemia em mais de 50% dos casos (VILAR et al., 2019).
Esses farmacos sdo comumente utilizados para distdrbios gastrointestinais,
entretanto atuam como antagonistas dopaminérgicos, induzindo a elevacao dos niveis
de PRL. A metoclopramida bloqueia a dopamina e, em doses altas, atua bloqueando
0s receptores de serotonina. Ja a domperidona é antagonista periférico seletivo dos
receptores D2 da dopamina, pois ndo atravessa a barreira hematoencefalica (LA
TORRE; FALORNI, 2007).
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2.3DOMPERIDONA

A domperidona é um medicamento utilizado vulgarmente para distarbios da
motilidade gastrointestinal como: Sindromes dispépticas frequentemente associadas
a um retardo de esvaziamento gastrico, refluxo gastroesofagico e esofagite, e para a
prevencao de sintomas gastrointestinais associados ao tratamento dopaminérgico da
doenca de Parkinson utilizando principalmente L-dopa e bromocriptina (LA TORRE;
FALORNI, 2007). Tem varios efeitos inibitorios sobre a motilidade, incluindo reducéo
do esfincter esofagico inferior e pressées intragastricas. Esses efeitos resultam da
supressdo da liberacdo de acetilcolina dos neurbnios motores mioentéricos,
antagonizando o efeito inibitério da dopamina sobre esses neurdnios
(POOVATHINGAL; BHAT; POOVATHINGAL, 2013).

Essa droga tém um tempo de meia vida em torno de 7-12h, sendo
primordialmente um antagonista dos receptores D2, ndo apresentando envolvimento
importante de outros receptores. Além disso, ndo atravessa facilmente a barreira
hematoencefélica para causar efeitos colaterais piramidais extras, contudo, exerce
efeitos nas partes do sistema nervoso central que ndo possuem essa barreira, tais
como aquelas que regulam a emese (zona de ativacdo dos quimiorreceptores),
temperatura, etc. (POOVATHINGAL; BHAT; POOVATHINGAL, 2013).

O metabolismo hepatico da domperidona é rapido e extenso, decorrente da
hidroxilagdo e N-dealquilagdo. Experimentos do metabolismo in vitro com inibidores
diagnosticos revelaram que o CYP3A4 é a principal forma do citocromo P-450
envolvida na N-dealquilacdo da domperidona, enquanto que o CYP3A4, o CYP1A2 e
0 CYP3EL estéo envolvidos na hidroxilacdo aromatica da domperidona. (ANVISA)

Observou-se que este medicamento é um importante indutor da
hiperprolactinemia, j& que esta associado a via dopaminérgica, atuando sobre a
glandula hipofise, aumentando os niveis de PRL, sendo utilizado como medicamento
no modelo experimental de inducéo e sustentacéo da hiperprolactinemia em algumas
espécies de animais (OCHOA-AMAYA et al.,, 2010; OCHOA-AMAYA et al., 2015;
FARMER; MATHEWS; HOVEY, 2019). E em alguns estudos realizados em pacientes
em tratamento contra desordens gastrointestinais, observando que apenas 1%
apresentam sintomas provenientes da hiperprolactinemia como: galactorreia,
ginecomastia e irregularidades menstruais. Entretanto, o uso de domperidona 10mg

com administracdo intravenosa induziu um aumento agudo na concentracédo de PRL
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em mais de 50% de pacientes saudaveis, em um tempo de 15 min apos a utilizagédo
(TORRE, 2007; VILAR et al., 2019).

2.3.1 Efeitos adversos do uso da domperidona no sistema nervoso

Embora ja se tenha indicios que a domperidona dificilmente atravessa a
barreira hematoencefalica, alguns estudos evidenciaram efeitos adversos no sistema
nervoso provocados pelo uso desse medicamento na dosagem padréo (10mg) ou
mais altas. Além de arritmia cardiaca, efeito adverso cardiaco mais comum do uso do
medicamento, observou-se gue o0 uso desse medicamento em pacientes com histérico
cardiaco pode causar tonturas, palpitacdes, sincope e/ou convulsées. Além disso,
alguns paciente que fizeram tratamento com domperidona apresentaram cefaleia e
irritabilidade, sendo mais frequente em pacientes que tomaram doses acima de
30mg/dia (JANTARASAENGARAM; SREEWAPA, 2012; KNOPPERT et al., 2013;
SEWELL et al., 2017; WAN et al., 2008).

Uma paciente que tomava 80mg/dia de domperidona durante 8 meses
apresentou um quadro de abstinéncia de drogas ao parar abruptamente 0 uso,
consistindo em insbnia e ansiedade (PAPASTERGIOU et al., 2013). Em outro estudo,
um paciente que tomou domperidona em uma dose de 10mg trés vezes ao dia,
durante 10 meses, ao parar 0 uso, consistiu em relato de insbénia severa, ansiedade
severa, problemas cognitivos graves e até depressao (SEEMAN, 2015). Um outro
estudo sobre uso de doses altas de domperidona por pacientes, também foi relatado
efeitos no sistema nervoso como insonia, rigores, agitacdo psicomotora severa e
ataques de panico (DOYLE; GROSSMAN, 2018).

2.4MELATONINA

A melatonina (MEL) é uma indolamina anfifilica derivada do triptofano que
apresenta peso molecular de 232,3 g/mol (Figura 4). Essa molécula onipresente em
guase todos os seres vivos, desde bactérias até seres humanos, foi isolada em 1958
por Aaron Lerner, e recebeu este nome devido a sua capacidade de agregar granulos
de melanina dentro dos melandcitos (LERNER et al.,, 1958; CIPOLLA-NETO; DO
AMARAL, 2018).
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Figura 4. Viséo tridimensional da melatonina (MEL) (REITER et al., 2013).

Na literatura, a funcao primaria da MEL descrita, foi relacionada com a sua acao
antioxidante, pois foi observado por ser eficiente na eliminacdo de radicais livres,
estimulando essa atividade em varios tecidos diferentes. Apos 60 anos desse trabalho
pioneiro, observou-se em mais de 23.000 publicacdes que a melatonina apresenta
inameras fungcbes que abrangem todo organismo vivo em que sua presenca foi
atestada (CIPOLLA-NETO; DO AMARAL, 2018).

A MEL foi encontrada em numerosos organismos vivos de diferentes grupos
taxondmicos, incluindo cianobactérias, dinoflagelados, fungos, vermes chatos,
moluscos, estrelas do mar, insetos, leveduras, plantas, peixes, anfibios e répteis e
aves e mamiferos. A sintese da MEL foi descrita em todos os organismos
supracitados, apresentando acdes autocrinas e paracrinas. Além disso, observou-se
gue tecidos de diversos organismos multicelulares como: retina, trato gastrintestinal,
medula 6ssea, linfécitos e pele apresentam producédo dessa substancia. (TENORIO
et al., 2015). Em organismos filogeneticamente mais evoluidos como nos vertebrados,
além dessas estruturas teciduais, essa molécula é sintetizada principalmente por uma
glandula especializada, a glandula pineal, que tem a capacidade de produzir a MEL,
a qual atua como horménio de maneira enddcrina (CIPOLLA-NETO; DO AMARAL,
2018).

A glandula pineal € um pequeno 6rgao piriforme, medindo cerca de 8x4mm de
comprimento em adultos e pesando aproximadamente 0,1 a 0,18g. Sua coloracao é
de cor cinza-avermelhado e sua principal funcdo € sintetizar a melatonina
(FILGUEIRAS, 2006; MOORE, 2014). Est4 localizada no epitdlamo, em uma
depressdo entre os coliculos superiores do tronco encefalico, inferiormente ao
esplénio do corpo caloso, separado deste pela tela corididea do terceiro ventriculo.
Um pequeno recesso ependimal do terceiro ventriculo estende uma haste curta, que

permite a conexdo do corpo pineal ao teto do diencéfalo e € quase completamente



40

cercado pela pia-méater. Histologicamente o parénquima da glandula pineal é dividido
em dois tipos de células: pinealécitos e células da neuroglia entre as quais se
ramificam muitos vasos sanguineos e nervos (TENORIO et al., 2015).

A sintese da melatonina pela glandula pineal em mamiferos acontece através
da luz externa regulando a pineal através de uma via neural, sendo controlada pelo
ndcleo supraquiasmatico hipotalamico (NSQ). Esse nucleo recebe estimulacao direta
do nervo da retina (trato retino-hipotalamico), que transmite informacdes sobre a luz e
a escuridao, independentemente da percepc¢éao consciente (TENORIO et al., 2015).

Os axonios descem do NSQ que fazem sinapses com neurdnios autbnomos da
coluna intermediolateral da coluna toracica superior. A partir dai, os axénios pré-
ganglionares deixam a medula espinhal, fazendo sinapses com os neurbénios do
ganglio cervical superior, onde emergem o0s neurdnios poés-ganglionares que
finalmente terminam na pineal, liberando norepinefrina exclusivamente durante a fase
escura da noite , desencadeando a conversdo enzimatica do triptofano em MEL
(CIPOLLA-NETO; DO AMARAL, 2018).

O triptofano hidroxilase converte o triptofano em 5-hidroxitriptofano, que é
convertido em serotonina pela acdo da descarboxilase. A serotonina, por sua vez, é
acetilada em N-acetilserotonina pela enzima aril-aquil-n-acetiltransferase (AANAT)
gue por fim sofre a acdo da hidroxi-indol-oxi-metiltransferase (HIOMT) que a
transforma em melatonina (N-acetil-5-metoxitriptamina) (CIPOLLA-NETO; DO
AMARAL, 2018).

Durante a fase claro (dia), normalmente a luz (faixa azul de 460 a 480nm) inibe
a sintese de melatonina produzida pela pineal, em contrapartida, sua secrecao €&
estimulada durante a fase escura (noite). (CANTERAS et al., 2011; TENORIO et al.,
2015; CIPOLLA-NETO; DO AMARAL, 2018). Portanto, a seccdo da inervagao
simpatica ou o uso de bloqueadores a-adrenérgicos inibem a atividade metabdlica das
células da pineal, o qual pode incluir substancia que a mesma sintetiza ou apenas
armazena como: aminas biogénicas (norepinefrina, serotonina, histamina, melatonina
e indoleaminas relacionadas, dopamina e octopamina), peptideos (horménio liberador
de hormoénio luteinizante - LHRH, hormonio liberador de tirotropina - TRH,
somatostatina e vasotocina) e acido gama-aminobutirico (GABA) (TENORIO et al.,
2015; CIPOLLA-NETO; DO AMARAL, 2018).

Dentre as substancias sintetizadas e/ou armazenadas pela glandula pineal, a

melatonina € a mais estudada, visto que ela apresenta inUmeras ac¢des tanto no
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sistema nervoso central (SNC) quanto em 6érgdos periféricos, desempenhando um
papel importante em uma variedade de funcdes fisioldgicas, incluindo a regulacéo dos
ritmos circadianos associados a atividades visuais, reprodutivas, cerebrovasculares,
neuroenddcrinas, neuroimunes e neuroproterores. Além de atuar no sistema
cardiovascular, metabolismo energético, peso corpéreo e interagir na diabetes (LIMA;
CABRAL; CAVALHEIRO, 2006; TENORIO et al, 2015; CIPOLLA-NETO; DO
AMARAL, 2018).

Ha hipoteses de que a melatonina tem um papel importante na determinacgao
das alteracdes fisiol6gicas associadas ao ciclo de vida (crescimento, maturacdo e
envelhecimento). Esse fator € evidenciado ja que as concentracfes séricas de MEL
também variam consideravelmente de acordo com a idade, sendo maxima no inicio
da vida, diminuindo imediatamente antes da puberdade e se tornando minima com a
velhice (MARKUS et al., 2003).

2.4.1 Mecanismo de acdo da melatonina

A MEL é uma substancia anfifilica, capaz de atravessar as células, organelas e
membranas nucleares e interagir diretamente com moléculas intracelulares nédo
mediadas por receptores. Ela também apresenta acfes mediadas por receptores que
resultam da MEL com os receptores de membrana e nucleares (CIPOLLA-NETO; DO
AMARAL, 2018).

Uma das propriedades de maior eficiéncia da melatonina € a capacidade
antioxidante muito bem conhecida, o qual atua na limpeza de radicais livres,
estimulando a transcricéo e atividades de enzimas antioxidantes, ligacao a metais de
transicdo que inibem a formacao de radial hidroxila (RODRIGUEZ et al., 2004). Além
disso, essa substancia protege lipidios, proteinas (participando do sistema ubiquitina-
proteassoma) e DNA de danos oxidativos, sendo encontrado abundantemente nas
mitocondrias, obtendo uma funcéo primordial, pois € o local onde os radicais livres
sao formados naturalmente como resultado da respiracéo celular, protegendo também
o DNA mitocondrial contra mutacdes e delagcbes (JOU et al., 2002; RODRIGUEZ et
al., 2004; CIPOLLA-NETO; DO AMARAL, 2018). Além disso, estudos recentes
demonstraram que a melatonina é secretada nas mitocondrias do cérebro de
camundongos e age através de um receptor de melatonina da membrana externa
mitocondrial 1 (MT1), com capacidade de prevenir o vazamento do citocromo C e

apoptose subsequente (SUOFU et al., 2017).
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No final dos anos 80 foi realizado a descoberta, clonagem e caracterizagéo dos
receptores de membrana da melatonina. O MT1 e MT2, anteriormente denominados
de Mella e Mellb, sdo receptores acoplados a proteina G especificos de alta
afinidade, codificado pelos genes MTNR1A (cromossomo humano 4g35.1) e MTNR1B
(cromossomo humano 11921 — q22) (CIPOLLA-NETO; DO AMARAL, 2018). O MT1 e
MT2 humano sédo proteinas com 350 e 362 aminoacidos, e massas molares 39.374 e
40.188 Da, respectivamente. Esses receptores sdo encontrados no SNC incluindo o
nucleo supraquiasmatico hipotalamico, o hipotalamo, tAlamo, cértex temporal, parietal
e frontal, hipocampo, area pré-optica, ganglios da base, retina, cerebelo, etc.
(JOCKERS et al.,, 2016). E também em 6rgaos periféricos, como tecido adiposo
(BRYDON et al., 2001), rim (DREW et al., 1998), ilhotas pancreaticas (ZIBOLKA et al.,
2018), glandulas pardtidas (ISOLA et al., 2016), glandulas adrenais (VERGARA et al.,
2003), figado (VENEGAS et al., 2013), osso (SUZUKI et al., 2008), pele (SLOMINSKI
et al., 2007), 6rgaos reprodutivos (SOARES JR. et al., 2003; IWASAKI et al., 2005),
células imunes (LOPEZ-GONZALEZ et al., 1992) e sistema cardiovascular
(SLOMINSKI et al., 2013), entre outros.

As vias de sinalizagdo da MT1 envolvem ativagdo dos canais ionicos de
potassio Kir3.1/3.2 que medeiam a inibicdo do disparo neuronal no nucleo
supraquiasmatico hipotalamico (NSQ), além disso, atua na vasoconstricao,
modulacdo da proteina quinase C e fosfolipase A2, modulacdo de canais i6nicos
especificos pelo acoplamento MT1 a proteinas Gq / 11, principalmente (MCARTHUR,;
HUNT; GILLETTE, 2015). As vias de sinalizacdo da MT2 estao relacionados com
vasodilatacdo, também atuando na inibicdo da formacdo do GMPc e estimulacdo da
atividade da proteina cinase C no nucleo supraquiasmatico, sendo recentemente
observado que esses receptores de MT2 no NQS podem canal de potéassio retificado
internamente pela proteina G (HABLITZ et al., 2015; CIPOLLA-NETO; DO AMARAL,
2018).

2.4.2 Melatonina e reproducao

O papel que a melatonina desempenha na reproducdo animal é crucial para
manter o sistema saudavel. Sabe-se que esse hormdnio é encontrado no tecido
testicular, liquido folicular e plasma seminal (SOARES JR. et al., 2003; IWASAKI et
al., 2005; GONZALEZ-ARTO et al., 2017; MURATOGLU; DIZAKAR; AKTAN, 2019).

Entretanto, a correlacdo entre intensidades enddgenas de melatonina e
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funcionamento reprodutivo animal ainda ndo €& totalmente e suficientemente
conhecida (TALPUR et al., 2018).

A espermatogénese € um processo de diferenciacdo e maturacao dos gametas
masculinos, o qual é regulado por varios horménios. Os hormdnios mais comuns na
regulacédo sdo: o horménio luteinizante (LH), horménio foliculo-estimulante (FSH) e a
testosterona produzida pelas células de Leydig do intersticio testicular. Essa producéo
de testosterona € regulada pela ligacado do FHS ao seu receptor especifico nas células
de Sertoli, 0 que aumenta a concentracdo de cAMP e estimula a sintese de proteinas
ligantes de andrégenos (PBA) e a liberacdo de LH (STOCCO et al., 2005; YU et al.,
2018).

O processo de espermatogénese € totalmente dependente da testosterona.
Quando o mesmo ou o receptor de andrégeno esta ausente, o processo falha e ndo
prossegue além do estagio de meiose (STOCCO et al., 2005; CHEN; LIU, 2014).

A melatonina atua diretamente nos testiculos, decorrente da sua propriedade
lipofilicas e hidrofilicas, atravessando a barreira hematotesticualr, entrando nas
células testiculares. A MEL atua através de varios receptores especificos, como 0s
seus receptores de membrana MT1 e MT2. Esses receptores se acoplam a proteina
G regulando as cataratas de transducdo de sinal cAMP, regulando a sintese de
testosterona (SOARES JR. et al., 2003; IWASAKI et al., 2005; CIPOLLA-NETO et al.,
2014). Estudos atuais também revelaram que a MEL também exerce efeitos atraves
da ligacdo a receptores nucleares 6rfdos (o receptor de horménio nuclear 6rfao
relacionado a retindide RZR/RORa e o receptor 6rfao relacionado a melatonina ligada
ao X GPR50) e proteinas intracelulares como a calmodulina (JOCKERS et al., 2016).

Estudos realizados em camundongo demonstraram que 0S receptores de
melatonina de mamifero MT1 e MT2 estdo envolvidos na sintese de testosterona, ja
que o colapso dos receptores de melatonina, especialmente o MTNR1A, levou a uma
reducéo 6bvia (> 60%) do nivel de testosterona (GAO et al., 2019). No entanto, poucos
estudos relatam com clareza o papel da melatonina no desenvolvimento embriolégico
dos testiculos.

Sabe-se que a Melatonina € um importante antioxidante, pois protege as
células contra o radical OH e outros produtos da peroxidacao lipidica. Em estudos
realizados por Muratoglu, Dizakar e Aktan (2019) sobre a melatonina na prote¢céo de
espermatozoides envelhecidos pela idade, causados por formacdo de espécies

reativas de oxigénio (ERO). Observou-se que esse horménio reduziu



44

significativamente a apoptose celular, evitou diminui¢cdo do didmetro e altura do centro
germinativo dos tubulos seminiferos, ndo sendo observado histologicamente,
alteracOes atroficas, os quais sdo comumente encontrados em tecido de animais
envelhecidos (MURATOGLU; DIZAKAR; AKTAN, 2019).

2.5FENOMENO DA DEPRESSAO ALASTRANTE CORTICAL (DAC)

A “Depressado Alastrante da Atividade Elétrica Cortical” ou simplesmente
“‘Depresséo Alastrante Cortical” (DAC) € um fendbmeno eletrofisioldgico, descrito pela
primeira vez pelo neurocientista brasileiro Aristides Azevedo Pacheco Ledo. O mesmo
se referiu @ DAC como uma “onda” reversivel e propagavel de redugao (depresséao)
da atividade elétrica cerebral, em resposta a estimulos elétricos, quimicos ou
mecanicos. A DAC é acompanhada do aparecimento de uma “variacao lenta de
voltagem” (VLV) na regido do cérebro invadida pelo fenémeno (LEAO, 1947). Durante
a ocorréncia do fenémeno, a variacdo lenta negativa de voltagem atinge amplitudes
entre -5 e -20mV.

A VLV, que é a “marca registrada” da DAC, possui uma “forma de onda” bem
definida, com inicio e fim identificados facilmente. Por isso, € muito utilizada para se
calcular a velocidade com que o fendmeno se propaga pelo tecido nervoso. Essas
caracteristicas classicas tém sido tradicionalmente analisadas por técnicas oOticas e
eletrofisioldgicas (EIKERMANN-HAERTER; MOSKOWITZ, 2008), assim como por
ressonancia magnética funcional (AUTIO et al., 2014). Ambas tém revelado, além do
padrédo concéntrico e circular desta atividade, uma taxa de propagacao notavelmente
lenta (alguns mm/min) em comparacédo com a ordem de grandeza da propagacéao dos
impulsos nervosos em axénios (até dezenas de m/s).

A DAC se propaga lentamente, a uma velocidade de 2 a 5mm/min, de forma
concéntrica e partir do ponto de estimulacdo. Quando o estimulo atinge regiées do
cortex mais distantes, a area que foi inicialmente estimulada (deprimida) comeca a se
recuperar. Apds um tempo entre 10 a 15 minutos, todo o tecido cortical se recupera
(GUEDES, 2011a). A figura 5 ilustra o fendbmeno.

Alguns estudos relataram que o fendmeno da DAC era propagado através de
um mecanismo humoral. O qual, seria baseado na liberacdo de um ou mais fatores
guimicos pelas células neurais, no momento em que elas fossem submetidas a DAC.

Portanto, a medida que acontecesse a difusdo dos compostos através do espacgo
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extracelular, eles acionariam as células vizinhas, como consequéncia da DAC,
deflagrando assim, o fendmeno. Uma vez “deprimidas” eletricamente, estas células
também passariam a liberar os mesmos fatores que acionariam as demais células,
dando lugar a uma propagacao automantida e sustentada (LEHMENKUHLER et al.,
1993). Além disso, durante a DAC vérias outras modificacdes reversiveis ocorrem no
tecido neural, como dilatacio dos vasos sanguineos da pia-mater (LEAO, 1944),
mudancas dramaticas em gradientes idnicos e fluxo sanguineo (SMITH et al., 2006) e
alteracdes extracelulares das concentraces de certos aminoacidos (ZHOU et al.,
2013).

Figura 5. Sequéncia temporal ciclica de eventos da depresséo alastrante cortical (DAC).
Adaptado de (GUEDES, 2011). Em “a”, um cértex normal e nele um ponto (x) é estimulado,
iniciando a DAC. Na sequéncia, indicada pelas setas, “b” a “d”, a propagagédo concéntrica
do fenémeno da DAC esta ilustrada. As areas em branco representam porc¢des do tecido
cortical invadidas pelo fendmeno em tempos sucessivos. As areas quadriculadas, “c” a “f’
indicam regifes que sofreram a DAC e agora estdo se recuperando (areas refratarias a
uma nova estimulagdo). De “b” a “f’, observa-se que propagacdo (area branca) e
recuperagdo (&rea escura) dao-se de forma concéntrica, sendo o ponto inicialmente
estimulado o primeiro a se recuperar totalmente. Finalmente em “a” todo o tecido se mostra
completamente recuperado, retornando a condicgao inicial. No centro da figura, um tragcado
de registro demonstrando o eletrocorticograma (ECoG) e a variacdo lenta de voltagem
(VLV), a qual sempre aparece durante a DAC, quando o ECoG diminui sua amplitude. As
letras “A” a “F” correspondem a sequéncia das etapas representadas nos desenhos

externos.
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Os estudos sobre o fendmeno da DAC deram inicio com modelos animais,
porém, devido a sua relacdo com a excitabilidade neural, e sua eficiéncia para avaliar
o funcionamento e desenvolvimento do sistema nervoso central (GUEDES, 2011a), a
DAC atualmente, tem sido investigada em humanos para diversos contextos clinicos
como: epilepsia (COSTA-CRUZ; ARA, 2006), a enxaqueca com aura (CHARLES,;
BACA, 2013), esclerose multipla (PUSIC et al., 2015), isquemia cerebral
(WAINSZTEIN; LUCCI, 2017), e injuria traumatica cerebral, dentre outras.

Estudos nessa éarea tém comprovado que a susceptibilidade cortical ao
fendbmeno da DAC pode ser influenciada pelas condi¢cdes em que se encontra o tecido
cerebral (GUEDES, 201l1a). Condi¢cbes farmacolbgicas, hormonais, nutricionais e
comportamentais podem tornar o coOrtex mais vulneravel ou mais resistente a
propagacao da DAC, expressando velocidades de propagacao respectivamente mais
altas ou mais baixas (GUEDES, 2011a). Abaixo seguem exemplos de condi¢cbes que

facilitam e dificultas a propagacdo da DAC.

2.5.1 Fatores de Facilitam a Propagacao da DAC

Os fatores que facilitam a propagacdo da DAC sao: reducdo do cloreto
extracelular (GUEDES; DO CARMO, 1980), diazepam (GUEDES; CABRAL-FILHO;
TEODOSIO, 1992), hipoglicemia (COSTA-CRUZ; GUEDES, 2001), privacdo do sono
paradoxal (CARVALHO DE VASCONCELOS et al., 2004), condigéo desfavoravel de
lactagdo (ROCHA-DE-MELO et al., 2006), etanol (cronico) (ABADIE-GUEDES et al.,
2008), arginina durante o desenvolvimento (MAIA et al., 2009), hipertermia ambiental
(FARIAS-SANTOS et al., 2009), glutamina durante o desenvolvimento (DE LIMA et
al., 2009), uso de dipirona no inicio da vida (DO AMARAL et al., 2009), lipideos do
leite de cabra adicionados a dieta materna (SOARES et al., 2012), tratamento cronico
com &cido ascorbico (60 ou 120 mg/Kg/d) (MENDES-DA-SILVA et al., 2014; MONTE-
GUEDES et al.,, 2011), tratamento com o0 antagonista serotoninérgico tianeptina
(AMANCIO-DOS-SANTOS et al.,, 2013) tratamento com glutamato monossodico
dexametasona (LOPES-DE-MORAIS et al., 2014).

2.5.2 Fatores que dificultam a propagacdo da DAC

Os fatores que dificultam a propagacdo da DAC séao: hiperglicemia (COSTA-
CRUZ; ARA, 2006; XIMENES-DA-SILVA; GUEDES, 1991), anestésicos (GUEDES;
BARRETO, 1992), envelhecimento (GUEDES; AMORIM; TEODOSIO, 1996a),
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epilepsia cronica provocada pela pilocarpina (COSTA-CRUZ; AMANCIO-DOS-
SANTOS; GUEDES, 2006), estimulacdo ambiental (SANTOS-MONTEIRO;
TEODOSIO; GUEDES, 2000), ativac&o do sistema serotoninérgico (DOS SANTOS et
al., 2006) condicdes favoraveis de aleitamento (ROCHA-DE-MELO et al.,, 2006),
tratamento de ratos adultos com triptofano (precursor da serotonina) (TRINDADE-
FILHO; VASCONCELOS; GUEDES, 2009), deficiéncia, na dieta, de acidos graxos
essenciais (BORBA et al., 2010), dieta hiperlipidica (DA SILVA GERMANO et al.,
2013), tratamento com o antagonista de opioides Naloxona (GUEDES et al., 2013)
tratamento crénico com 30mg/Kg/d de acido ascérbico (MENDES-DA-SILVA et al.,
2014), tratamento com taurina (FRANCISCO; GUEDES, 2015).

A medicéo da velocidade de propagacédo da DAC ao longo do cortex de animais
experimentais € uma maneira facil e Gtil de avaliar a suscetibilidade do cérebro a DAC.
Esse parédmetro ajuda a entender os fendmenos fisiolégicos dependentes da
excitabilidade cerebral, bem como as doencas neurolégicas relacionadas a
excitabilidade cerebral. Portanto, a utilizacdo da DAC tem demonstrado ser de grande
utilidade como um modelo experimental (GUEDES, 2011a).

Alguns autores relataram que a hiperprolactinemia tém efeitos adversos na
reproducéo (VILAR et al.,, 2018; VILAR et al.,, 2019), entretanto, mesmo com 0
conhecimento da via dopaminérgica que desencadeia a hiperprolactinemia através de
utilizacdo de farmacos bloqueadores dopaminérgicos, associado também ao sistema
nervoso, eventos acerca de associados a alteracBes neuroldgicas relacionadas a
propagacdo da DAC ainda s&o pouco relatados na literatura. Além disto, j& se tem
relatos de varias funcbes importantes da melatonina, como importante atuador no
sistema nervoso central (SNC) quanto em orgéos periféricos, desempenhando um
papel importante em uma variedade de func¢des fisioldgicas, incluindo a regulacédo dos
ritmos circadianos associados a atividades visuais, reprodutivas, cerebrovasculares,
neuroenddcrinas, neuroimunes e neuroprotetores (LIMA; CABRAL; CAVALHEIRO,
2006; TENORIO et al., 2015; CIPOLLA-NETO; DO AMARAL, 2018).
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RESUMO

A hiperprolactinemia € uma condi¢éo patologica decorrente do aumento da prolactina
gue afeta diretamente a reproducdo, pois essa condicdo inibe a liberacdo dos
horménios luteinizante (LH), foliculo-estimulante (FSH), e reduz diretamente a
esteroidogénese gonadal, trazendo varias associacbes clinicas negativas na
reprodugdo. Em contrapartida, evidéncias afirmam que a melatonina (MEL)
desempenha um papel importante na regulacdo da esteroidogénese e regeneracdo
de danos que afetam a espermatogénese. Objetivou-se objetivo analisar os efeitos
proterores da melatonina exdgena na hitopatologia e histomorfometria do testiculo de
ratos adultos hiperprolactinémicos. Foram utilizados 48 ratos machos, divididos em
dois periodos de tratamento: 30 e 60 dias, cada grupo de tratamento foi subdividido
em trés grupos: Veiculo, Hiper (ratos induzidos a hiperprolactinemia) e Hiper+mel
(ratos induzidos a hiperprolactinemia e tratados com melatonina). O tratamento com
melatonina foi de 200ug/100g, via subcutanea (SC). A inducado a hiperprolactinemia
foi obtida com dose de 4mg/kg de domperidona, via SC. Os resultados da
histopatoldgia, demonstraram que os animais do grupo Hiper apresentaram danos no
parénquima testicular, quando comparado ao veiculo. Além disso, as degeneracdes
se apresentaram em menor quantidade no grupo Hiper+mel, em ambos os periodos
de tratamento, evidenciando os beneficios do composto na regeneracdo gonadal.
Quanto a histomorfometria, o grupo Hiper de ambos os periodos de tratamento
apresentaram diminuicao de diametro tubular, altura de epitélio, area tubular, além de
diminuigc&o de células de Sertoli, quando comparado ao veiculo e o grupo Hiper+mel.
Influenciando diretamente na eficiéncia gonadal na producdo espermatica. Dessa
forma, pode-se concluir que a inducdo a hiperprolactinemia pode afetar o
desenvolvimento do epitélio germinativo, além do fato de a melatonina possuir efeito

regenerativo e protetor frente a hiperprolactinemia reduzindo danos nos testiculos.

Palavra-chave: reproducdo, testiculo, hiperprolactinemia, melatonina
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INTRODUCAO

Atualmente, a infertilidade tém afetado cerca de 16,7% dos casais provenientes
de paises desenvolvidos (BOIVIN et al., 2007; STARC et al., 2019), e a maior parte
desse problema esta associado a infertilidade masculina, acometendo cerca de 8%
dos homens. Dados indicam que problemas de infertilidade masculina desempenha
um papel contributivo em até 50% dos casos. Cerca de 10% dos casos de infertilidade
sdo associados a danos testiculares reversiveis, como problemas de producgéo
espermatica. (ESTEVES; MIYAOKA; ASHOK, 2011; TENORIO et al., 2014; STARC
et al., 2019).

Os testiculos de mamiferos sexualmente maduros sdo componentes vitais a sua
reproducdo e por consequéncia a perpetuacdo destes espécimes. Esses 0Orgaos
produzem os gametas masculinos através do processo de espermatogénse. Esse
processo e regulado principalmente por niveis hormonais circulantes como o horménio
luteinizante, horménio foliculo estimulante, testosterona, etc. (NETO et al., 2016).

A prolactina (PRL) tem se mostrado como importante hormonio na atividade
reprodutiva em animais, em resposta ao fotoperiodo (NOTTER; CHEMINEAU, 2001).
O aumento nos niveis séricos de PRL pode desencadear uma condi¢cdo patologica
chamada de hiperprolactinemia, o qual interrompe a secrecéo pulsatil do horménio
liberador de gonadotrofina, inibe a liberacdo dos horménios luteinizante, foliculo-
estimulante, e reduz diretamente a esteroidogénese gonadal. Essa condi¢do traz
varias associacdes clinicas negativas na reproducdo. (ALEEM et al., 2005; VILAR et
al., 2018; VILAR et al., 2019).

A melatonina (MEL) é outro hormdnio que esta relacionado a alteracdes
reprodutivas. E o principal horménio da glandula pineal, o qual corresponde como
fonte de 75% de sua producdo (DJERIDANE et al., 2000; LANOIX; OUELLETTE;
VAILLANCOURT, 2006). Esse hormonio é amplamente aceito como regulador da
reproducdo em mamiferos, pela capacidade de influenciar a funcdo gonadal e
promover a ciclicidade estral.

A MEL regula as adaptacOes fisiologicas da reproducdo em mamiferos
sazonais em resposta a mudancas no comprimento do dia, mas seu papel na
reproducdo de mamiferos ndo sazonais ndo € bem estabelecido (WOO et al., 2001).

Nos mamiferos, os sitios de ligacdo da melatonina foram detectados tanto no

testiculo quanto nas células granulo-luteinicas, ao passo que a melatonina pode ter
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um efeito direto na esteroidogénese através de um processo mediado por receptor de
membrana, onde as gonadotrofinas, LH e FSH, o hormdnio estrogeno, desempenham
um papel central na regulacdo da funcdo dos testiculos bem como no
desenvolvimento placentario (WOO et al., 2001).

Visando-se trazer informacdes inovadoras que auxiliem no tratamento de
patologias que culminem com baixa fertilidade ou infertilidade de individuos, torna-se
de fundamental importancia a analise dos efeitos de novos adventos tecnoldgicos
sobre o sistema reprodutor masculino. Embora a relacdo fisiolégica entre MEL,
hiperprolactinemia e testiculo dependa das espécies de animais estudados, poucos
estudos tém associado a hiperprolactinemia e os niveis circulantes de MEL com
desenvolvimento de alteracbes morfofisiologicas testiculares em animais nao
sazonais.

Diante das condigcdes gonadais causadas pela hiperprolactinemia e da
atividade protetora e reguladora da MEL nos testiculos. Essa presente pesquisa teve
como objetivo analisar os efeitos da inducado a hiperprolactinemia e administracéo de

melatonina exdgena em testiculos de ratos adultos.

MATERIAIS E METODO

Animais Experimentais

O presente trabalho foi submetido a comissao de ética no uso de animais da
Universidade Federal de Pernambuco sob numero n°. 23076/011943/2018-17. Foram
utilizados 48 ratos albinos da linhagem Wistar (Rattus norvegicus albinus), com 90
dias de idade, procedentes do Biotério do Centro Académico de Vitéria, da
Universidade Federal de Pernambuco. Esses animais foram mantidos no Biotério de
experimentacdo da mesma instituicdo, dentro de gaiolas individuais de polipropileno,
armazenadas em salas sob condi¢des padronizadas de laboratério com luminosidade
de 60 luz e ciclo circadiano de 12/12 claro-escuro, temperatura (22°C £1°C), umidade
relativa do ar (45% 5%) e sistema de exaustdo com renovacao de ar. Todos 0s
animais foram alimentados com agua e racédo padréo do biotério (Labina, Presence®,
ad libitum).

Os ratos adultos machos foram divididos, ao acaso, em dois grupos de periodo
de tratamento (30 e 60 dias) cada grupo foi subdividido trés subgrupos, cada um

constituido por 8 animais, a saber:
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Formacéao dos grupos experimentais com 30 e 60 dias de tratamento:

Grupo Veiculo - tratamento placebo;

Grupo Hiper — ratos induzidos a hiperprolactinemia (domperidona);

Grupo Hiper+Mel - ratos induzidos a hiperprolactinemia (domperidona) e tratados com

melatonina.

Inducéo a Hiperprolactinemia

A inducdo a hiperprolactinemia foi obtida com a injecdo subcutédnea de
domperidona (DOMP) na dose de 4mg/kg de peso corporal diaria, sempre no horario
das 11:00h da manha. A DOMP foi dissolvida em 1mL de solucéo salina (NaCl 0,9%).
Os animais do grupo placebo receberam apenas solucdo salina ha mesma via e

volume.

Tratamento com Melatonina

O tratamento com melatonina (Sigma, St. Louis, MO, USA) foi realizado de
acordo com a metodologia proposta por Prata Lima, Baracat e Simdes (2004). Foi
administrada na dose de 200ug de melatonina por 100g de peso corporal do animal,
por meio de inje¢bes subcutdnea no inicio da noite (18:00h). A melatonina foi
dissolvida em um volume de etanol (0,02 mL) e diluida em solucéo salina (NaCl a
0,9%). Os animais do grupo veiculos receberam, respectivamente, solu¢cdo NaCl 0,9%
e 0,02 mL de etanol.

Andlise Histopatolégica

Apobs o periodo de tratamento de cada grupo (30 e 60 dias), os animais foram
anestesiados utilizando uma solugéo de uretana a 10% e cloralose a 0,4%, na dose
de 10 ml/Kg de peso corporal (1g/kg de uretana + 40 mg/kg de cloralose) por via
intraperitonial. Em seguida, foram eutanasiados utilizando a dosagem letal para
remocao das gbnadas, a qual foi imediatamente pesada e em seguida imersa em
liguido de Bouin, permanecendo no mesmo por 48 horas. Posteriormente, as
amostras foram clivadas e submetidas a técnica histologica de impregnacédo e
inclusdo em parafina. Foram realizados cortes transversais com espessura de 2mm
nos testiculos, os quais foram desidratados em alcool etilico em concentracdes
crescentes (70%, 80%, 90%, absoluto), diafanizados pelo xilol, impregnados e

incluidos em parafina. Em sequéncia, foi realizado cortes de 5 um para posterior
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técnica de coloracdo pela Hematoxilina-Eosina (H.E), analisados em microscopio de
luz, da marca NIS Elements Nikon® e fotografados em fotomicroscépio Nikon Eclipse
80i. As patologias mais comuns foram descritas na tabela 1 com os percentuais de

lesbes acometidas em cada grupo amostral.

Avaliacdo de peso dos animais e testiculo

O peso dos animais foi realizado diariamente durante o tratamento. O peso dos
testiculos foi realizado na coleta do érgao. Ambos foram realizados por meio de
balanca analitica de precisdo Celtac FA2104N. O valor do peso liquido testicular foi
obtido subtraindo 6,5% (em relac&o a albuginea) do peso bruto testicular (RUSSELL;
FRANCA, 1995). O indice Gonadossomético (IGS= {peso liquido testicular/peso

corporal} x 100) foi calculado a partir do peso obtido no dia da eutanasia.

Anélise histomorfométrica

O diametro e éarea tubular, altura do epitélio, diametro e area do limen foram
medidas a partir do software computacional NIS Elements Nikon® utilizando camera
digital acoplada ao microscépio Nikon Eclipse 80i em aumento de 100X. O diametro
e area dos tubulos e do lumen para cada rato, foi obtido a partir da mensuracgéo de
15 tdbulos, em diversos estagios do ciclo do epitélio seminifero, escolhidos
aleatoriamente, com perfis redondos ou arredondados (TENORIO et al., 2014a).

A altura do epitélio foi obtida nos mesmos tubulos utilizados para determinar o
diametro tubular. Para tal, tomou-se duas medidas diametralmente opostas, tendo
como referéncia a tunica prépria e o limite entre o lume e epitélio germinativo,
determinando-se desta forma, a altura média do epitélio seminifero (TENORIO et al.,
2014a) .

Os dados volumétricos da composicdo do parénquima testicular foram obtidos
usando contagem de pontos por alocacdo sistemética de graticula no software
PowerPoint com 441 pontos de interseccédo sobre a fotomicrografia do parénquima
em aumento de 400X. Quinze campos foram contabilizados aleatoriamente somando
um total de 6615 pontos para cada animal.

O testiculo é dividido em dois compartimentos, tubular e intertubular ou
intersticial. Do primeiro foram avaliadas a tunica prépria, o epitélio seminifero e o

limen, enquanto no segundo foram investigadas as células de Leydig, células e fibras
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do tecido conjuntivo, vasos sanguineos e linfaticos. Como a densidade do testiculo é
em torno de 1,03 a 1,04, o peso do testiculo foi considerado igual ao seu volume.

O volume de cada componente do testiculo, expresso em pL foi estabelecido
a partir do produto entre a densidade volumétrica dos constituintes testiculares (%) e
0 peso liguido do testiculo (mg). O comprimento total dos tubulos seminiferos (CT)
por testiculo expresso em metros foi estimado a partir do conhecimento do volume
ocupado pelos tubulos seminiferos no testiculo e do diametro tubular médio obtido
para cada animal. A seguinte formula foi empregada: CT=VTS/zR2, onde VTS =
Volume total de tibulos seminiferos; nR2 = Area da seccéo transversal dos ttbulos
seminiferos (R = diametro tubular/2).

A estimativa dos diferentes tipos celulares que compdem o epitélio seminifero
no estagio 7 do ciclo, classificado de acordo com o método acrossémico (RUSSEL et
al., 1990) foi feita a partir de contagens dos nucleos das células germinativas e de
nucléolos das células de Sertoli. Nestas contagens, foram utilizadas 10 seccdes
transversais de tubulos seminiferos para cada animal. Os ndcleos dos seguintes tipos
celulares foram contados: espermatdcitos I, na fase de pré-leptoteno/ leptéteno (SPT
| PI/L); espermatdcitos |, na fase de paquiteno (SPT | P); espermatides arredondadas

(SPD Ar); nucléolo de células de Sertoli.

Dosagem Hormonal

Foi coletado 1mL de sangue por puncdo cardiaca (RICHTER; HANSELL;
RAUT, 2009), sendo acondicionados em tubos secos e heparinizados, para coleta de
soro e plasma, respectivamente. Em seguida, as amostras foram centrifugadas sob
refrigeracéo e o sobrenadante acondicionado em eppendorfs, sempre em duplicata, e
congelado a -80°C até o momento das dosagens hormonais. As amostras foram
colhidas em triplicatas. Os niveis dos horménios testosterona e prolactina foram
dosados utilizando-se o método Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA),

através de KIT’s comerciais.

Anélise Estatistica

Os dados foram primeiramente submetidos ao teste de normalidade de
Shapiro-Wilk e Kolmogorov. Dependendo da tendéncia normal dos resultados, foram
utilizados testes paramétricos ou ndo paramétricos. Para dados paramétricos, foi
realizada analise de variancia (ANOVA) seguida de um teste post hoc de Tukey-
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Kramer. Para dados ndo paramétricos, foi realizado Kruskal — Wallis seguido do teste
de Dunn. As diferencas foram consideradas estatisticamente significantes ao nivel de
probabilidade de 5% (P <0,05). As analises foram feitas em um software

computacional GraphPad Prism8®.

RESULTADOS

Andélise Histopatoldgica

As gbnadas dos animais do grupo veiculo de ambos os periodos de tratamento
(30 e 60 dias) apresentaram todas as caracteristicas normais quanto as estruturas
histomorfologicas testiculares. Sabe-se, que o parénquima testicular € dividido em
compartimento tubular e intertubular. O compartimento tubular apresenta uma tunica
propria, epitélio seminifero e limen. Os animais veiculo apresentaram tunica propria
normal, formada por uma matriz fibrilar e pelas células mioides peritubulares. Assim
como as todas as células germinativas nos diferentes estagios de desenvolvimento e
diferenciacdo. Observou-se também o processo de espermiacao normal, assim como
a presenca de espermatozoides no lumen tubular.

Os animais dos grupos veiculo de ambos os periodos de tratamento (figuras
2A e B; 3A e B) apresentaram epitélio seminifero com diametro e espessura normais,
células do epitélio germinativo em processo de diferenciacdo e divisdo mitética e
meidtica. O processo de espermiacdo também foi observado no lumen tubular.

O espaco intertubular é preenchido por células de Leydig, células grandes de
forma poligonal ou arredondada responsaveis pela secrecédo de testosterona. Essas
células ficam préximas a vasos sanguineos. Além dessas estruturas, esse espaco
também apresenta vasos linfaticos, além de outas células do tecido conjutivo. Nos
animais veiculos foi possivel observar os parametros de normalidade no conteddo
intertubular, assim como descrito acima. N&o foi observado nenhuma condi¢éo
patolégica no parénquima testicular desses animais.

Com relacdo as evidéncias encontradas na histopatologia do testiculo dos
animais experimentais, observou-se a presenca de varias lesdes acometidas no grupo
Hiper principalmente do periodo de 30 dias de tratamento, 0s quais estdo expressos
percentualmente na tabela 1 e na figura 2C e 2D. Todos os animais (100%) referentes
ao grupo Hiper tratado por 30 dias apresentaram edema de espermatides alongadas,

vacuoliza¢des nas ceélulas de Sertoli e uma grande quantidade de degeneracdo de
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células germinativas caracteristico de picnécitos (Figura 2D). Essas mesmas lesées
se apresentaram reduzidas no grupo tratado com melatonina (Hiper+mel) de 30 dias
(Figura 2E e F) e ausentes no grupo veiculo do mesmo periodo de tratamento (Figura
2A e B).

Nos animais do grupo Hiper+mel, o edema de espermatides alongadas
apresentou-se em apenas 50% dos animais (Tabela 1). A vacuolizacdes nas células
de Sértoli e a degeneracdo de células germinativas (Figura 2F) também foram
observadas em quantidade reduzida, e em apenas 25% dos animais (Tabela 1).

Dentre os animais do grupo Hiper tratados por 30 dias, 75% apresentaram
atrofia dos tubulos seminiferos, reducdo do epitélio seminifero, espessamento da
tunica propria, descamacao do epitélio seminifero e aumento do tecido intertubular.
Os quais ndo foram observados no grupo veiculo nem no grupo Hiper+mel. A
presenca de células sinciciais gigantes e de restos celulares também foi observado
apenas no grupo Hiper (25%).

Histopatologicamente, foi observado que os animais tratados por 60 dias
apresentaram menos lesdes no parénquima testicular do que os animais de 30 dias.
Dentre as lesGes acometidas observou-se que 100% dos animais do grupo Hiper
apresentaram diminuicdo do epitélio germinativo, e um aumento exacerbado do
espaco intertubular (Figura 3C), sendo este ultimo, uma condicdo que também foi
observado nos animais de 30 dias de tratamento. Alguns tubulos seminiferos (25%)
dos animais Hiper apresentaram presenca de vacuolos (Figura 3D) no epitélio
seminifero e células em processo de degeneracdo, caracteristico de picndécitos, assim
como os animais tratados por 30 dias. Todos os animais estudados (48 espécimes)
apresentaram espermiacao e espermatides no limen testicular, entretanto, observou-
se uma reducdo dessas caracteristicas apenas no grupo Hiper tratado por 30 dias
(Tabela 1).

Os animais Hiper+mel tratados por 60 dias apresentaram condi¢cdes do
parénquima testicular, semelhante aos animais veiculo. Com todos o0s aspectos
morfologicos celulares normais, assim como espermiacdo e presenca de

espermatozoides no limen tubular (Figura 3E e F).



Tabela 1. Avaliagbes Histopatoldgicas dos grupos tratados por 30 e 60 dias
representado pelo percentual de animais com lesdes (%).
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30 dias 60 dias
Grupos Veiculo Hiper Hiper+Mel Veiculo Hiper Hiper+Mel
(n=8) (n=8) (n=8) (n=8) (n=8) (n=8)

Atrofia dos tlbulos seminiferos - 75 - - - -
Reducéao do epitélio seminifero - 75 - - 100 -
Espessamento da tanica prépria - 75 - - - -
Descamacao do epitélio seminifero - 75 - - - -
Vacuolizacdo em células

- - - - 25 -
germinativas
Edema de espermatides alongadas - 100 50 - - -
Vacuolizacdo em células de Sertoli - 100 25 - - -
Células Sinciciais Gigantes - 25 - - - -
Degeneracéo de células

- 100 25* - 25* -
germinativas
Degeneracéo de células de Sertoli - - - - - -
Degeneracao de células de Leydig - - - - - -
Aumento no tamanho das células de
Leydig
Reducéo no tamanho das células de
Leydig
Aumento do tecido intertubular - 75 - - 100 -
Presenca de restos celulares - 25 - - - -
Presenca de Espermiacéo 100 100* 100 100 100 100
Espermatozoides no limen tubular 100 100* 100 100 100 100

Fibrose
Congestéao
Inflamacao

Infiltrado leucocitario

(-) Auséncia; (*) Presenca reduzida.
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Figura 1: Fotomicrografia de testiculo de ratos tratados por 30 dias (Veiculo: A e B), (Hiper: Ce D) e
(Hiper+Mel: E e F). A: Tabulos seminiferos (colchete) arredondados com presenta de espermiagdo no
limen (ESp); Espaco intersticial (INT) preenchido por células e linfa; Tunica albuginea (seta sem
cabeca) estruturas morfolégicas com aspecto normal. Aumento de 100x HE. B: Epitélio germinativo
(EG) com células em duplicacéo e diferenciacéo celular; grande quantidade de Células de Leydig (seta)
no intersticio (INT) proximos a Vasos sanguineos (*). Aumento de 400x HE. C: Atrofia de tlbulos
seminiferos (Seta Branca) em grande quantidade; Tubulos seminiferos com espermiacao (ESp)
reduzida. Aumento de 100X HE. D: Epitélio germinativo (EG) com presenca de grande quantidade de
células germinativas em degeneracao (seta preta); Espaco Intersticial aumentado (INT) com presenca
de Células de Leydig (seta) e vasos sanguineos (*). Aumento de 400x HE. E: Tubulos seminiferos
(colchete) com presenca de espermiagdo normal (ESp); Vasos Sanguineos (*); Tunica albuginea (seta
sem cabeca). Aumento de 100X HE. F: Epitélio germinativo (EG) com diminuicdo de células em
processo degenerativo (seta preta); Células de Leydig (seta) no espaco intersticial (INT). Aumento de
400X HE.
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Figura 2: Fotomicrografia de testiculo de ratos tratados por 60 dias (Veiculo: A e B), (Hiper: Ce D) e
(Hiper+Mel: E e F). A: Tabulos seminiferos (colchete) arredondados com presenta de espermiagéo no
limen (ESp); Espaco intersticial (INT) normal e preenchido por células e linfa; estruturas morfoldgicas
com aspecto normal. Aumento de 100x HE. B: Epitélio germinativo (EG) com espessura normal (seta
dupla), com células em duplicagdo e diferenciagao celular; espaco intersticial (INT) normal; células de
Leydig na regido intertubular (seta). Aumento de 400x HE. C: Tubulos seminiferos (colchete) com
didmetro reduzido; Espaco intersticial (INT) significativamente aumentado; Tubulos seminiferos com
espermiagcdo (ESp) normal; presenca de vasos sanguineos (*). Aumento de 100X HE. D: Epitélio
germinativo (EG) com presenca vacuolizagdo (seta branca); Epitélio germinativo (EG) com
espessamento normal; Espaco intersticial (INT) com presenca de Células de Leydig normais (seta).
Aumento de 200x HE. E: Tdbulos seminiferos (colchete) com didmetro normal e presenga de
espermiagdo normal (ESp). Espaco intersticial (INT) normal. Aumento de 100X HE. F: Tubulo
seminifero (colchete) com diametro normal; Epitélio germinativo (EG) com espessura normal com
células em duplicagdo e diferenciagao celular; Células de Leydig (seta) no espaco intersticial (INT).
Aumento de 200X HE.
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Andalise Histomorfométrica
Com base nas analises histomorfométricas dos animais, ndo foi observado
diferencas significativas no peso dos animais experimentais, em ambos os periodos

de tratamento (Figura 3).

Figura 3: Andlise de peso dos animais experimentais. A) Tratamento de 30 dias B) Tratamento de 60
dias. Médias seguidas por letras distintas na coluna diferem significativamente entre si. (p<0,05).
ANOVA.

Os parametros biométricos e histomorfométricos do testiculo de ratos tratados
por 30 e 60 dias estdo expressos na tabela 2. O peso bruto e liquido dos testiculos
demonstraram diminui¢cao significativa do grupo Hiper+mel com relacéo ao Hiper tanto
no periodo de 30 quanto de 60 dias. Nao foi observado alteragdes significativas desse
aspecto, entre o grupo veiculo e os demais (Tabela 2), entretanto péde-se observar
gue o grupo Hiper+mel apresentou resultados mais proximos do observado no grupo
veiculo, evidenciando que o aumento do peso testicular pode estar diretamente
relacionado ao tratamento com domperidona para induzir a hiperprolactinemia. Com
relac@o ao indice gonadossomatico, ndo foi observado alteragfes significativas entre
nenhum dos grupos experimentais.

A anadlise histomorfométrica dos componentes do parénquima testicular dos
animais experimentais de ambos os periodos de tratamento (30 e 60 dias) foi expresso
na tabela 2. Foram mensurados o didmetro e area tubular, altura do epitélio
seminifero, didmetro e area do limen. Os resultados revelaram uma diminuicao
significativa do diametro do tubulo seminifero e na altura do epitélio do grupo Hiper,
guando comparados com o0s demais grupos (Tabela 2). O grupo Hiper+Mel

comparado ao veiculo ndo apresentou alteragdes significativas para esses



73

pY

pardmetros. Com relacdo a éarea do tubulo seminifero dos dois periodos de
tratamento, também foi observado uma diminuicao significativa no grupo Hiper quando
comparado principalmente ao veiculo. A diminuicdo dos valores de Hiper comparada
ao grupo Hiper+Mel tambem apresentou-se significativa nos dois periodos de
tratamento. Os animais Hiper+Mel apresentaram valores de &rea do tabulo seminifero
mais proximo ao grupo veiculo.

Os valores de diametro e area do limen apresentaram uma diminuicao
significativa entre os grupos tratados e o veiculo no periodo de 30 dias, nao sendo
observado diferencas significativas para esses parametros entre os grupos tratados.

N&o foi observado diferencas significativas no tratamento de 60 dias.

Tabela 2. Parametros biométricos e histomorfométricos do testiculo de ratos veiculo
e tratados por 30 e 60 dias.

A : Veiculo Hiper Hiper+Mel
Pardmetros/Grupos Dias _ E P _
(n=8) (n=8) (n=8)

30 1,53 £ 0,07ab 1,61+0,19a 1,36 £0,19b
Peso bruto testicular (g)

60 1,42 £ 0,09ab 1,59 + 0,25a 1,30 £ 0,25b
) 30 0,85 + 0,05a 0,85 + 0,05a 0,78 + 0,08a
Indice gonadossomatico (%)

60 0,77 £0,12a 0,87 £0,13a 0,76 £0,15a

30 1,39 £ 0,06ab 1,46 £ 0,18a 1,23+0,17b
Peso liquido testicular (g)

60 1,33 £ 0,08ab 1,49 + 0,23a 1,21 £0,23b

30 308,81 £47.93a 229,84 + 38,53b 303,01 £ 52,62a
Diametro tubular (um)

60 291,15 £+ 14,96a 261,34 £ 22,05b 311,90 £ 10,26a

30 91,72 £19,01a 71,31 £ 13,55b 91,67 £ 13,69a
Altura do epitélio (um)

60 96,59 + 7,52a 66,30 £ 4,19b 103,70 £ 7,18a

30 75011,90 + 21875,39a 48912,67 £ 14786,06b  61625,65 + 11928,90c

Area do tdbulo seminifero (um?2)

60 67160,19 + 6878,96a 54325,82 + 8728,88b  81151,60 + 11085,11c

30 148,97 + 44,89a 106,45 * 28,82b 106,37 * 28,15b

Diametro do lGmen (um)

60 116,79 £ 8,37a 120,36 * 10,59a 113,74 £ 9,40a

Area do lamen (um?2) 30 15209,89 + 8349,64a 9982,11 * 3879,46b 10635,02 + 4164,91b
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60 11155,37 +1577,11a 11872,30 + 2186,70a 10593,56 + 1613,07a

Comprimento Total de Tubulos 30 17,0 £ 1,69ab 30,3+4,79a 16,3 + 2,60b

(m) 60 17,87 + 2,50ab 22,16 + 4,05a 14,87 + 2,25b

*Médias + desvio padrdo. *Médias seguidas por letras distintas na coluna diferem significativamente
entre si. (p<0,05).

Os valores referentes ao volume dos componentes testiculares dos animais
experimentais estao expressos natabela 3. Foi avaliado os volumes dos componentes
tubulares (epitélio seminifero, lamina propria e lumen) e intertubulares (células de
Leydig, células e fibras do tecido conjuntivo, vasos e espaco linfatico). Dentre todos
0s parametros analisados, os Unicos que apresentaram diferenca significativa foi o
volume dos tubulos seminiferos, o volume do espaco intertubular e espaco linfatico.
Quanto ao volume de tdbulos seminiferos observou-se uma diminuicdo gradativa
entre 0s grupos apenas no tratamento de 30 dias, entretanto, a diferenca apenas se
apresentou significativa quando comparado o grupo Hiper+mel com o grupo veiculo,
tendo este dltimo, o maior volume. Com relagdo ao volume do espaco intertubular
pdde-se observar que o grupo Hiper apresentou um maior volume nesse parametro
em ambos 0s grupos de tempo de tratamento, porém, a diferenca significativa ocorreu
apenas no grupo de 60 dias de tratamento. O mesmo fator ocorreu no volume do
espaco linfatico do grupo de 60 dias de tratamento, estando o grupo Hiper com um
volume aumentado com relagcdo aos demais grupos. Observou-se uma diminui¢cédo
significativa no grupo Hiper+Mel quando comparado ao grupo veiculo. Quanto aos
demais dados, nenhum apresentou diferenca significativa. Os demais parametros
relatados na tabela abaixo ndo apresentaram diferencas significativas quanto os

grupos de estudo.

Tabela 3. Volume (uL) dos componentes testiculares de ratos veiculo e tratados por
30 e 60 dias.

Veiculo Hiper Hiper+Mel
(n=8) (n=8) (n=8)
30 123540 +40,80a 1156,59 + 32,49ab  1051,77 + 79,85b

Parametros/Grupos Dias

TUbulos seminiferos
60 1160,28 +114,09a 1180,71 +190,04a 1128,99 +177,64a

30 1081.25 +33,59a 1068,91 + 152,35a 941,74 + 142,87a
Epitélio seminifero
60 769,97 +192,81a 839,53 +251,64a 803,29 + 197,87a
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148,00 + 52,68a

356,83 + 205,37a

6,15 + 7,49a

33,48 + 18,95a

154,60 + 61,60a

160,80 + 47,75a

12,70 = 7,00a

34,59 + 13,30a

6,15 + 5,43a

30,45 £ 20,82a

15,77 + 8,01a

6,89 +2,97a

125,24 + 68,89a

88,87 £ 46,13a

124,31 + 36,55a

308,76 + 216,71a

14,82 + 16,18a

32,09 + 16,39a

191,71 + 32,36a

302,26 + 107,57b

11,53 + 8,58a

33,26 £11,75a

6,91 +7,33a

15,95 + 8,81a

18,88 + 9,14a

6,96 + 3,35a

159,11 + 40,09a

246,10 + 112,06b
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141,23 £ 45,77a

303,47 £ 175,10a

12,24 £ 11,62a

20,34 + 16,56a

140,44 £ 75,54a

150,10 + 44,89a

9,26 + 2,42a

30,26 +12,41a

8,09 +4,18a

15,20 £ 9,47a

19,75 + 6,88a

6,93 £ 3,41a

107,30 £ 72,67a

97,71 + 35,80a

*Médias + desvio padrdo. *Médias seguidas por letras distintas na coluna diferem significativamente
entre si. (p<0,05).

Diante dos resultados relacionados a contagem de células germinativas
dos tubulos seminiferos do estagio VI, foi realizado tanto com as células germinativas
guanto as somaticas presentes nos tubulos. Quanto as células germinativas foi feito a
contagem de espermatécitos |, na fase de pré-leptoteno/ leptéteno (SPT | PI/L),
espermatocitos |, na fase de paquiteno (SPT | P), espermétides arredondadas (SPD
Ar) e células de Sertoli. Os resultados mostraram uma diminuicdo significativa de
células SPT | PI/L no grupo Hiper de 30 dias de tratamento, com relagdo ao grupo
Hiper+mel, reducdo que néo foi significativo com o veiculo do mesmo periodo. Os
resultados da contagem das células SPT | P se apresentaram diferentes quanto aos
grupos de periodo de tratamento. Os animais tratados por 30 dias apresentaram uma
reducdo dessas células no grupo Hiper quando comparado ao grupo Hiper+Mel, ndo
tendo diferenca de ambos com o grupo veiculo. Os animais tratados por 60 dias ndo
apresentaram uma reducdo significativa do grupo Hiper com os demais, entretanto,

observou-se que o grupo Hiper+Mel teve uma reducdo quando comparado ao grupo
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veiculo do mesmo periodo. As espermatides arredondadas (SPD Ar) se apresentaram
reduzidas no grupo Hiper de ambos os periodos de tratamento, entretanto a diferenca
significativa apenas foi observada nos animais de 30 dias. Os animais desse periodo,
tratados com melatonina foram o0s que apresentaram maios quantidade dessas
células germinativas.

O resultado acerca da contagem celular com relacdo ao numero de células
de Sertoli, demonstrou uma reducdo significativa desse tipo celular nos animais Hiper
de ambos os periodos de tratamento, quando comparado com os animais veiculo. Os
animais Hiper+mel de 60 dias ndo demonstraram diferengas significativas comparado
ao Hiper do mesmo periodo, diferenca encontrada nos animais dos respectivos grupos

tratados por 30 dias.

Tabela 4. Populacéo celular por seccéo transversal dos tubulos seminiferos no estagio
VII do ciclo do epitélio seminifero em ratos experimentais tratados por 30 e 60 dias.

A . Veiculo Hiper Hiper+Mel

Parametros/Grupos Dias (n=8) (n=8) (n=8)

30 34,04+4,83a 32,76x1,33a 38,69+1,42b
SPT | PI/L

60 34,41+9,98a 35,84+3,86a 33,11+2,63a

30 50,33+4,04ab 45,51+4,25a 53,81+6,14b
SPTIP

60 59,18+5,81a 53,10+5,91ab 50,26%4,54b

30 179,02+23,19ab 170,13+9,11a 194,44+14,85b
SPD Ar

60 177,58+24,93a 175,80+21,26a 176,35+29,04a

30 7,75+0,65a 3,45+0,27b 8,16+1,42a
Sertoli

60 7,66+0,98a 4,44+0,83b 5,48+0,66ab

SPT I PI/L: espermatdcitos |, na fase de pré-leptéteno/ leptéteno; SPT | P: espermatdcitos I, na fase de
paquiteno; SPD Ar: espermatides arredondadas. *Médias + desvio padrao. *Médias seguidas por letras
distintas na coluna diferem significativamente entre si. (p<0,05).

Dosagem hormonal

Os resultados referentes as dosagens dos niveis hormonais de testosterona e

prolactina dos ratos com 30 e 60 dias de tratamento estdo descritos na Figura 4.
Com base nos resultados obtidos pb6de-se observar que os grupos Hiper

apresentaram uma reducdo dos niveis de testosterona total quando comparado aos
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grupos veiculo de ambos os periodos de tratamento. Essa reducao foi significativa
apenas no periodo de 60 dias de tratamento. Os animais hiperprolactinémicos que
foram tratados com melatonina (Hiper+Mel) apresentaram um aumento significativo
no periodo de 30 dias, quando comparado aos grupos veiculo e Hiper. Entretanto, no
periodo de 60 dias, ndo foi observado diferenca significativa nos niveis de testosterona
total entre o grupo Hiper+mel e Hiper, sendo apenas menor significativamente, quando
comparado ao grupo veiculo do mesmo periodo de tratamento.

Com relacdo aos resultados da andlise dos niveis de prolactina sérica, foi
identificado que os animais Hiper de ambos os periodos de tratamento apresentaram
um aumento significativo quando comparado aos grupos veiculo. No periodo de 30
dias os niveis de prolactina do grupo Hiper+mel ndo apresentou diferenca estatistica
guando comparado aos demais, entretanto, se mostrou reduzido em comparagcao ao
grupo hiper. J& no periodo de 60 dias, os niveis de prolactina do grupo Hiper+mel
foram maiores significativamente quando comparado ao grupo veiculo, porém, nao
apresentou diferencas com relacdo ao grupo Hiper, entretanto se apresentou mais

reduzido que este ultimo.
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Figura 4. Dosagens hormonais dos ratos wistar experimentais. A) Dosagens dos niveis de testosterona
total dos ratos com 30 e 60 dias de tratamento. B) Dosagens dos niveis de prolactina sérica dos ratos
com 30 e 60 dias de tratamento. Médias seguidas por letras distintas na coluna diferem
significativamente entre si. (p<0,05). ANOVA.

DISCUSSAO

Segundo Turner (2007), os danos que podem causar uma degeneracao

testicular, podem ser induzidos por administracdo exdgena de andrégenos, toxinas,
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trauma testicular, exposicdo ao frio, isquemia, deficiéncias nutricionais, calor,
infeccdes, doencas autoimunes, obstrucdo do fluxo espermatico, cancer e radiacao

ionizante.

As lesbes presentes no parénquima testicular, dos animais tratados com
domperidona (Hiper) revelam a importdncia clinica que a inducdo da
hiperprolactinemia induzida pela domperidona, acarreta em um certo periodo de
tempo. Entretanto, os efeitos benéficos da melatonina no sistema reprodutor
masculino podem ser evidenciados através dos resultados obtidos (grupo Hiper+mel)
no presente estudo. O qual, foi possivel observar caracteristicas protetoras e
regenerativas da MEL com relagdo as estruturas testiculares. Pois a melatonina além
de suas propriedades protetoras, antioxidantes, atua no testiculo através de varios
receptores especificos, regulando a sintese de testosterona (SOARES JR. et al.,
2003; IWASAKI et al., 2005; CIPOLLA-NETO et al., 2014).

Os resultados observados nesse estudo sugerem que a hiperprolactinemia
causou efeitos patologicos degenerativos no testiculo, principalmente nas células
germinativas presentes nos tubulos seminiferos além de descamacédo do epitélio
seminifero, edemas de espermatides alongadas, vacuolizacdo de células de Sertoli.
Esses resultados corroboram com estudos ja realizados por Vilar et al. (2018, 2019),
0 qual enfatiza que a hiperprolactinemia reduz diretamente a esteroidogénese
gonadal, interrompendo a secrecdo pulsétil do hormonio liberador de gonadotrofina,
inibindo a liberacdo dos hormonios luteinizante (LH), foliculo-estimulante (FSH).
Portanto, ja que a domperidona realiza uma func¢éo inibitoria sobre os receptores de
dopamina (D2Rs) localizados na superficie das células lactotréficas, causando a
hiperprolactinemia, os resultados confirmam a hipo6tese inicial, que esse farmaco
causa alteracbes diretas no parénquima das gdénadas masculinas, decorrente da
desregulacédo hormonal que controla o ciclo espermatogénico (OCHOA-AMAYA et al.,
2010; OCHOA-AMAYA et al., 2015; FARMER; MATHEWS; HOVEY, 2019).

Acerca da analise histopatoldgica, foi observado um aumento de células
germinativas em processo de degeneracédo, sugerindo que seja apoptose. Ja se sabe
gue o processo de apoptose ocorre comumente nas células germinativas testiculares,
visto que sédo células em constante processo de divisdo. Assim, a degeneracao celular

parece atuar como um mecanismo regulador para prevenir células germinativas
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anormais se tornem maduras e levem a producéo de espermatozoides defeituosos.
(RUSSEL et al., 1990; TENORIO et al., 2011a).

O aumento exacerbado da quantidade de células em processo degenerativo
gue foi observado com maior intensidade no grupo Hiper tratado por 30 dias, é
justificada pela les@o ocasionada pela hiperprolactinemia induzida por domperidona
nessas ceélulas. Estudos realizados por Katovich et al. (1985), utlizando a
hiperprolactinemia induzida em ratos implantados com células de adenoma
lactotréfico (MtTW15) produziu lesBes patoldgicas na espermatogénese semelhantes
as observadas nesse estudo. De igual forma, Laszczynska et al. (2002) com inducao
de hiperprolactinemia em ratos usando metoclopramida promoveu uma apoptose
especifica de estagio das células germinativas relacionada também a uma diminui¢cao
nos niveis de testosterona.

A melatonina, em contrapartida, tem demonstrado ser eficiente na atenuagao
de células em apoptose, além de apresentar acao protetora muito eficiente nas células
reprodutoras (CHEN et al., 2019; MURATOGLU; DIZAKAR; AKTAN, 2019; REITER et
al., 2013).

O processo de espermiacdo é uma das Ultimas etapas do ciclo
espermatogénico, e essa caracteristica péde ser observada em todos os grupos
experimentais estudados. Porém, o grupo Hiper de 30 dias (Tabela 1) ter apresentado
uma reducao dessa caracteristica, sendo revertido no grupo Hiper+Mel. Para que o
processo de espermiacdo obtenha uma diminuicdo, o processo de divisdo e
diferenciacéo celular de espermatogénias até as espermatides alongadas, precisa ser
danificado em algum ponto. Esse resultado corrobora estudos de Pascual-Mathey et
al. (2015) com o esperado da hiperprolactinemia, a qual desregula fun¢gées hormonais
cruciais para a eficiéncia do processo.

O peso corporal dos animais experimentais ndo apresentou diferencas
significativas. Corroborando com outros estudos utilizando domperidona e até mesmo
outros medicamentos como antidepressivos (fluoxetina), também demonstraram nao
apresentar diferencas entre 0os pesos entre 0s grupos de animais estudados (DA
SILVA JUNIOR et al., 2013; FARMER; MATHEWS; HOVEY, 2019).

O peso bruto e liquido dos testiculos apresentou-se maior no grupo Hiper de
ambos os periodos de tratamento quando comparado ao veiculo e Hiper+Mel. Embora
0 peso corporal dos grupos de animais ndo tenha apresentado diferencas

significativas, pode-se observar a média de peso por animais foi maior nos grupos
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Hiper de ambos periodos. Esse resultado sugere que a domperidona e a melatonina
possa influenciar divergentemente na ingestdo. Estudos realizados por Deir6 et al.
(2004) e Mendes da Silva et al. (2002), com medicamentos antidepressivos como a
fluoxetina e citalopram, por meio de administragédo cutanea, relataram que houve uma
diminui¢cdo no peso corporal dos animais, 0 que consequentemente causa diminui¢cao
do peso testicular. Esses resultados se justificam, tendo em vista que a estudos
anteriores ja mostraram que a serotonina causa uma ac¢ao inibitéria na ingestdo de
alimentos (SIMANSKY, 1996).

A serotonina e a melatonina sado provenientes de um mesmo precursor, o
triptofano. Isso sugere que a melatonina também apresente um efeito parecido com a
serotonina no sistema digestorio, justificando o baixo peso testicular nesses grupos
de animais, além disso, varios estudos com roedores ja evidenciaram que a
melatonina tende a diminuir o peso gonadal (ELLIS, 1972; GUNDUZ; STETSON,
1994; MURATOGLU; DIZAKAR; AKTAN, 2019). J4 a domperidona é um medicamento
procinético que melhora consideravelmente a motricidade gastrointestinal, e
consequentemente a ingestdo e digestdo de alimentos (FARMER; MATHEWS;
HOVEY, 2019; OCHOA-AMAYA et al., 2010, 2015a). Esse fator incide diretamente no
peso corporal dos animais e conseguentemente no peso testicular, o qual corrobora
com os resultados obtidos nesse estudo. Essa justificativa ainda se torna mais
plausivel, ja que ndo houve diferenca significativa quanto ao indice gonadossomatico
em nenhum grupo estudado.

O peso testicular pode incidir em outros parametros analisados em nosso
estudo, como o comprimento total dos tibulos seminiferos. O grupo que apresentou
maior média foi o Hiper, a e menor foi o grupo hiper+mel. Diante do exposto acima,
esses resultados séo diretamente proporcionais ao volume testicular, que por sua vez,
faz referéncia ao peso testicular, e ao peso do animal.

Ao analisar todos os parametros histopatologicos e histomorfométricos do
presente estudo, pdde-se observar que os animais Hiper de ambos os periodos de
tratamento, foram os mais afetados negativamente. O diametro do tubulo seminifero
e a altura do epitélio sdo usados como parametros relevantes para avaliacdo da
atividade da espermatogénese em ensaios experimentais e toxicologicos (FRANCA,
RUSSELL, 1998). De acordo com nossos resultados, ha uma redugdo significativa no
diametro tubular, na altura do epitélio, area tubular nos animais Hiper em comparacéao

com o0s veiculos e os animais hiperprolactinémicos tratados com melatonina
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(Hiper+Mel), indicando um efeito adverso da domperidona na espermatogénese e
uma consequente regeneracdo tecidual decorrente do efeito da melatonina no
tratamento. (ALEEM, CHOUDHARI, PADWAL, BALASINOR, 2005).

O espaco intertubular (Tabela 3) se apresentou maior nos grupos Hiper, com
relacdo aos demais. Esse resultado se baseou na andlise histopatologica e
histomorfométrica do volume dos componentes testiculares. Embora nos animais de
30 dias, o resultado néo tenha se mostrado significativo, fica evidente que o tratamento
em um maior tempo, causou um aumento significativo desse parametro. Esse
resultado é consequéncia dos danos causados nos tubulos seminiferos desses
animais, ocasionando diminuicdo de diametro tubular, altura de epitélio e area tubular.
O que consequentemente resultou no aumento do espaco intertubular desses
animais. Estudos que demonstraram efeitos nocivos no parénquima testicular,
também observaram um aumento do espaco intertubular (TENORIO et al., 2011a,
2011b, 2014b)

A contagem populacional das células germinativas do estagio VII € fundamental
para a compreensdao de efeitos que incidem sobre producdo efetiva de
espermatozoides. O presente estudo observou uma diminuicdo na populagdo dos
espermatocitos no pré-leptéteno/leptéteno e paquiteno, bem como nas espermatides
arredondadas nos animais Hiper tratados por 30 dias. Fato que ndo ocorreu no grupo
60. Ao observar esses parametros obtidos, juntamente com o0s resultados
histopatolégicos e histomorfométricos, como: didmetro tubular, e altura de epitélio, o
resultado sugere que os animais tratados por 30 dias apresentaram um maior dano
testicular quando comparado com grupo de 60 dias, indicando reducéo da atividade
espermatogénica (BRINGEL et al., 2013).

A indiferenca entre os animais Hiper+Mel e o veiculo no resultado de contagem
populacional corrobora com o0 esperado no estudo. Pois, diferente da
hiperprolactinemia que causa danos no testiculo decorrente de uma desregulacdo nos
hormonios reguladores das gdnadas, a melatonina ja tem demonstrado apresentar
eficiente na protecdo gonadal assim como de outros 6rgdos. Pois esse hormdnio
apresenta receptores especificos nas gonadas, atuando diretamente nas células de
Leydig e germinativas, tornando e/ou restaurando o processo de espermatogénese
(SOARES JR. et al., 2003; IWASAKI et al., 2005).

A populacao das células de Sertoli em ratos ja € definida apds o nascimento e

tende a permanecer estavel até a fase adulta (SILVA JUNIOR et al., 2006). Essas
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células somaticas sdo fundamentais para a eficiéncia reprodutiva, pois os indices
relacionados as células de Sertoli refletem a sua eficiéncia funcional e também a
capacidade de producdo de espermatozoide por grama de testiculo (FRANCA;
AVELAR; ALMEIDA, 2005). Estudos realizados por Silva Junior et al. (2008) com
administracao de fluoxetina em ratos jovens, demonstraram reduzir a populacao de
células de Sertoli. Outros estudos em ratos utilizando temperatura elevada, e
tratamento com pentoxifilina (vasodilatador periférico), (QUEIROZ et al., 2013)
divergiram dos resultados observados no presente estudo, pois demonstraram haver
uma certa resisténcia dessa célula, pois a sua populagédo ndo sofreu alteracdo. Fato
gue também ocorreu em estudos feitos por Bringel et al. (2013) utilizando olanzapina.

No presente estudo foi observado uma reducdo na populacdo de células de
Sertoli do grupo Hiper de ambos periodos de tratamento quando comparado aos
demais, sendo significativo no grupo de 30 dias. Através desse resultado sugere-se
gue a hiperprolactinemia induzida por domperidona tende a causar um efeito adverso
nessa ceélula, pois segundo Franca (1995) e Silva junior et al. (2008) qualquer
desequilibrio hormonal ou interferéncia farmacolégica pode modificar a atividade
espermatogénica no adulto. Portanto, o aumento nos niveis de prolactina influenciado
pela hiperprolactinemia induzida pela domperidona, alterou o eixo Hipotalamo-
hipofise, interrompendo a secrecéo pulséatil do horménio liberador de gonadotrofina
(através da reducdo de kisspeptina nos neurbnios arcados hipotalamicos e
periventriculares), inibindo consequentemente a liberacdo dos hormdonios luteinizante,
foliculo estimulante e reduzindo a esteroidogénese gonadal (VILAR et al., 2019).

Foi observado também, que a melatonina reverteu consideravelmente a
reducdo na populacdo de células de Sertoli, principalmente no grupo de 30 dias de
tratamento, ja que os grupos Hiper+mel ndo apresentaram diferencas quanto ao grupo
veiculo. Essa reversdo produzida através da tratamento com melatonina na grande
maioria dos aspectos analisados nesse estudo, sdo baseados principalmente na sua
propriedade antioxidante, muito bem conhecida, o qual atua na limpeza de radicais
livres como: radicais hidroxila (OH-), peroxila (ROO-), superoxidos e a oxidacdo da
cardiolipina nas mitocondrias, estimulando a transcricdo e atividades de enzimas
antioxidantes, ligacdo a metais de transicdao que inibem a formacdo de radical
hidroxila, evitando também o processo de apoptose (CIPOLLA-NETO; DO AMARAL,
2018; RODRIGUEZ et al., 2004).
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Os niveis baixos de testosterona observados corroboram com o esperado, ja
gue a domperidona causando hiperprolactinemia, tende a diminuir a liberacdo de
hormoénios esteroides, como ja citado anteriormente. Entretanto, o tratamento com
melatonina influenciou no aumento os niveis de testosterona em tratamento por 30
dias, porém, nos tratados por 60 dias observou-se uma reducdo comparado aos
demais grupos. Relatos ja tém demonstrado que a melatonina tem uma interacao
direta com as células de Leydig, as quais apresentam receptores para esse hormonio
(ELLIS, 1972; REDINS; REDINS; NOVAES, 2002; TENORIO et al., 2015; YU et al.,
2018).

Estudos evidenciam que a melatonina pode suprimir a esteroidogénese por
meio de sitios de ligacdo especificos, bloqueando a expressdo de proteinas
regulatérias agudas esteroidogénicas (LI; ZHOU, 2015). Além disso, existem
evidéncias que o GnRH pode aumentar as concentrac¢des citosolicas de Ca2+ e ativar
a proteina quinase C, que esta provavelmente associada a producéo de testosterona
(LI; ZHOU, 2015; SOARES JR. et al., 2003; VALENTI et al., 1999). Ja que em estudos
realizados por Valenti et al. (1999) usando um indicador fluorescente de Ca2+
mostraram que a melatonina reduziu a secrecao de testosterona induzida por GnRH,
suprimindo a liberacdo de Ca2+ dependente de GnRH das reservas intracelulares.
Portanto, essa andlise corrobora com os resultados observados nos animais de 60
dias de tratamento. Com base no elevado nivel de testosterona nos animais tratados
com melatonina por um tempo mais curto (30 dias), cabe uma investigacdo mais
aprofundada acerca das vias de regulacéo realizadas pela melatonina na producao e
liberacdo dos horménios andrégenos, sugerindo que o tempo de tratamento tenha
uma influéncia direta na inibicdo ou atenuacao dessa funcéo.

A hiperprolactinemia induzida pela domperidona € confirmada diante do
aumento nos niveis de prolactina dos animais tratados comparados ao veiculo. Além
disso, sabe-se que o aumento induzido pela domperidona nos niveis séricos de
prolactina dura pelo menos 72h, ndo havendo uma tolerancia desenvolvida pelo
sistema dopaminérgico tuberoinfundibular, o qual controla a sintese e liberacdo de
PRL (DONATO; FRAZAO, 2016). Assim, os danos testiculares evidenciados,
provenientes de alteracdes hormonais, estdo diretamente relacionados com a
condicao patologica de Hiperprolactinemia, os quais se apresentaram elevados nos

animais Hiper quando comparado ao veiculo de cada periodo estudado.
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CONCLUSAO

A inducédo a hiperprolactinemia proveniente do tratamento com domperidona
causou danos no parénquima testicular de ratos adultos, principalmente nos animais
tratados em um periodo de tempo mais curto. Além dos danos histopatologicos e
histomorfométricos, a diminui¢cdo da populacédo de células germinativas, assim como
alteracdes nos hormdnios andrégenos, sugere que esse tratamento influencia
negativamente na espermatogénese. Em contrapartida, o tratamento com melatonina
exdégena se mostrou eficiente na reversdo dos danos ocasionados pela
hiperprolactinemia induzida, evidenciando sua propriedade protetora diante dos
orgaos reprodutivos masculinos. Porém, ainda sdo necessérias investigacfes mais
aprofundadas acerca do tema abordado, ainda mais com alteracbes divergentes
pontuais observadas no estudo, afim de estabelecer com maior afinco a relacéo da

domperidona e melatonina com a reproducao.

REFERENCIAS

BOIVIN, J. et al. International estimates of infertility prevalence and treatment-seeking :
potential need and demand for infertility medical care. Human Reproduction, v. 22,
n. 6, p. 1506-1512, 2007.

BRINGEL, S. DE S. et al. Endocrine and testicular changes induced by olanzapine in
adult wistar rats. Journal of Applied Toxicology, v. 33, n. 1, p. 24-31, 2013.

CHEN, Z. et al. Melatonin attenuates palmitic acid-induced mouse granulosa cells
apoptosis via endoplasmic reticulum stress. journal of ovarian Research, p. 1-12,
20109.

CIPOLLA-NETO, J. et al. Melatonin, energy metabolism, and obesity: a review.
Journal of Pineal Research, p. 371-381, 2014.

CIPOLLA-NETO, J.; DO AMARAL, F. G. Melatonin as a Hormone: New Physiological
and Clinical Insights. Endocrine Reviews, p. 990-1028, 2018.

DA SILVA JUNIOR, V. A. et al. Testis evaluation of adult Wistar rats after neonatal
treatment with fluoxetine. Acta Scientiarum - Biological Sciences, v. 35, n. 1, p.
115-122, 2013.

DEIRO, T. C. B. J. et al. Neonatal administration of citalopram delays somatic
maturation in rats. Brazilian Journal of Medical and Biological Research, v. 37, n.



85

10, p. 1503-1509, 2004.

DJERIDANE, Y. et al. Long-term daily melatonin infusion induces a large increase in
N -acetyltransferase activity , hydroxyindole- O -methyltransferase activity , and
melatonin content in the Harderian gland and eye of pinealectomized male Siberian
hamsters ( Phodopus sungoru. Journal of Pineal Research, v. 29, p. 65-73, 2000.

DONATO, J.; FRAZAO, R. Interactions between prolactin and kisspeptin to control
reproduction. Archives of Endocrinology and Metabolism, v. 60, n. 6, p. 587-595,
2016.

ELLIS, L. C. Inhibition of rat testicular androgen synthesis in vitro by melatonin and
serotonin. Endocrinology, v. 90, n. 1, p. 17-28, 1972.

ESTEVES, S. C.; MIYAOKA, R.; AGARWAL, A. An update on the clinical assessment
of the infertile male. Clinics, v. 66, n. 4, p. 691-700, 2011.

FARMER, C.; MATHEWS, A. T.; HOVEY, R. C. Using domperidone to induce and
sustain hyperprolactinemia in late-pregnant gilts. Domestic Animal Endocrinology,
v. 66, p. 14-20, 2019.

FRANCA, L. R.; AVELAR, G. F.; ALMEIDA, F. F. L. Spermatogenesis and sperm
transit through theepididymis in mammals with emphasis on pigs. Theriogenology, v.
63, p. 300-318, 2005.

FRANCA, L.; RUSSELL, L. The testis of domestic mammals. Em: ESPANA, C. C. E.
(Ed.). . Male Reproduction: a Multidisciplinary Overview. [s.l: s.n.]. p. 198-2009.

FRANCA, R. L. Neonatal hypothyroidism: a model system for increasing testis size
and sperm production. Revista Brasileira de Reprodug¢&o Animai, v. 19, p. 141-151,
1995.

GUNDUZ, B.; STETSON, M. H. Effects of photoperiod, pinealectomy, and melatonin
implants on testicular development in juvenile Siberian hamster (Phodopus sungorus).
Biology of Reproduction, v. 51, n. 6, p. 1181-1187, 1994.

IWASAKI, S. et al. Melatonin as a local regulator of human placental function. Journal
of Pineal Research, p. 261-265, 2005.

KATOVICH, M. J. et al. Alterations of Testicular Function Induced by
Hyperprolactinemia in the Rat. Journal of Andrology, v. 6, n. 3, p. 179-189, 1985.

LANOIX, D.; OUELLETTE, R.; VAILLANCOURT, C. Expression of melatoninergic
receptors in human placental choriocarcinoma cell lines. Human Reproduction, v. 21,
n. 8, p. 1981-1989, 2006.



86

LASZCZYNSKA, M. et al. Germ cells with nuclear DNA fragmentation related to
apoptotic cells in rat testis in experimental hyperprolactinemia induced by
metoclopramide. Folia Histochemica et Cytobiologica, v. 40, n. 2, p. 163-164, 2002.

LI, C.; ZHOU, X. Melatonin and male reproduction. Clinica Chimica Acta, v. 446, p.
175-180, 2015.

M. ALEEM, J. CHOUDHARI, V. PADWAL, N. BALASINOR, P. P. & M. K. G.-S.
Hyperprolactinemia affects spermiogenesis in adult male rats. Journal of
Endocrinological Investigation, v. 28, p. 39-48, 2005.

MENDES-DA-SILVA, C. et al. Neonatal treatment with fluoxetine reduces depressive
behavior induced by forced swim in adult rats. Arquivos de Neuro-Psiquiatria, v. 60,
n. 4, p. 928-931, 2002.

MURATOGLU, S.; DIZAKAR, O. S. A.; AKTAN, A. K. The protective role of melatonin
and curcumin in the testis of young and aged rats. Andrologia, n. October 2018, p. 1-
10, 20109.

NETO, F. T. L. et al. Spermatogenesis in humans and its affecting factors. Seminars
in Cell and Developmental Biology, v. 59, p. 10-26, 2016.

NOTTER, D. R.; CHEMINEAU, P. Nocturnal melatonin and prolactin plasma
concentrations in sheep selected for fertility in autumn lambing 1. Journal of Animal
Science, n. 79, p. 2895-2901, 2001.

OCHOA-AMAYA, J. E. et al. Acute and chronic stress and the inflammatory response
in hyperprolactinemic rats. NeurolmmunoModulation, v. 17, n. 6, p. 386—395, 2010.

OCHOA-AMAYA, J. E. et al. Short-term hyperprolactinemia decreases allergic in fl
ammatory response of the lungs. Life Sciences, v. 142, p. 6675, 2015.

PASCUAL-MATHEY, L. I. et al. Effect of the induction of moderate hyperprolactiniemia
on sexual behavior in wistar male rats. Journal of Behavior, Health & Social Issues,
v.7,n.1,p. 9-17, 2015.

PRATA LIMA, M. F.; BARACAT, E. C.; SIMOES, M. J. Effects of melatonin on the
ovarian response to pinealectomy or continuous light in female rats: Similarity with
polycystic ovary syndrome. Brazilian Journal of Medical and Biological Research,
v. 37, n. 7, p. 987-995, 2004.

QUEIROZ, G. C. D. et al. Effect of pentoxifylline on the regeneration of rat testicular
germ cells after heat shock. Animal Reproduction, v. 55, n. 81, p. 45-54, 2013.

REDINS, C. A.; REDINS, G. M.; NOVAES, J. C. The effects of treatment with melatonin
on the ultrastructure of mouse leydig cells: a quantitative study. Brazilian Journal of
Biology, v. 62, n. 3, p. 517-523, 2002.



87

REITER, R. J. et al. Peripheral Reproductive Organ Health and Melatonin: Ready for
Prime Time. International Journal of Molecular Sciences, p. 7231-7272, 2013.

RICHTER, H. G.; HANSELL, A.; RAUT, S. Melatonin improves placental efficiency and
birth weight and increases the placental expression of antioxidant enzymes in
undernourished pregnancy. Journal of Pineal Research, v. 46, p. 357-364, 2009.

RODRIGUEZ, C. et al. Regulation of antioxidant enzymes: a significant role for
melatonin. Journal of Pineal Research, p. 1-9, 2004.

RUSSEL, L. D. et al. Mammalian spermatogenesis. Em: Histological and
Histopathological Evaluation of the Testis. [s.l: s.n.]. p. 1-40.

RUSSELL, L. D.; FRANCA, L. R. Building a testis. Tissue & Cell, v. 27, n. 2, p. 129—-
147, 1995.

SILVA JUNIOR, V. A. et al. Neonatal treatment with naloxone increases the population
of Sertoli cells and sperm production in adult rats. Reproduction Nutrition
Development, v. 46, n. 2, p. 157-166, 2006.

SILVA JUNIOR, V. A. et al. Neonatal administration of fluoxetine decreased final sertoli
cell number in Wistar rats. International Journal of Morphology, v. 26, n. 1, p. 51—
62, 2008.

SIMANSKY, K. J. Serotonergic control of organization of feeding and satiety. v. 73, p.
37-42, 1996.

SOARES JR., J. M. et al. Functional Melatonin Receptors in Rat Ovaries at Various
Stages of the Estrous Cycle. The journal of pharmacology and experimental
therapeutics, v. 306, n. 2, p. 694-702, 2003.

STARC, A. et al. INFERTILITY AND SEXUAL DYSFUNCTIONS: A SYSTEMATIC
LITERATURE REVIEW. Acta Clin Croat, v. 58, n. 3, p. 508-515, 2019.

TENORIO, B. M. et al. Evaluation of testicular degeneration induced by low-frequency
electromagnetic fields. Journal of Applied Toxicology, v. 32, n. 3, p. 210-218,
2011a.

TENORIO, B. M. et al. Testicular development evaluation in rats exposed to 60Hz and
1mT electromagnetic field. Journal of Applied Toxicology, v. 31, n. 3, p. 223-230,
2011b.

TENORIO, B. M. et al. Extremely low-frequency magnetic fields can impair
spermatogenesis recovery after reversible testicular damage induced by heat.
Eletromagnetic biology and medicine, v. 8378, n. 2, p. 139-146, 2014a.



88

TENORIO, B. M. et al. Extremely low-frequency magnetic fields can impair
spermatogenesis recovery after reversible testicular damage induced by heat.
Electromagnetic Biology and Medicine, v. 33, n. 2, p. 139-146, 2014b.

TENORIO, F. DAS C. A. M. et al. Effects of melatonin and prolactin in reproduction:
review of literature. Revista da Associacdo Médica Brasileira, v. 61, n. 3, p. 269-
274, 2015.

TURNER, O. R. M. Pathogenesis, Diagnosis, and Management of Testicular
Degeneration in Stallions. Clinical Techniques in Equine Practice, v. 6, n. 4, p. 278—
284, 2007.

VALENTI, S. et al. A novel mechanism for the melatonin inhibition of testosterone
secretion by rat leydig cells: Reduction of GhnRH-induced increase in cytosolic Ca2+.
Journal of Molecular Endocrinology, v. 23, n. 3, p. 299-306, 1999.

VILAR, L. et al. Controversial issues in the management of hyperprolactinemia and
prolactinomas — An overview by the Neuroendocrinology Department of the Brazilian
Society of Endocrinology and Metabolism. Archives of Endocrinology and
Metabolism, v. 62, n. 2, p. 236—-263, 2018a.

VILAR, L. et al. Controversial issues in the management of hyperprolactinemia and
prolactinomas — An overview by the neuroendocrinology department of the Brazilian
society of endocrinology and metabolism. Archives of Endocrinology and
Metabolism, v. 62, n. 2, p. 236—263, 2018b.

VILAR, L. et al. Pitfalls in the Diagnostic Evaluation of Hyperprolactinemia.
Neuroendocrinology, 2019.

WOO, M. M. M. et al. Direct Action of Melatonin in Human Granulosa-Luteal Cells. The
Journal of Clinical Endocrinology & Metabolism, v. 86, n. 10, p. 4789-4797, 2001.

YU, K. et al. Melatonin Regulates the Synthesis of Steroid Hormones on Male
Reproduction: A Review. Molecules, v. 23, n. 2, p. 447, 2018.



89

4 ARTIGO 2

ANALISE DA DEPRESSAO ALASTRANTE CORTICAL DE RATOS INDUZIDOS A
HIPERPROLACTINEMIA E TRATADOS COM MELATONINA
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RESUMO

A depressdo alastrante cortical (DAC) é um fendmeno eletrofisiolégico utilizado
experimentalmente para analisar a modulacdo direta da atividade elétrica dos
neurdnios corticais, podendo a disseminacao dessa onda, estar associada a varios
fatores patolégicos. A hiperprolactinemia é uma condigdo patoldgica relacionada a
altos niveis plasmaticos de prolactina, a qual, em niveis normais apresenta influéncia
sob funcdes cerebrais. Entretanto, os niveis altos desse horménio podem atuar
distintamente no cortex cerebral. A melatonina € um horménio influente no sistema
nervoso, central e periférico, desempenhando um papel regulador cerebrovascular,
neuroenddcrino, neuroimune e neuroproteror. Objetivou-se analisar a DAC em ratos
induzidos a hiperprolactinemia e tratados com melatonina. Foram utilizados 64 ratos,
os quais foram divididos em dois periodos de tratamento (30 e 60 dias), subidivididos
em 4 grupos cada: Controle, Veiculo, Hiper (ratos induzidos a hiperprolactinemia) e
Hiper+Mel (ratos induzidos a hiperprolactinemia e tratados com melatonina). Apés o
tratamento, os animais foram anestesiados para analise da velocidade de propagacéao
da DAC, que foi calculada com base na distéancia entre os dois eletrodos registradores,
e no tempo gasto pela DAC para percorrer essa distancia. O registro foi realizado nos
dois pontos parietais do hemisfério cerebral direito, por um periodo continuo de 4
horas. Os resultados da ANOVA dos animais tratados por 30 dias demonstraram que
0 grupo controle apresentou uma velocidade média de 3,43 £ 0,11 mm/min e o veiculo
3,10 £ 0,04 mm/min. No grupo Hiper a velocidade média foi de 3,38 + 0,16 mm/min,
enguanto o grupo Hiper+Mel teve uma velocidade de 2,21 + 0,02 mm/min. Quanto aos
animais tratados por 60 dias, o grupo controle obteve uma velocidade de 3,21 = 0,22
mm/min, enquanto o veiculo 3,06 £ 0,17 mm/min. O grupo hiper 4,65 + 0,16 mm/min
e o hiper+mel 2,34 + 0,19 mm/min. Observou-se um aumento significativo do grupo
hiper comparados aos demais, e uma diminui¢ao significativa no grupo hiper+mel com
relacdo aos outros grupos. Conclui-se que a hiperprolactinemia tem efeito direto no
aumento da velocidade da DAC, em contrapartida os efeitos neuroprotetores da

melatonina foram suficientes para estabelecer eficiéncia frente a hiperprolactinemia.

Palavra-chave: neurofisiologia, prolactina, melatonina, cortex
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INTRODUCAO

A depressao alastrante cortical € um fendmeno eletrofisiolégico que
corresponde a uma resposta a estimulos elétricos, quimicos ou mecéanicos, a qual
produz uma “onda” reversivel e propagavel de reducédo (depressao) da atividade
elétrica cerebral (LEAO, 1947). A modulacéo direta da atividade elétrica dos neurdnios
corticais pela onda que se espalha localmente podendo levar a sintomas neurol6gicos

como, por exemplo, a fase da aura da enxaqueca. (LEAO, 1947).

Além disso, varios processos semelhantes a disseminacdo da depressao
alastrante no cértex animal ocorrem em varias condicbes neuropatolégicas em
humanos. Essas condi¢cdes incluem traumatismo craniano, isquemia, enxagueca,
epilepsia, hemorragia e amnésia global transitéria (GORJI, 2001).

A melatonina (MEL) é um horménio produzido principalmente pela glandula
pineal, esse hormonio tém sido bastante estudado, visto que ele apresenta inUmeras
acOes tanto no sistema nervoso central (SNC) quanto em oOrgaos periféricos,
desempenhando um papel importante em uma variedade de funcdes fisioldgicas,
incluindo a regulagdo dos ritmos circadianos associados a atividades visuais,
reprodutivas, cerebrovasculares, neuroenddcrinas, neuroimunes e neuroproterores.
Além de atuar no sistema cardiovascular, metabolismo energético, peso corporeo e
interagir na diabetes (LIMA; CABRAL; CAVALHEIRO, 2006; TENORIO et al., 2015;
CIPOLLA-NETO; DO AMARAL, 2018).

A capacidade antioxidante da MEL é a mais conhecida, estudos demonstraram
gue esse hormdnio atua na limpeza de radicais livres, estimulando a transcricdo e
atividades de enzimas antioxidantes, ligacdo a metais de transicdo que inibem a
formacéo de radial hidroxila (RODRIGUEZ et al., 2004). Aléem disso, essa substancia
protege lipidios, proteinas (participando do sistema ubiquitina-proteassoma) e DNA
de danos oxidativos, sendo encontrado abundantemente nas mitocondrias (JOU et al.,
2002; RODRIGUEZ et al., 2004; CIPOLLA-NETO; DO AMARAL, 2018). Estudos
demonstraram que a MEL tém a capacidade de prevenir o vazamento do citocromo C
e apoptose subsequente (SUOFU et al., 2017).

Além da MEL, a prolactina (PRL) € um hormdnio que apresenta influencia uma
ampla gama de outras funcdes cerebrais. Houveram poucas tentativas de racionalizar

por que um unico hormdnio pode exercer uma gama de fun¢des neuroenddcrinas
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distintas e aparentemente nao relacionadas. (ALEEM, CHOUDHARI, PADWAL,
BALASINOR, 2005). Sabe-se que o0 controle neuroenddcrino da secrecdo de
prolactina é diferente de qualquer outro horménio da hipdfise. E predominantemente
inibida pelo hipotalamo e, na auséncia de um horménio regulador de feedback, atua
diretamente no cérebro para suprimir sua propria secrecao.

Em estudos experimentais, a inducdo e a sustentacdo a hiperprolactinemia é
realizada muitas vezes, por meio de uso de medicamentos, 0s quais podem atuar na
hipéfise, aumentando os niveis plasmaticos da prolactina. A Domperidona é um
medicamento utilizado vulgarmente para distarbios da motilidade gastrointestinal.
Entretanto, essa droga € um importante indutor da hiperprolactinemia, ja que esta
associado a via dopaminérgica, sendo primordialmente um antagonista dos
receptores D2 (OCHOA-AMAYA et al., 2010; OCHOA-AMAYA et al., 2015; FARMER;
MATHEWS; HOVEY, 2019). Esse farmaco causa efeitos em regides do sistema
nervoso central que ndo possuem barreira hematoencefélica, tais como aquelas que
regulam a emese (zona de ativacdo dos quimiorreceptores), temperatura, etc
(POOVATHINGAL; BHAT; POOVATHINGAL, 2013).

Esse medicamento pode causar efeitos adversos no sistema nervoso central
como: tonturas, palpitacdes, sincope e/ou convulsdes, cefaleia e irritabilidade, sendo
mais frequente em pacientes que tomaram doses acima de 30mg/dia
(JANTARASAENGARAM; SREEWAPA, 2012; KNOPPERT et al., 2013; SEWELL et
al., 2017; WAN et al., 2008). InsOnia e ansiedade foram observados em paciente com
uso de 80mg/dia (PAPASTERGIOU et al., 2013). Insbnia severa, ansiedade severa,
problemas cognitivos graves, rigores, agitacdo psicomotora severa, ataques de panico
e até depressdo também foram observadas pos utilizacdo de doses altas de
domperidona (SEEMAN, 2015; DOYLE; GROSSMAN, 2018).

Ja se tem elucidado, o conhecimento que o disparo de neurdnios da dopamina
estdo sob o a regulagao cortical (GARIANO; GROVES, 1988; MURASE et al., 1993).
O blogueio desse neurotransmissor promove aumento dos niveis plasmaticos de
prolactina, levando o individuo ao estado patoldgico da hiperprolactinemia. Portanto,
a analise da depressao alastrante cortical pode evidenciar possiveis alteracées da
atividade neuronal decorrente desse quadro patologico.

Relatos bibliograficos acerca da andlise da depresséo alastrante cortical em
animais hiperprolactinémicos ainda s&o escassos na literatura. Visando trazer

informacdes importantes acerca das causas desse quadro patolégico no sistema
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nervoso, como também compreender os efeitos da melatonina utlizada para
tratamento desses animais, 0 objetivo deste trabalho foi analisar a DAC em ratos

induzidos a hiperprolactinemia e tratados com melatonina exogena.

MATERIAIS E METODOS

Animais Experimentais

O presente projeto foi submetido ao comité de ética do uso de animais da
Universidade Federal de Pernambuco sob numero n°. 23076/011943/2018-17. Foram
utilizados 64 ratos machos albinos da linhagem Wistar (Rattus norvegicus albinus),
procedentes do Biotério do Centro Académico de Vitoria, da Universidade Federal de
Pernambuco. Esses animais foram mantidos no Biotério de experimentacdo dentro
de gaiolas individuais de polipropileno, armazenadas em salas sob condigOes
padronizadas de laboratério luminosidade de 60 luz e ciclo circadiano de 12 horas em
periodo claro e 12 horas em periodo escuro, temperatura (22°C +1°C), umidade
relativa do ar (45% 5%) e sistema de exaustdo com renovacao de ar. Todos 0s
animais foram alimentados com agua e racédo padréo do biotério (Labina, Presence®,
ad libitum).

Os animais foram divididos, ao acaso, em dois grupos de periodo de
tratamento (30 e 60 dias). Cada grupo de periodo de tratamento foi subdividido em 4

categorias, constituido por 8 animais cada, a saber:

Animais tratados por 30 e 60 dias:

Grupo Controle — Ratos sem nenhum tratamento;
Grupo Veiculo — Ratos com tratamento placebo;
Grupo Hiper — Ratos induzidos a hiperprlactinemia;

Grupo Hiper+Mel - Ratos induzidos a hiperprlactinemia e tratados com melatonina;

Inducéo a Hiperprolactinemia

A inducdo a hiperprolactinemia foi obtida com a injecdo subcutanea diaria de
domperidona (DOMP) na dose de 4mg/kg de peso corporal. A DOMP foi dissolvida
em 1mL de solucéo salina (NaCl 0,9%). Os animais do grupo veiculo e Hiper+mel

receberam apenas solucao salina.
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Tratamento com Melatonina

O tratamento com melatonina (Sigma, St. Louis, MO, USA) foi realizado de
acordo com a metodologia proposta por (PRATA LIMA; BARACAT; SIMOES, 2004).
Foi administrada na dose de 200 ug de melatonina por 100g de peso corporal do
animal por meio de inje¢bes por via subcutanea durante os dias experimentais. A
melatonina foi dissolvida em um volume de etanol (0,02 mL) e diluida em solucéo
salina (NaCl a 0,9%). Os animais do grupo veiculo e Hiper receberam,

respectivamente, solucao NaCl 0,9% e 0,02 mL de etanol.

Registro da Depresséao Alastrante Cortical (DAC)

Ao completares 30 e 60 dias, os animais foram anestesiados com uma solucéo
de uretana a 10% e cloralose a 0,4%, na dose de 10 ml/Kg de peso corporal (1g/kg
de uretana + 40 mg/kg de cloralose) via intraperitoneal. Foram trepanados trés orificios
no lado direito do cranio, sendo um frontal (2-3 mm de diametro) para aplicacdo do
estimulo que deflagrou a DAC, e dois parietais (3-4 mm de didametro) para colocacao
dos dois eletrodos registradores. Os orificios foram alinhados paralelamente a linha
médiana.

O registro foi feito nos dois pontos parietais do hemisfério cerebral direito, por
um periodo continuo de 4 horas, em um sistema digitalizador (EMG Systems) que
permitiu visualizar e armazenar os dados em computador. O fendmeno foi deflagrado
a cada 20 minutos por estimulagao quimica na regido frontal, sendo utilizado uma bola
de algodéo (1-2 mm de diametro) embebida em solugéo de cloreto de potassio (KCI)
a 2% (2 g de KCI dissolvidos em 100 ml de agua destilada; aproximadamente 270
mM), aplicada durante 1 minuto sobre a dura-mater intacta. Durante o registro, a
temperatura retal do animal foi mantida estavel (37°C + 1°C) por meio de um
aquecedor elétrico. A velocidade de propagacao da DAC foi calculada com base na
distancia entre os dois eletrodos registradores, e no tempo gasto pela DAC para
percorrer essa distancia. A figura 1 demonstra o esquema do registro eletrofisiologico
da DAC.
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Figura 1. Esquema do registro eletrofisiolégico da DAC. Em “A”, desenho do cranio de um rato com a
identificagdo dos trés orificios necessarios ao experimento. O orificio “KCI” corresponde ao local de
estimulacdo (na regiao frontal); os pontos “1” e “2” correspondem aos dois pontos de registro da DAC
na regido parietal. Os eletrodos registradores colocados nos pontos 1 e 2 mediam as varia¢des lentas
de voltagem (VLV) da DAC, em relagdo a um eletrodo de referéncia comum (R), colocado nos 0ssos
nasais. Em “B”, um tragado de registro (VLV) da DAC, em que a barra horizontal representa o tempo
de 1 minuto (referente a presenca do estimulo, KCl a 2%) e “P1” e “P2” correspondem ao registro da
VLV nos pontos “1” e “2” respectivamente. A barra vertical corresponde a -10mV. (GUEDES, 2011b)

RESULTADOS

O estimulo realizado provocou uma onda de despolarizacdo que se espalhou
por todo o cortex. Primeiro ele apareceu na area mais proxima do local da aplicacéo
(eletrodo 1). Posteriormente, o potencial sob o0 segundo eletrodo também foi registrado
pelo eletrodo 2. Ao medir o tempo entre 0 aparecimento da onda de despolarizagcéo
nos eletrodos 1 e 2, a velocidade do processo foi determinada como a velocidade de
propagacao da DAC.

Os resultados da ANOVA dos animais tratados por 30 dias (Figura 2)
demonstraram haver um aumento significativo na velocidade média da DAC no grupo
Hiper (3,38 + 0,16 mm/min), quando comparado ao grupo Veiculo (3,10 = 0,04
mm/min) e Hiper+mel (2,21 + 0,02 mm/min). Este ultimo, apresentou a menor
velocidade média, sendo essa, uma diferenca significativa quando comparado aos
demais grupos desse periodo de tratamento. N&o foi observado uma diferenca
significativa entre o grupo Hiper e o Controle (3,43 £ 0,11 mm/min) (Figura 2).

Com base na analise dos resultados dos animais tratados por 60 dias (Figura
2), foi observado que o grupo Hiper (4,65 + 0,16 mm/min) apresentou maior velocidade
média da DAC quando comparado aos demais grupos do mesmo periodo de
tratamento. Resultado que se apresentou significativo quando comparado aos grupos
Controle (3,21 + 0,22 mm/min), Veiculo (3,06 £ 0,17 mm/min) e principalmente o grupo
Hiper+mel (2,34 + 0,19 mm/min). Este dltimo foi o grupo que apresentou

significativamente, a menor velocidade média da DAC quando comparados aos
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demais grupos do periodo de tratamento. N&o foi observado diferencas significativas

entre a velocidade média da DAC dos grupos controle e veiculos (Figura 2).

6 = 30 dias 60 dias

Velocidade mm/min

S H EE .

Figura 2: Velocidade (mm/min) de propagacédo da depressao alastrante cortical (DAC) nos grupos de
ratos experimentais tratados por 30 e 60 dias.

DISCUSSAO

Nesse estudo, foi demonstrado pela primeira vez que a hiperprolactinemia
induzida pelo farmaco domperidona, em ratos machos adultos, tratados por 30 e 60
dias, claramente acelera a propagacéo do fendbmeno da DAC, e a coadministragéo de
melatonina, causou um efeito reverso, diminuindo essa velocidade de propagacéo.

Os efeitos da domperidona resultam da supressao da liberacéo de acetilcolina
dos neurdnios motores mioentéricos, antagonizando o efeito inibitério da dopamina
sobre esses neurdnios. E como esta envolvido na via dopaminérgica, € um importante
indutor da hiperprolactinemia. (FARMER; MATHEWS; HOVEY, 2019; OCHOA-
AMAYA et al., 2010, 2015a; POOVATHINGAL; BHAT; POOVATHINGAL, 2013).

Entretanto, essa droga ndo atravessa facilmente a barreira hematoencefélica,
contudo, tém demonstrado causar efeitos no sistema nervoso central que também
apresentam a barreira hematoencefalica. Sintomas como: tonturas, palpitacdes,
sincope e/ou convulsbes em paciente cardiopata (JANTARASAENGARAM;
SREEWAPA, 2012; KNOPPERT et al., 2013; SEWELL et al., 2017; WAN et al., 2008),
insbnia e ansiedade (PAPASTERGIOU et al., 2013), problemas cognitivos graves e
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até depressao (SEEMAN, 2015), rigores, agitacdes psicomotora severa e ataques de
panico (DOYLE; GROSSMAN, 2018).

Segundo Montalvo et al. (2018) o aumento dos niveis de prolactina esta
diretamente relacionado a diminuicdo nos scores cognitivos. Esse mesmo estudo
ainda mostrou que a velocidade de processamento, a memoéria de trabalho, o
aprendizado visual e o desempenho do raciocinio melhoraram ap6s uma diminui¢cao
dos niveis de prolactina em pacientes com prolactinomas ap0s o tratamento com
cabergolina.

Relatos acerca da hiperprolactinemia induzida pela domperidona e os seus
efeitos na propagacdo da DAC, ainda sdo desconhecidos. Entretanto, os resultados
observados no presente estudo sugerem que a hipotese mais plausivel da relacao da
hiperprolactinemia com o aumento na velocidade da DAC é o estresse oxidativo
causado pela condicdo patoldgica. Segundo Sobrinho (1993), em mamiferos, a
prolactina esta associada com a resposta imune, diminuicdo da temperatura corporea
e aumento da secrecdo de glicocorticoides, como a corticosterona. Sabe-se que os
glicocorticoides estéo relacionados a respostas ao estresse. E evidéncias sugerem
gue o tratamento com glicocorticoides aumenta a producdo de espécies reativas de
oxigénio (ERO) em cultura de hipocampo e coértex cerebral (MCINTOSH; SAPOLSKY,
1996), e diminui a atividade de enzimas antioxidantes cerebrais (MCINTOSH; HONG;
SAPOLSKY, 1998). Fator que justifica o0 aumento da velocidade da DAC decorrente
de uma possivel acdo pro-oxidante da hiperprolactinemia, corroborando e justificando
os resultados observados.

Vale salientar que nesse estudo foi observado que as animais Hiper tratados
por 60 dias (4,65 £ 0,16 mm/min), apresentaram uma maior velocidade de propagacao
da DAC quando comparado ao mesmo grupo tratado por 30 dias (3,38 = 0,16
mm/min). Segundo Guedes, Amorim e Teoddésio (1996) o envelhecimento tende a
dificultar a velocidade de propagacédo do fenébmeno. No caso desse estudo, observou-
se o contrario. Esse resultado justifica ainda mais que o aumento foi ocasionado nao
pela diferenca de idade, mas sim, pelos efeitos que a hiperprolactinemia induzida pela
domperidona causou no cortex cerebral dos animais.

Diante do resultado observado na andlise da DAC nos animais
hiperprolactinémicos tratados com melatonina, observou-se o esperado, uma redugéo
da velocidade de propagacdo da DAC, pois a melatonina apresenta propriedades

antioxidantes, dentre as quais, causa efeito protetor tanto no sistema nervoso, quanto
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em varios outros sistemas do corpo (CARLONI et al., 2016; MARKUS et al., 2003,
SLOMINSKI AT, KLESZCZYNSKI K, SEMAK |, JANJETOVIC Z, ZMIJEWSKI MA, KIM
TK, SLOMINSKI RM, REITER RJ, 2013; SLOMINSKI et al., 2013).

A melatonina apresenta uma relacdo direta com a serotonina, ja que ambos
sao provenientes do triptofano (YU et al., 2017). Estudos realizados por Guedes et al.,
(2017) evidenciaram a importancia da serotonina na propagacao do fenbmeno da
DAC, tendo em vista que esse neuromodulador diminuiu a velocidade média desse
fendbmeno. Os estudos farmacol6gicos formaram as primeiras evidéncias de que a
atividade serotoninérgica pode alterar a propagacao da DAC. Tratamentos utilizando
ferfluramina (CABRAL-FILHO; TRINDADE-FILHO; GUEDES, 1995), fluoxetina
(GUEDES et al., 2002) causaram diminui¢cao na velocidade da DAC. Outros estudos
em ratos adultos e juvenis com antidepressivos (Citalopram) também demonstraram
uma propagacdo mais lenta da DAC, sugerindo que o efeito ndo esté relacionado
significativamente pela idade (GUEDES et al., 2002, 2017). Em contrapartida, o
aumento da propagacdo da DAC foi observado em varios estudos com animais
submetidos a uma dieta com baixo teor de triptofano durante o periodo de
amamentacao e idade adulta (FERNSTROM, 2013; SANCHEZ et al., 2015).

Diante da proximidade entre melatonina e serotonina, e da atuagdo do
precursor em comum (triptofano) desses dois neuromoduladores, as evidéncias
observadas nesse estudo, levam a considerar que a atuagcédo da melatonina exogena
tende a causar os efeitos observados nos estudos de atividade serotoninérgica e do
triptofano. Essa sugestdo se torna ainda mais valida diante da enorme atividade
profilatica da melatonina ja descrita na literatura. Pois, sua propriedade antioxidante
muito bem conhecida, atua na limpeza de radicais livres, estimulando a transcricao e
atividades de enzimas antioxidantes, ligagdo a metais de transicdo que inibem a
formacéo de radial hidroxila (RODRIGUEZ et al., 2004). Alem disso, essa substancia
protege lipidios, proteinas (participando do sistema ubiquitina-proteassoma) e DNA
de danos oxidativos, protegendo também o DNA mitocondrial contra mutacdes e
delacdes (JOU et al., 2002; RODRIGUEZ et al., 2004; CIPOLLA-NETO; DO AMARAL,
2018).

Estudos demonstraram que a melatonina € secretada nas mitocondrias do
cérebro de camundongos e age através de um receptor de melatonina da membrana
externa mitocondrial 1 (MT1), com capacidade de prevenir o vazamento do citocromo
C e apoptose subsequente (SUOFU et al., 2017).



99

E evidente que a atuacdo da domperidona e melatonina nas condicdes
experimentais realizadas no cortex cerebral, se apresentaram de forma antagonica,
porém é necessaria uma investigacdo mais aprofundada acerca dos mecanismos

centrais e da interacdo concomitante dessas substancias no sistema nervoso.

CONCLUSAO

A inducdo a hiperprolactinemia proveniente do tratamento com domperidona
causou um aumento significativo na velocidade da propagacédo da DAC, caracteristica
evidenciada pela capacidade que a condicao patoldgica tem de aumentar a sintese
de corticosteroides, o que promove diminuicdo de atividade antioxidante no sistema
nervoso. Em contrapartida, o tratamento com melatonina exégena se mostrou
eficiente na reversao, diminuendo significativamente a velocidade da propagacéo da
DAC, comprovado pela sua propriedade antioxidante e neuroprotetora. Entretanto,
ainda ha a necessidade de um aprofundamento acerca dos mecanismos de atuacao
da domperidona e consequente hiperprolactinemia, assim como da melatonina na

conducéao elétrica no cortex cerebral.
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RESUMO

Atualmente problemas como a subfertilidade e a infertilidade tem afetado casais em cerca de
50% e 16,7%, respectivamente. Desses, a maior parte esta associado a infertilidade masculina,
0 qual abrange cerca de 8% dos homens. Objetivou-se realizar uma reviséo bibliografica sobre
a influéncia da domperidona na reprodugdo masculina. Para o estudo buscou-se referenciais
relacionados ao tema abordado nas bases de dados do Google Académico, Pubmed, Scielo,
Lilacs e Bireme, sendo selecionados trabalhos no periodo de 1996 a 2020. A domperidona é
um medicamento procinético bloqueador da dopamina D2 comumente utilizado para tratar
distdrbios da motilidade gastrointestinal. Estudos mostraram que esse medicamento pode
causar disfungdes na reproducdo masculina, pois seu uso causa aumento excessivo nos niveis
de prolactina (PRL), observado em 50% dos casos. A PRL modula os receptores FSH e LH nas
células de Sertoli e Leydig, e estd envolvido na meiose de células germinativas, regulando
varias funcdes dos testiculos. O aumento nos niveis de PRL interrompe a secrecdo pulsatil do
hormdnio liberador de gonadotrofina, inibe a liberacdo de LH, FSH, e reduz diretamente a
esteroidogénese gonadal, causando efeitos expressivos na espermatogénese, assim como afeitos
clinicos como hipogonadismo hipogonadotréfico adquirido e até infertilidade. Diante do
exposto, pode-se considerar que a domperidona € um possivel indutor a disfungdes reprodutivas
no homem, devido ao seu potencial de causar desregulagdo no horménio que regula as génadas
masculinas.

Palavras-chave: Domperidona; Hiperprolactinemia; Testiculo; Infertilidade;

ABSTRACT

Currently, problems such as subfertility and infertility have affected couples by about 50% and
16.7%, respectively. Of these, most are associated with male infertility, which covers about 8%
of men. The objective was to carry out a literature review on the influence of domperidone on
male reproduction. For the study, references were sought related to the topic addressed in the
Google Scholar databases, Pubmed, Scielo, Lilacs and Bireme, with papers selected from 1996
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to 2020. Domperidone is a prokinetic dopamine D2 blocker drug commonly used for treat
gastrointestinal motility disorders. Studies have shown that this drug can cause dysfunctions in
male reproduction, as its use causes an excessive increase in prolactin (PRL) levels, observed
in 50% of cases. PRL modulates the FSH and LH receptors in Sértoli and Leydig cells, and is
involved in germ cell meiosis, regulating various functions of the testicles. The increase in PRL
levels interrupts the pulsatile secretion of gonadotropin-releasing hormone, inhibits the release
of LH, FSH, and directly reduces gonadal steroidogenesis, causing significant effects on
spermatogenesis, as well as clinical effects such as acquired hypogonadotrophic hypogonadism
and even infertility. Given the above, it can be considered that domperidone is a possible
inducer of reproductive dysfunctions in men, due to its potential to cause deregulation in the

hormone that regulates male gonads.

Keywords: Domperidone; Hyperprolactinemia; Testicles; Infertility

INTRODUCAO

Atualmente, as taxas globais de
fertilidade tém caido em decorréncia a
varios fatores. As estimativas globais
indicam que entre 48,5 a 74,2 milhdes de
casais sofrem com infertilidade (LOTTI,
MAGGI, 2018; STARC et al.,, 2019).
Estudos populacionais sugerem que a
infertilidade afeta entre 9,3% e 16,7% dos
casais provenientes em paises em
desenvolvimento e paises desenvolvidos,
respectivamente (BOIVIN et al., 2007;
LOTTI; MAGGI, 2018; STARC et al.,
2019). Grande parte dos problemas
relacionados a fertilidade em casais com
idade  reprodutiva sdo  geralmente
acometidos por problemas de infertilidade
masculina.

Dados indicam que a subfertilidade
masculina  desempenha  um  papel
contributivo em até 50% dos casos.
Segundo Lotti e Maggi (2018) até 12% dos
homens sdo afetados pela infertilidade e o

problema de azoospermia (n&o producéo de

espermatozoide) apresenta 0S maiores
indices de distarbios gerais de saude,
associados a um aumento da prevaléncia de
disfuncéo sexual (LOTTI; MAGGI, 2018).
Do percentual de homens inférteis, 10%
deles apresentavam fatores de fertilidade
associados a danos testiculares reversiveis,
como problemas de producdo de
espermatozoide, afetando potencialmente a
fertilidade  (ESTEVES; MIYAOKA;
ASHOK, 2011; TENORIO et al., 2014;
STARC et al., 2019).

Nos mamiferos as gbnadas sexuais
masculinas sdo chamadas de testiculos e
constituem um 6rgdo par, € componentes
vitais a sua reproducéo e por consequéncia
a perpetuacao destes espécimes. As fungdes
desse 6rgdo sao controladas por hormonios
sintetizados no proprio 6rgdo ou em outras
glandulas. Problemas no controle hormonal
dos testiculos podem causar danos
morfoldégicos ao 6rgdo, promovendo
problemas na espermatogénese (formacéo

dos espermatozoide) afetando



potencialmente a fertilidade (TENORIO et
al., 2014; STARC et al., 2019).

A domperidona € um medicamento
procinetico antagonista da dopamina muito
utilizado para disturbios da motilidade
gastrointestinal no tratamento sintomatico
de nauseas e vomitos (RHEW; HAN; OH,
2019). Varios estudos tém evidenciado que
esse medicamento tem demonstrado
influenciar também na regulacdo gonadal,
alterando niveis hormonais importantes na
manutencéo e controle da espermatogénese.
Estudos mostram que a domperidona tém a
capacidade de promover o aumento da
producdo de prolactina, causando a
hiperprolactinemia em mais de 50% dos
casos (VILAR et al.,, 2019). Com base
nisso, esse trabalho teve como objetivo
realizar uma revisdo da literatura acerca da
influéncia da domperidona na reproducéo

masculina.

METODOLOGIA

Utilizou-se como metodologia a revisdo
bibliografica que consiste na procura de
materiais com referencial tedrico para
andlise do tema sobre a influéncia do
medicamento domperidona na reproducédo
masculina. O levantamento bibliografico
foi realizado nas bases de dados do Google
Académico, Pubmed, Scielo, Lilacs e
Bireme. Foram selecionados trabalhos no
periodo de 1996 a 2020. Tendo a finalidade
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de realizar as contribuicGes cientificas ao

assunto abordado.

Importéncia das gonadas masculinas na
reproducao

Os testiculos sdo ¢6rgdos pares,
protegidos por um tecido ténue, chamado de
escroto, o qual é responsavel por manter a
temperatura ideal para a produgdo de
espermatozoides  viaveis (SCANLON;
SANDERS, 2007). Histologicamente, o0s
testiculos estdo revestidos por um tecido
conjuntivo denso, a tunica albuginea. O
parénquima testicular apresenta  dois
compartimentos: 0 compartimento
intertubular, que é constituido por células
de Leydig, células do tecido conjuntivo e
alguns vasos sanguineos e linfaticos, e o
compartimento tubular, constituido pelos
tubulos seminiferos, que apresenta todas as
células da linhagem espermatogénica
(espermatogonias, espermatacitos,
espermatides e espermatozoides) e as
células de Sertoli (QUEIROZ et al., 2013).

O espermatozoide é a estrutura celular
da reprodugdo nos machos. Essa célula se
desenvolve a partir de células tronco
testiculares através da proliferacdo e
diferenciacéo celular, processo chamado de
espermatogénese  (SCHULZ; MIURA,
2002). As células germinativas masculinas
iniciam o seu desenvolvimento a partir de
um reservatorio renovavel de células tronco

no interior dos tdbulos seminiferos dos



testiculos, desde a puberdade até a vida
senil (HOLSTEIN; SCHULZE;
DAVIDOFF, 2003a; NETO et al., 2016).
Todo o0 processo  espermatogénico
normalmente requer aproximadamente um
tempo médio de 42 a 76 dias. E a estimativa
diaria de espermatozoide varia de 150 a 275
milhdes (NETO et al., 2016). Esse processo
é complexo e depende do codigo genético
das células germinativas, de uma rede de
comunicacdo com as células somaticas do
testiculo e de uma complexa e interligada
rede de interacdo enddcrina, paracrina e
autocrina (NETO et al., 2016; ROSER,
2008; VERHOEVEN et al., 2007b).

A espermatogénese dos mamiferos
depende da atuacdo de véarios peptideos e
hormdnios esteroides, necessarios para 0
desenvolvimento e funcionamento das
células germinativas e somaticas do
testiculo. O hipotalamo regula a liberacao
do hormoénio liberador de gonadotrofina
(GnRH), este age na hipofise regulando o
hormonio luteinizante (LH) e o hormdnio
foliculo estimulante (FSH). O LH se liga
aos receptores nas ceélulas de Leydig
estimulando a produgdo de andrégenos e
estrdgenos, engquanto que o FSH se liga as
células de Sertoli para estimular
qualitativamente a espermatogénese e
modular a produgdo de estrogenos, inibina
e activina (HOLDCRAFT; BRAUN, 2004;

NETO et al., 2016; ROSER, 2008).
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O LH (via testosterona) e o FSH séo
0s principais hormoénios que regulam a
espermatogénese (VERHOEVEN et al.,
2007b). O LH é modulado pela agdo da
testosterona no hipotdlamo (inibindo o
GnRH) e hipofise (inibindo o LH). A
modulacdo do FSH é realizada pela inibina
(que atua inibindo) e activina (que atua
estimulando) na hipéfise (HOLDCRAFT,;
BRAUN, 2004; ROSER, 2008). Nos
machos, a expressdo dos receptores para
FSH é limitada as células de Sertoli e os
receptores para LH s&o encontrados
principalmente nas células de Leydig,
apesar de também serem observados em
células germinativas (HOLDCRAFT,;
BRAUN, 2004).

Utilizacdo geral da domperidona

A domperidona & um medicamento
utilizado vulgarmente para distdrbios da
motilidade gastrointestinal como:
Sindromes  dispépticas  frequentemente
associadas a um retardo de esvaziamento
gastrico, refluxo  gastroesofagico e
esofagite, e para a prevengédo de sintomas
gastrointestinais associados ao tratamento
dopaminérgico da doenca de Parkinson
utilizando  principalmente L-dopa e
bromocriptina (LA TORRE; FALORNI,
2007). Esse medicamento tem varios efeitos
inibitorios sobre a motilidade, incluindo
reducdo do esfincter esofagico inferior e

pressdes intragastricas. Esses efeitos



resultam da supressdo da liberagdo de

acetilcolina  dos  neurbnios  motores
mioentéricos, antagonizando o efeito
inibitorio da dopamina sobre esses
neurbnios (POOVATHINGAL; BHAT,;
RAMAMOORTHI, 2013).

Essa droga tém um tempo de meia vida
em torno de 7-12h, sendo primordialmente
um antagonista dos receptores D2, n&o
apresentando envolvimento importante de
outros receptores. Além disso, nao
atravessa facilmente a barreira
hematoencefalica para causar efeitos
colaterais piramidais extras, contudo,
exerce efeitos nas partes do sistema nervoso
central que ndo possuem essa barreira, tais
como aquelas que regulam a emese (zona de
ativacéo dos quimiorreceptores),
temperatura, etc. (POOVATHINGAL,;
BHAT; RAMAMOORTHI, 2013)
Relacoes fisiopatologicas da
domperidona na reproducéo masculina

Estudos atuais tém evidenciado alguns
cuidados acerca do uso da domperidona,
pois esses relatos mostraram que este
medicamento € um importante indutor da
hiperprolactinemia, ja que esta associado a
via dopaminérgica, atuando sobre a
glandula hipdéfise, aumentando os niveis de
prolactina, sendo  utilizado  como
medicamento no modelo experimental de
inducao e sustentacao da

hiperprolactinemia em algumas espécies de
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animais (OCHOA-AMAYA et al., 2010,
2015; FARMER; MATHEWS; HOVEY,
2019). E em alguns estudos realizados em
pacientes em tratamento contra desordens
gastrointestinais, observando que apenas
1% apresentam sintomas provenientes da
hiperprolactinemia como: galactorreia,
ginecomastia e irregularidades menstruais.
Entretanto, estudos mostraram que o uso de
domperidona 10mg com administracéo
intravenosa induziu um aumento agudo na
concentracdo de PRL em mais de 50% de
pacientes saudaveis, em um tempo de 15
min apdés a utilizacio (LA TORRE;
FALORNI, 2007; VILAR et al., 2019).
Outro estudo também evidenciou uma
indice de hiperprolactinemia em 50% de
pacientes tratados com medicamentos
procinético que sdo bloqueadores dos
receptores da dopamina D2 (MOLITCH,
2008).

Geralmente a alteragdo dos niveis de
prolactina induzidos pelo uso de drogas €
leve (25 — 100 ng/ml), entretanto ha muita
variagdo dependendo do medicamento.
Podendo variar de 28 a 380 ng/ml, como no
estudo feito com 1234 pacientes. 64% dos
pacientes apresentaram aumento nos niveis
de prolactina <100 ng/mL e 5% niveis >250
ng/mL (VILAR et al., 2008). Os niveis mais
altos de hiperprolactinemia  foram
ocasionados pelo uso de antipsicoticos
classicos e risperidona. Em estudos feitos

com uma paciente que fez tratamento com



domperidona por 3 meses, observou-se
niveis muito altos, entre (720 e 712 ng/mL),
decorrente  de um  microadenoma
hipofisario ndo funcional. O qual apds a
descontinuacdo do medicamento, 0s niveis
cairam para a faixa normal (VILAR,;
VILAR, 2018). Esse estudo concluiu que a
domperidona deve ser incluida na lista de
medicamentos que podem estar associados
a niveis muito altos de PRL.

As acles da Prolactina (PRL) nas
gbnadas masculinas ainda sdo pouco
conhecidas, ultimamente varios estudos
realizados em animais e humanos tem
mostrado que a PRL modula positivamente
varios aspectos da funcéo testicular, o qual
sugere um importante fator na fisiologia do
aparelho reprodutor masculino (RAUT et
al., 2019). Pesquisas iniciais em gbnadas
masculinas evidenciaram que a PRL
modula os receptores FSH e LH nas células
de Sertoli e Leydig, e esta envolvido na
meiose de células germinativas, regulando
varias fungdes dos testiculos, porém ndo
havia clareza se a PRL era secretada,
produzida ou apenas armazenada nos
testiculos (GUILLAUMOT; TABONE;
BENAHMED, 1996). Em outros estudos
mais atuais com camundongos pré-puberes
e adultos, observou-se que havia transcricao
da PRL nas células de Leydig,
espermatogbnia,  espermatozoides  de
paquiteno e preleptoteno (ISHIDA et al.,
2010).
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A condicdo de hiperprolactinemia,
causa uma diminuicdo na producdo de
kisspeptina no nivel hipotalamico e
interrompe a secrecdo pulsatil do hormonio
liberador de gonadotrofina, inibindo
consequentemente a  liberagdo  dos

hormonios luteinizante, foliculo-
estimulante, e reduz diretamente a
esteroidogénese gonadal. Isso resulta em
efeitos marcantes na espermatogénese,
variando da alteracdo na qualidade dos
espermatozoides até a parada
espermatogénica completa (BRASIL, 2015;
TSUTSUMI; WEBSTER, 2009; VILAR et
al., 2019). Além disso, a hiperprolactinemia
favorece ao aparecimento de implicacGes
clinicas de grande relevancia, como
hipogonadismo
adquirido (VILAR et al.,, 2018a, 2019),
estando presente em 1,5% de pacientes com
disfuncéo erétil (GLEZER; BRONSTEIN,
2012; VILAR et al., 2019).

Nos homens, a hiperprolactinemia

hipogonadotréfico

além de causar disturbios sexuais e até
infertilidade, pode também  causar
ginecomastia, apresentando casos raros de
galactorreia. A diminuicdo do libido sexual
também é um fator comum a essa condicdo
(RIZZO et al., 2020).

Estudos ja mostraram que
hiperprolactinemia tém sido associada a
varios efeitos de antifertilidade tanto em
ratos como humanos, dentre eles:

anormalidades estruturais nos



espermatozoides, alteracbes testiculares
como  desorganizacdo do  epitelio
seminifero,  esfoliagdo  de  células
germinativas, aumento da espessura da
parede tubular, conteudo lipidico anormal
das células leydig, distorcdo estrutural das
juncbes comunicantes das células sertoli-
germinativas e degeneracao citoplasmaética
das células de Sertoli apicais, além de
aumento da porcentagem de tabulos
contorcidos com  espermatogbnia e
espermatdécitos apoptéticos (M. ALEEM, J.
CHOUDHARI, V. PADWAL, N.
BALASINOR, 2005; VILAR et al., 2018a,

2019).

CONSIDERACOES FINAIS

Os  testiculos como  drgdos
masculinos  fundamentais para a
perpetuacdo das espécies, é controlado de
vérias maneiras por hormonios produzidos
intrinseca e extrinsecamente. Qualquer
alteracdo ocasionada nas vias hormonais,
sejam elas por fatores fisioldgicos,
patolégicos ou farmacoldgicos, podem
promover a implicag0es na
espermatogénese. A domperidona, tém a
capacidade de aumentar o0s niveis de
prolactina, hormdnio esse que tem controle
sobre as funcbes gonadais, inibindo a
liberacdo pulsatil de FSH, LH e
testosterona. O aumento desse hormonio
causa alteracOes testiculares, promovendo

anormalidades estruturais nos
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espermatozoides € consequentemente

efeitos de subfertilidade e/ou infertilidade

para 0 homem.
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ANEXO A — APROVACAO DO COMITE DE ETICA
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