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“Quando o sonho se desfaz, Deus
reconstroi;

Quando se acabam as forgas, Deus
renova;

Quando parece ser o final, Deus d& um
novo comego;

Quando faltam palavras, Deus sabe o que
queremos dizer;

Quando vocé diz: “ndo vou conseguir’,
Deus diz: “ndo temas, pois Eu estou
contigo”;

Quando dificil se toma o caminhar, Deus
carrega no Seu colo.”
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Resumo

A Olanzapina é usada para tratamento agudo e manutencdo da
esquizofrenia, bem como outras psicoses. Apesar dos antipsicéticos atipicos
serem cada vez mais utilizados nos dias atuais, pouco se sabe sobre sua
influéncia na espermatogénese. Tendo como base que ja foram detectados
receptores dopaminérgicos em células germinativas, o presente estudo tem
como objetivo investigar os efeitos do tratamento com Olanzapina em ratos
Wistar, sobre os niveis plasmaticos de testosterona e na espermatogénese.
Nesse experimento foram utilizadas diferentes doses de Olanzapina, durante o
periodo de 45 dias. Apds o prazo de aplicagao, foi realizada a coleta do sangue
e os ratos foram submetidos a eutanasia para retirada das génadas e glandulas
anexas. Foi observado que a Olanzapina produziu modificagdes estruturais e
funcionais nas estruturas investigadas. Houve reducdo nos niveis séricos de
testosterona, nos pesos testicular, epididimario e prostatico, no didmetro
tubular e na altura do epitélio seminifero, as quais podem ser relacionadas a
redugdo no processo espermatogénico.

Palavras chave: Antipsicotico, Olanzapina, espermatogénese,

testosterona, FSH.



Abstract

The olanzapine is used by acute treatment and maintenance in
schizophrenia trail, as well as another psychosis. Despite atypical antipsychotic
being more utilized nowadays, however there are few knowledge about its
influence under spermatogenesis. Based on dopaminergic receptors presence
in germ cell, the present work had objective to investigate the effects of
treatment with olanzapine in Wistar rats, with respect to plasmatic levels of
testosterone and spermatogenesis. In this experiment were used different
olanzapine's doses in 60 days old Wistar rats along to 45 days. After the last
day of drug administration, the rats were submitted to euthanasia procedure to
collecting blood and organs of male genital system. Utilizing olanzapine per
living weight during 45 days in rats produced structural and functional
modifications in all genital system since were observed testicular, epididimal
and prostate weight reduction. Also, were observed reduction in tubular
diameter and epithelium height which can be related with reduction in

spermatogenic process and testosterone serum levels.

Key words: Olanzapine, spermatogenesis, testosterone, FSH.




1 Introdugao

Os antipsicoticos atipicos estdo substituindo rapidamente os agentes
convencionais no tratamento de transtornos psicéticos, como a esquizofrenia.
Porém, as consideragdes econémicas sdao um obstaculo na utilizagdo dessas
novas drogas, assim como seus efeitos devem ser melhores estudados.

Durante o século XIX, houve uma grande evolugdo no mundo da
psiquiatria. Os tratamentos passaram a ser mais humanisticos e a farmacologia
avangou com descobertas na quimica organica de estruturas ciclicas com anel
bezénico em 1865 por F. A. Kekulé, o que deu origem a varios novos farmacos
(ALMEIDA, 2006).

Na pratica clinica, observa-se um aumento substancial no numero de
individuos com problemas mentais nos ultimos anos. Estes podem estar
correlacionados com o aumento da violéncia, que leva a depressdo e a
sindrome do panico, além de outros fatores etiolégicos que podem
desencadear transtorno bipolar e esquizofrenia.

Diante de tantos disturbios, é de se esperar que aumente o0 nimero de
prescricdes de farmacos para controle e manutengdo dessas alteragdes.
Aumentando assim, os gastos nos cofres publicos, comprometendo a renda
familiar e a qualidade de vida dos individuos.

Nos Estados Unidos cerca 15% dos farmacos vendidos sao para
controle de processos mentais, seja para sedagdo, humor, cognigdo e
comportamento (ALMEIDA, 2006).

Pacientes esquizofrénicos tém grande risco de desenvolver co-

morbidade com a depressdo. A morbidade e a mortalidade desses pacientes
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s8o altas, com taxa de suicidio de cerca de 10% (MELTZER, 2002; MARCUS,
2005).

O Instituto Nacional de Satde Mental (NIMH), dos Estados Unidos,
estima que aproximadamente 25% dos pacientes com esquizofrenia possam
conduzir seu cotidiano dentro da normalidade, devido ao avango nos farmacos,
que controlam as crises, sendo importante o diagnéstico e tratamento precoce.
Também afirma que 1% da populagdo mundial sofre desse mal (MARCUS,
2005), dentro dessa prevaléncia pode-se dizer que 1,8 milhdes de brasileiros
sofrem de esquizofrenia, percentual considerado alto (JC, 2007).

O impacto do tratamento da esquizofrenia na sexualidade e nas
disfungdes reprodutivas tem recebido atenc¢ao inadequada.

Os sinais e sintomas da esquizofrenia surgem entre a segunda e a
terceira década de vida, fase de intensa pratica sexual, na maioria dos
individuos e auge da atividade reprodutiva em ambos os sexos.

E importante lembrar que pacientes depressivos, que fazem uso da
Olanzapina, aumentam a chance de desenvolverem Diabetes Mellitos Tipo 11,
além de doengas cardio-vasculares devido ao ganho de peso. Além disso,
deficiéncia de testosterona é comum em homens com diabetes tipo I,
contribuindo de maneira negativa na libido. Além da alteragdo vascular que
provoca deficiéncia na eregdo nesses pacientes. A relagdo de testosterona e
risco de doenga cardiovascular ainda é controverso, mas redugao dos niveis de
testosterona total tem sido associada a resisténcia a insulina, aumentando risco
de desenvolver Diabetes tipo Il (WU. e VON 2003; LIU. et al., 2003; KAPOOR
et al., 2007; KAPOOR et al., 2005 apud GROSSMAN, 2008) e esta, aumenta

por o risco de desenvolver doengas cardiovasculares.
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A esquizofrenia, a doenca de Parkinson e a depresséo sdo patologias
associadas a neurotransmissio dopaminérgica. A descoberta da Dopamina
(3,4-dihidroxifeniletilamina) foi, em parte, devido as pesquisas do Dr. Arvid
Carlsson (SOUZA, 2007), que recebeu o prémio Nobel de Medicina em 2000
(ALMEIDA, 2006).

Estudos tém comprovado a consisténcia da evidéncia da hiperatividade
do sistema dopaminérgico na esquizofrenia. Além da dopamina, outros
neurotransmissores também podem estar envolvidos na fisiopatologia da
esquizofrenia, como a serotonina (5-hidroxitriptamina, 5-HT), que tem recebido
atengdo especial nos ultimos anos.

Esquizofrenia é uma doenga psiquiatrica grave, multifatorial e complexa,
com prevaléncia ao longo da vida de cerca de 1%: No sexo masculino,
desenvolve- se cinco a dez anos mais tarde em relagdo ao feminino (RIJCHEN,
et al,, 2003; MARCUS, 2005; FRANGOU e MURAY, 2000 APUD BUGALHO,
2006).

Segundo Rijchen et al (2003), 10% dos individuos esquizofrénicos
cometem suicidio nos primeiros cinco anos do inicio dos sintomas dessa
doenca.

Manifesta-se geralmente no fim da adolescéncia (MARCUS, 2005) e na
fase adulto jovem, entre 20 e 30 anos, acomete ambos os sexos e
independente de classe social, sendo mais freqUente nas zonas urbanas. As
causas da patologia sdo ainda pouco esclarecidas, podendo ter um forte
componente hereditario, mas também, ambiental. Uma crianga que tem pais

esquizofrénicos tem 10% de chance de sofrer do mesmo mal (JC, 2007).
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E a doenga psicética mais comum, caracterizada por disturbios do
pensamento, reagbes emocionais € comportamentais, que podem deixar o
individuo incapacitado de exercer suas atividades profissionais quando nao
administrada (ALMEIDA, 2006).

O diagndstico € basicamente clinico, onde sdo observadas alucinagoes,
delirios, mania de perseguicdo, angulstia sem causa aparente, pensamento
desorganizado, isolamento, desmotivagéo, agitagées psicomotoras, alteragdo
de humor, insdnia, ansiedade, dificuldade de concentragdo (BUGALHO, 2006;
JC, 2007).

O tratamento da esquizofrenia tem sido melhorado com a introdugéo dos
antipsicoticos atipicos como a clozapina, olanzapina e risperidona, mas o
paciente e os familiares devem ser bastante esclarecidos sobre a indicagao,

possiveis efeitos colaterais e os riscos-beneficios.
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1.1 Antipsicéticos convencionais

Os Neurolépticos tipicos foram os primeiros farmacos langados para
controle das psicoses. Eles bloqueiam receptores dopaminérgicos D2 em todas
as quatro vias dopaminérgicas. A via mesolimbica é relacionada com os sinais
e sintomas positivos das psicoses (delirios, alucinagdes, alteragbes de
pensamentos, hostilidade e desconfianga). O Bloqueio na via mesocortical,
pode levar a piora dos sintomas negativos da esquizofrenia (afeto diminuido,
isolamento emocional e social, pobreza de linguagem). A via tuberoinfundibular
bloqueada leva a hiperprolactinemia. E bloqueio na nigroestriatal provoca
discinesia aguda e tardia e sindrome parkinsoniana (STHAL, 2002).

Estes antipsicdticos tipicos também sao bloqueadores de receptores
muscarinicos do sistema colinérgico, que podem levar a boca seca, visao turva,
constipagao intestinal, déficit cognitivos (ALMEIDA, 2006).

Sullivan e Lukoff (1990) relatam que muitos estudos correlacionam o uso
de antipsicéticos convencionais com problemas na libido, excitagéo e orgasmo
em pessoas com esquizofrenia (KELLY e CONLEY, 2004).

Diante de tantos efeitos colaterais causados por esse tipo de
antipsicético, fizeram-se necessarias pesquisas na tentativa de cessar ou

minimiza-los, surgindo uma nova classe de antipsicéticos.
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1.2 Antipsicéticos Atipicos

A concepgdo dos antipsicéticos atipicos esta ainda sendo desenvolvida,
mas varias definicdes e caracteristicas ja foram propostas (KANE et al.,1988;
LIEBERMAN, 1998.). O conceito foi colocado precocemente por Stille e Hippius
(STILLE et al.,1971) no contexto de uma comparacgao entre a eficacia e a falta
de sintomas extrapiramidais da olanzapina com aqueles que sdo conhecidos
como antipsicoticos classicos.

Os antipsicéticos atipicos sdo aqueles apresentam propriedades clinicas
como: melhor eficacia contra os sintomas psicéticos da esquizofrenia e contra
sintomas positivos em paciente que ndo tem resposta prévia para os
antipsicoticos convencionais; podem fornecer algumas medidas contra
sintomas negativos primarios e/ou secundarios, ou na melhora de déficit
neurocognitivo; causam o minimo de sintomas extrapiramidais agudos
(parquisonismo, distonia aguda, acatisia) ou cronicos (discinesia tardia); podem
nao elevar a prolactina para um grau que resulte em efeitos colaterais
endocrinos, como oligomenorréia ou galactorréia. (LIEBERMAN, 1998;
ALMEIDA, 2006).

Reafirmando, Meltzer e Mcgurk (1999) dizem que essas drogas tém
mostrado eficacia na redugdo de sintomas positivos de esquizofrenia, assim
como oferece alguma melhora nos sintomas negativos e cognatos. Remington
e Kapur (2001) afirmam que esse grupo de antipsicoticos & reconhecido por

reduzir a incidéncia de sintomas extrapiramidais e a discinesia tardia.
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Leysen et al (1994) mostram que os antipsicéticos atipicos tém uma
baixa afinidade por receptores dopaminérgicos D2, mas apresentam boa
afinidade por receptores Serotoninérgicos 5SHT2a (COSTA et al., 2004).

Os antipsicéticos atipicos sdo farmacologicamente antagonistas de
serotonina e dopamina (ASD). Atualmente, existem cinco antipsicéticos
considerados atipicos, utilizados na pratica psiquiatrica em todo o mundo, que
séo (clozapina, risperidona, olanzapina, quetiapina e ziprasidona). Estes,
classificados de acordo com critérios clinicos farmacolégicos: (1) os
antipsicéticos atipicos tém propriedades farmacoldgicas antagonistas de SHT,A
e D2, enquanto os convencionais sdo apenas antagonistas a D,; (2) os atipicos
causam menos SEP (Sintomas Extra-Piramidais) do que os convencionais; e
(3) ambos melhoram igualmente os sintomas positivos (STAHL, 2002).

Para ALMEIDA (2006), os receptores adrenérgicos sdo alvo de diversos
estudos, pois participam da regulacdo de muitos processos fisiolégicos como
manutengéo da presséo arterial sistémica, proliferagao e crescimento celular,
termogénese, metabolismo.

Para STAHL (2002), a neurcanatomia das vias neuronais
dopaminérgicas pode explicar tantos os efeitos terapéuticos quanto os efeitos
colaterais dos antipsicéticos conhecidos. (a) A via nigroestriatal se projeta da
substancia negra aos nicleos da base, é parte do sistema nervoso
extrapiramidal e controla os movimentos. (b) A via mesolimbica se projeta da
area tegmental ventral do mesencéfalo para o nucleus accumbens, parte do
sistema limbico do cérebro que se acredita estar envolvida em muitos
comportamentos, como sensac¢des prazerosas, a poderosa euforia das drogas

de abuso, bem como os delirios e alucinagbes da psicose. (c) A via
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mesocortical relacionada a via mesolimbica, também se projeta da area
tegmental ventral do mesencéfalo, mas envia seus axbnios para o cortex
limbico , onde podem desempenhar um papel na mediacdo dos sintomas
negativos e cognitivos da esquizofrenia.(d) A Via tuberoinfundibular controla
a secrecao de prolactina, onde se projeta do hipotdlamo para o lobo anterior da

hipofise, figura 1.

Vias Dopaminérgicas

Figura 1. Esquema das quatro vias dopaminérgicas no cérebro, Stahl (2002).

A dopamina é a catecolamina mais abundante do SNC, encontrada
também na periferia, sendo um importante neurotransmissor nas fungdes
motoras, de atengcdo, de memoéria e cognigdo, de humor, motivacional e no
prazer. Além disso, este neurotransmissor regula a liberagdo de horménios da
adenohipdfise, inibindo a liberacdo de prolactina e estimulando a liberagdo do
hormédnio de crescimento.

Em pessoas que fazem uso de psicotrépicos de um modo geral, o nivel
de prolactina pode estar elevado. Hiperprolactinemia provocada pelo uso de

farmacos pode resultar em galactorréia, disfungdo sexual (NAHAS et al., 2006)
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e ocorre em cerca de 35% dos casos (CROSIGNANI, 2005 apud NAHAS et al.,
2006).

Os efeitos da redugdo no sistema dopaminérgico sdo deméncia e
depressdo. E quando ativado conduz a psicose, ansiedade e agressividade
(ALMEIDA, 2006; GIROS et al, 1996, PACKARD e KNOWLTON, 2002,
LOURENCO et al., 2005, KAVELAARS et al., 2005 apud SOUZA, 2007).

A importéncia funcional dos receptores dopaminérgicos D2 é
demonstrada através da sua afinidade pelos antipsicéticos tipicos e atipicos
(LIDOW et al., 1998; STRANGE, 2001 APUD SOUZA, 2007).

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

A dopamina é um importante regulador das fungdes orgéanicas centrais e
periféricas. A localizagdo de receptores dopaminérgicos periféricos tem efeitos
fisiologicos significantes (MISSALE et al., 1998), eles foram encontrados em
gbnadas feminina e masculina de eqliinos, 0 que indica que a dopamina pode
ter funcdo moduladora na reproduc¢éo (KING et al., 2005).

A dopamina recebe grande influéncia da serotonina, pois esta inibe a
sua liberagcdao nos axdnios terminais e nos corpos celulares, em cada uma das
quatro vias dopaminérgicas: Via Nigroestriatal, Via Mesocortical, Via
Tuberoinfundibular, Via Mesolimbica (STAHL, 2002; ALMEIDA, 2006).

O antagonismo a 5HT2a é capaz de reverter o antagonismo a D2 na via
tuberoinfundibular. Existe uma relagdo de antagonismo e reciprocidade no
controle da secrecdo de prolactina nas células lactotroficas da pituitaria; ou

seja, a dopamina inibe e a liberacdo de prolactina pela estimulagdo dos
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receptores D, enquanto a serotonina promove liberagido de prolactina pela
estimulagéo dos receptores SHT,a (STAHL, 2002).

Existe uma inibigdo simultanea dos receptores SHT24; logo a serotonina
néo consegue estimular por muito tempo a liberagéo de prolactina. Isso tende a
diminuir a hiperprolactinemia por bloqueio do receptor D,. Embora esta seja
uma teoria farmacolégica interessante, na pratica nem todo antagonista de
serotonina e dopamina reduz a secrecéo de prolactina na mesma extensio e
alguns n&o reduzem nada (STAHL, 2002).

O uso de antipsicoticos atipicos como a olanzapina, risperidona,
ziprasidona é eficaz na mania aguda. A depresséo bipolar é definida como
episédio depressivo em paciente portador de Transtorno Bipolar, sendo a
combinag&o de olanzapina com fluoxetina muita utilizada.

Assim, apesar de todas as propriedades adicionais favoraveis aos
antipsicéticos atipicos que incluem a capacidade de melhorar os sintomas
negativos e positivos em pacientes esquizofrénicos (mais do que fazem os
antipsicéticos convencionais); de provocar elevagdo discreta nos niveis de
prolactina; existem também muitos efeitos colaterais, que podem incluir ganho

de peso, sedag8o, convulsGes e agranulocitose (STAHL, 2002).
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2 Olanzapina

Esta droga, um antipsicético atipico, utilizada nos nossos estudos,
pertence a classe das tienobenzodiazepina. Quimicamente é o 2-metil-4-[4—
metil-1-piperazinil]-10H-tieno[2,3-b][1,5]  benzodiazepina, com férmula
molecular C17H20N4S e um peso molecular de 312,43 ( Fig. 2). A substéancia foi
obtida pela primeira vez na Gra-Betanha em 1982, pelos pesquisadores J.
Chakrabarti, T. Holtter e D. Tupper, a partir de modificacdes da Clozapina

(FROTA, 2001).

.CH
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i /s \ CH
H 3
Figura. 2 Formula molecular da Olanzapina

(www.zyprexa.com)

A Olanzapina foi um dos primeiros atipicos a ser incluido na lista dos
medicamentos excepcionais do Ministério da saude (Setembro de 1999) e
sendo comercializado no mundo todo, estimando-se que mais de 10 milhdes de
pessoas tenham utilizado este medicamento (FROTA, 2001). Atualmente a
Olanzapina €& comercializada através do laboratério Eli Lily & Co Ltd,

Basingstoke, Inglaterra, por meio do medicamento ZIPREXA.
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Em 1996 tornou-se disponivel no mercado como antipsicético e em
2000, recebeu licenciamento na indicagdo de tratamento a curto prazo dos
episddios maniacos do Transtorno Afetivo Bipolar e a longo prazo da
Esquizofrenia, como o primeiro dos novos atipicos a ter comprovado sua
eficacia e seguranga na indicagéo. Tornando-se lider em prescricéo e vendas
entre todos os antipsicéticos (tipicos e atipicos) nos paises desenvolvidos
(FROTA, 2001).

Olanzapina se consagrou pela alta efetividade no tratamento de
individuos com esquizofrenia, tanto nos sintomas positivos e como nos
negativos, quando comparado com antipsicéticos tradicionais (BEASLEY,
1997, CALLAGHAN, 1999). Ela provoca uma menor incidéncia de sintomas
extrapiramidais e minimo perturbagio de prolactina. Confirmando as pesquisas
sobre acdo dos antipsicoticos atipicos. Estas vantagens conduziram para um
uso cada vez maior de Olanzapina no tratamento da esquizofrenia
(STEPHENSON, 1999; CONLEY e MELTZER, 2000).

Em 2001 os antipsicéticos foram responsaveis por 2% do total das
vendas em medicamentos em todo o mundo, com a Olanzapina em primeiro
lugar.

A Olanzapina é metabolizada no figado pelas vias conjugativas e
oxidativas, o maior metabdlito circulante é o 10-N-glucuronida, que em teoria
néo ultrapassa a barreira hemato-encefalica. As isoformas CYP1A2 e CYP2D6
do citocromo P450 contribuem para a formagdo dos metabélitos N-desmetil e
2-hidroximetil, ambos exibindo significativamente menor  atividade

farmacologica in vivo do que a olanzapina em estudos animais

(www.zyprexa.com).
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Segundo FROTA (2001), é intensamente metabolizada com apenas 7%
excretada inalterada por via renal. E aproximadamente 57% da olanzapina é
eliminada como metabdlitos na urina. Apresenta indicagdo de dosagem Unica
diaria, com pico de concentragdo em torno de 6 a 7 horas, com meia-vida
variando de 21 a 54 horas.

Esta droga é antagonista dos receptores de serotonina SHT.axc,
dopamina D4, Acetilcolina (Muscarinicos) M5, Histamina H; e receptores
adrenérgicos ay (www.zyprexa.com).

Meltzer et al. (1989), afirmam que seu bloqueio serotoninérgico 5HT,, é
cerca de oito vezes mais intenso que o bloqueio dopaminérgico D, parametro
importante para definir a grau de atipicidade de um antipsicético.

Virtualmente, a Olanzapina nao teria acéo sobre os receptores (alfa 2 —
adrenérgicos), mas liga-se fracamente aos receptores GABA A-acido Gama-
amino-butirico e BZD (benzodiazepinico) e beta-adrenérgicos. Exerce uma
inibicdo regionalmente seletiva dos neurdnios dopaminérgicos Ao, que se
projeta para o cortex limbico e frontal através das vias mesolimbica e
mesocortical e menor sobre os neurdnios Ag, que se projetam para o striatum
através da via nigro-estriatal.

Suas propriedades de bloqueio muscarinico e histaminico s&o
superiores aos demais atipicos com excegdo de Clozapina, e exerce menos
antagonismo em receptores alfa, adrenérgicos que esta. Também possui
propriedades de agonismo nos receptores glutamatérgicos do tipo NMDA (N-
metil-D-aspartato), bloqueando os efeitos da feniclidina (PCP) uma substancia

narcotica de abuso com agdo de antagonismo nestes receptores e com efeitos
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clinicos semelhantes a sintomatologia positiva, negativa e cognitiva da
esquizofrenia (FROTA, 2001).

A Olanzapina ¢é indicada para o tratamento agudo e de manutengdo da
esquizofrenia, reduzindo recaidas maniacas e depressivas e outras psicoses,
onde os sintomas positivos e/ou sintomas negativos s&o proeminentes
(BEASLEY ET AL., 1997; CALLAGHAN ET AL, 1999; TOHEN ET AL., 2003;
WWW.ZYPREXA.COM).

Os efeitos adversos mais comuns em curto prazo incluem ganho de
peso, sonoléncia e/ou sedagdo, constipagdo diminuigdo da salivagio (boca
seca), acatisia, hipotensdo ortostatica, edema vascular periférico, aumento do
apetite, aumento da prolactina, galactorréia, disfungdo erétii (FROTA, 2001;
ALMEIDA, 2006).

FROTA (2001) acrescenta que, com o uso da droga, observa-se uma
intolerdncia a glicose com indugdo de hiperglicemia, que nas formas mais
graves costuma levar a Diabetes Mellitos insulino-dependente. Este efeito foi
significativamente maior com a olanzapina do que com a risperidona Existe
também alguma evidéncia de que a diminuicdo do metabolismo e o consumo
energético basal estejam envolvidos neste fato.

Dentre outras reagbes adversas, a olanzapina pode provocar sindrome
neuroléptica maligna, que se traduz, segundo Almeida (2006), por rigidez
muscular severa, hipertermia, taquicardia, hipertens@o arterial, alteragcdo dos
niveis de consciéncia; além, de acordo com Frota (2001), de discinesia tardia,
distonia tardia e convulsao.

Estudos realizados pelo laboratério Eli Lilly and Company 2005,

constatou que os pardmetros de reprodugdo foram influenciados em ratos que
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receberam 3mg/kg (nove vezes a dose méaxima humana), e ainda constatou
que a sedacdo ocasionada pelo uso da olanzapina afetou o desempenho no
acasalamento dos ratos machos, os ciclos de estro foram afetados com doses
de 1,1mg/kg (trés vezes a dose maxima humana). Na ninhada de ratos que
receberam olanzapina, foram observados atrasos no desenvolvimento fetal e
diminuigdes transitdrias nos niveis de atividade da prole (www.zyprexa.com).
Olanzapina causa uma incidéncia menor de SEP (STEPHENSON, 1999;
CONLEY E MELTZER, 2000) e alteracdo minima e transitoria dos niveis
plasmaticos de prolactina (MELTZER et al., 1979; BEASLEY et al., 1996;
SMALL et al., 1997, STEPHENSON, 1999; TOLLEFSON e KUNTZ, 1999:
CONLEY E MELTZER, 2000; David et al., 2000; WIECK e HADDAD, 2003;

KELLY e CONLEY, 2004 e www.zyprexa.com).

A prolactina € um horménio protéico produzido na adenohipéfise pelos
lactotrofos que desempenha um importante papel na secregdo do leite ou
lactogénese (FREEMAN et al., 2000; GUYTON, 2002; NAHAS et al., 2006).

No hipotalamo ocorre a sintese de dopamina, que é um importante fator
de inibicéo da prolactina (PIF), que atua através da ligagdo com receptores do
tipo D2 na membrana celular dos lactotréfos (LAMBERTS et al., 1990; NAHAS,
2006). Quando a sintese de dopamina é bloqueada, e os neurdnios do nucleo
paraventricular s&o estimulados a produzir o peptideo intestinal vasoativo (VIP),
ocorre um aumento do nivel plasmatico de prolactina.

Para Serri et al (2003), a prevaléncia da hiperprolactinemia na populagao
adulta esta em torno de 1% a 10% (NAHAS et al., 2006). E pode ser de origem
fisiolégica ou patolégica, ou ainda produzida por farmacos, sendo esta Gltima a

etiologia mais comum (MAH et al., 2002; ZILBEBERG, 2005).
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As manifestagbes do hipogonadismo no homem devido a
hiperprolactinemia s&o: diminuigéo da libido, infertilidade, disfungdo erétil,
incapacidade de manter a eregdo, oligoespermia e ginecomastia
(SCHLECHTE, 2003).

Na agéo central, a prolactina - PRL inibe a secregéo pulsatil do GnRH-
horménio liberador de gonadotrofina, com conseqiiente redugdo de FSH -
horménio foliculo estimulante , do LH - horménio luteinizante e da testosterona
nos homens. Na agéo periférica, PRL inibe a 5a-redutase, enzima que converte
a testosterona em sua forma mais ativa, em diidrotestosterona nos homens.

Para Schlechte (2003), a galactorréia, manifestacéo mais caracteristica
dessa disfungéo, ocorre entre 14 e 33% dos homens. Petty (1999) observou
que no homem a elevagéo de prolactina pode causar impoténcia, diminuigéo da
libido e hipoespermatogénese.

Segundo o Dicionario Médico de Paciornik, galactorréia é definido como
um excesso de escoamento do leite, durante ou depois do aleitamento, ou seja,
uma incontinéncia lactea. E a ginecomastia, um desenvolvimento excessivo da
mama no homem, podendo chegar até o estado funcional, essa disfungéo
ocorre devido o aumento dos niveis plasmaticos de prolactina.

Em Kingsbury et al, (2004), observaram dois casos de galactorréia
devido a hiperprolactinemia com olanzapina. Apesar disso, relatos sugerem
que a olanzapina é um seguro e alternativo tratamento para casos com
hiperprolactinemia induzida por outros antipsicéticos (JOHNSON et al., 2003).

Bobes et al (2003) afirmam que deficiéncia orgénica sexual & um
problema comum nas desordens psiquiatricas efou naqueles que fazem uso de

drogas de psicotropicas. Apresentando, segundo Almeida (2006), perturbagdes
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no desejo sexual e nas reagdes psicofisiolégicas que caracterizam a resposta
sexual.

O comportamento sexual é coordenado por uma intensa conexdo entre
sistema neuroendécrino, com horménios, neurotransmissores e o cérebro.

Costa e colaboradores (2006) relacionaram o uso de antipsicoticos
atipicos com disfungdo da erecdo e diminuicdo da libido. E frota (2001)
relaciona a Olanzapina a disfungao erétil.

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

A resposta sexual pode ser dividida em trés fases, sdo elas: libido,
excitagdo- eregdo e orgasmo-ejaculagdo. Qualquer uma dessas fases pode
sofrer alteragbes e Almeida (2006) acrescenta que existe ainda um quarto fator
de disfungao, que seria a dor sexual (dispareunia e vaginismo).

A libido € o primeiro estagio e esta ligado ao desejo sexual, constituindo-
se hipoteticamente em fenémeno mediado pelo “centro de recompensa”
dopaminérgico mesolimbico. Esse local pode ndo apenas mediar o orgasmo,
mas também a libido (STAHL, 2002).

Acredita-se que a prolactina tenha influéncia negativa no desejo sexual,
fato interessante porque existe relagio geralmente reciproca entre dopamina e
prolactina. Como os antipsicoticos tendem a provocar aumento da prolactina,

pressupbe-se que com o seu uso, o desejo sexual possa estar diminuido. Para
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Wilson (1993), hiperprolactinemia causa hipogonadismo e diminuigdo dos
niveis da testosterona tendo efeito direto na atividade sexual.

A prolactina é importante no processo de lactacéo e exerce influéncia na
fungéo reprodutiva (NAHAS et al., 2006). Entretanto, a relagéo entre prolactina
e disfuncdo sexual precisa ser documentada e compreendida.

Sedagdo e aumento de peso podem levar a diminuigdo do interesse
sexual, fatos observados pelas pesquisas com o uso de antipsicéticos. Efeitos
extra-piramidais e discinesia tardia também diminuem a funcéo sexual (YASSA
e LAU, 1985).

O mecanismo da excitagdo é o segundo estagio que é caracterizado
pela eregio e lubrificagdo nos homens. Geralmente esta associada a libido e
também pode sofrer alteragdes de origem psiquica efou somatica. Essa
excitagéo prepara a genitélia para a penetracéo e o intercurso sexual e envolve
tanto a agéo colinérgica quanto do 6xido nitrico em sua farmacologia (STAHL,
2002; ALMEIDA, 2006). Depende de impulsos advindos do SNC e periférico,
de substéncias vasoativas e de horménios (ALMEIDA, 2006).

Os impulsos parassimpaticos dilatam as artérias pudendas, permitindo
assim que o sangue arterial seja armazenado sob alta pressdo no tecido erétil
do corpo cavemoso e do corpo esponjoso do pénis. Além disso, ainda sob
estimulos parassimpaticos, as glandulas bulbouretrais secretam seu liquido
lubrificativo (GUYTON, 2002).

O terceiro estdgio da resposta sexual humana é o orgasmo,
acompanhado pela ejaculagdo nos machos. Pode haver uma dificuldade

ejaculatoria, ejaculagdo tardia ou precoce.
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As fibras serotoninérgicas espinhais descendentes exercem acgdes
inibitérias sobre o orgasmo por meio dos receptores 5HT,s. As fibras
noradrenérgicas espinhais descendentes e a inervagdo  sinéptica
noradrenérgica da genitalia facilitam a ejaculagéo e o0 orgasmo (STAHL, 2002).

No SNC a serotonina age como neurotransmissor, mas na periferia, sua
acéo principal é vasoconstricgdo, devido a isto, pode estar relacionada com a
funcdo sexual. Aproximadamente 50% de pacientes relataram deficiéncia
sexual durante tratamento com antipsicéticos convencional (GHADIRIAN et al.
1982; SULLIVAN e LUKOFF 1990 apud KELLY e CONLEY, 2004).

Antagonismo colinérgico e bloqueio alfa-adrenérgico tém sido
relacionados com disturbios ejaculatorios e disfungbes orgasmicas (POLLACK
e ROSENBAUM 1992; TAMMINGA et al. 1997). Bloqueio dos canais de célcio
também pode contribuir para a deficiéncia orgéanica sexual (POLLACK e
ROSENBAUM 1992).

Meston e Gorzalka (1992), afirmam que 2 a 75% dos pacientes que
utilizam drogas inibidoras seletas da recaptacao de serotonina, mostram efeitos
colaterais na fungédo sexual (ALMEIDA, 2006). Nos estudos de Bobes et al
(2003), homens que fizeram uso de antipsicéticos, a disfungdo erétil foi a mais
freqliente alteragéo encontrada, além da diminuigao da libido.

N&o se pode, definitivamente, descartar a relagéo dos distarbios sexuais

associados ao uso de antipsicoticos atipicos.
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3 Testiculo

As gbénadas masculinas localizam-se externamente a cavidade pélvica,
no escroto ou bolsa escrotal, que protege e mantém- nas sob temperatura
ideal. O testiculo é envolvido por uma espessa capsula de tecido conjuntivo, a
tunica albuginea. Esta tunica, de maneira variada nas diferentes espécies de
mamiferos, envia septos para o interior do 6rgéo até a regido do mediastino
testicular, dividindo o testiculo em I6bulos, cada I6bulo apresenta cerca de
quatro tubulos seminiferos, feixes vasculo-nervosos e células intersticiais ou de
Leydig (NEVES, 2001). Este 6rgéo apresenta-se de forma ovalada e possui
fungbes enddcrinas e exécrinas (SETCHELL, 1991). O tecido intersticial € um
importante local de produgdo de andrégenos (JUNQUEIRA E CARNEIRO,
2004). Segundo Asatiani et al. (2002) apresenta além da produgdo de
andrégeno, a fungdo de produgdo de gametas, sob a regulagdo do horménio
FSH e do LH.

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

LARIOS e MORENO-MENDOZA, 1998).
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Os elementos componentes do compartimento intertubular sdo as
ceélulas de Leydig, vasos sangiiineos e linfaticos, nervos e uma populagdo
celular variavel constituida principaimente de fibroblastos, macrofagos e
mastécitos (RUSSELL et al., 1990; SETCHELL, 1991).

Apesar de existir grande variagdo entre as diversas espécies quanto a
proporcdo volumétrica dos diferentes componentes do compartimento
intertubular (FAWCETT et al., 1973; FRANGA e RUSSELL, 1998; GODINHO,
1999), a célula de Leydig é usualmente o tipo celular mais freqliente neste
compartimento (SILVA JR, 2000). O percentual ocupado pelas mesmas nos
testiculos de animais sexualmente maduros no periodo reprodutivo pode variar
de aproximadamente 1% em carneiros até cerca de 35% em capivaras
(FRANGA e RUSSELL, 1998; PAULA, 1999).

Guyton (2002) e Otth et al (2007) confirmam que as gbnadas masculinas
s&o reguladas por horménios gonadotropicos e também estdo sujeitas a
regulagdo de fatores produzidos localmente, como neurotransmissores. A
produgdo de andrégenos é importante para a diferenciagdo sexual, o
desenvolvimento das caracteristicas sexuais secundarias e comportamento
sexual, e para a regulacdo da espermatogénese (GAO et al. 2005 apud
HAENDLER, 2005; WELTZIEN et al., 2004 apud LACERDA, 2006).

A testosterona é produzida nas células de Leydig (ZIRKIN, 1998:
GUYTON, 2002; HAENDER, 2005). Receptores para o LH (horménio
Luteinizante, produzido na Adenohipéfise), encontrados na membrana dessas
células, estimulam a producéo de testosterona (SHUPNIK e SCHREIHOFER,
1997, ZIRKIN, 1998; GUYTON, 2002; HUHTANIEM! e PELLENIEMI, 1998

apud MOURA, 2003; WALKER e CHENG, 2005). Este horménio esterdide é
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sintetizado principalmente por enzimas existentes nas mitocdndrias das células
Leydig, cujo nimero e a atividade dependem de estimulos hormonais
(JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2004) a partir do colesterol (BARDIN, 1996 apud
MOURA, 2003). Uma grande parte da testosterona produzida é convertida
numa forma mais ativa do horménio nos tecidos - alvo, a diidrotestosterona

(HAENDER, 2005).

OH
CH, OH
CH,
CH, CH,
O= O=
H
H
Testostarona Diidrotestosterona

Figura 3. Testosterona e diidrotestosterona (Guyton, 2002).

A capacidade secretora de testosterona é correlacionada com 0 volume
das ceélulas de Leydig e com o seu nimero por testiculo e nio com o namero
destas por grama de testiculo (SILVA JUNIOR, 2000).

Existem também receptores para androgenos (RA) nas células de Sertoli,
células midides, células musculares lisas dos vasos sanguineos (SCHLATT et
al., 1997 e SUAREZ-QUIAN et al., 1998 apud MOURA, 2003).

A concentragdo de testosterona plasmatica diminui progressivamente para

0,2ng/ml durante 8 a 24 dias de vida. De 30 a 55 dias, os niveis de testosterona
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estabilizam nos indices de ratos adultos (1-2ng/ml) (KETELSLEGERS et al.
1978 apud WALKER e CHENG, 2005).

A concentragéo intra-testicular de testosterona em ratos adultos é muito
superior do que a encontrada em niveis séricos. Embora as vantagens de
niveis elevados de testosterona no testiculo ndo sejam bem entendidas,
sugere-se que os maiores niveis testicular de testosterona sdo importantes
porque a capacidade espermatogénica plena requer aproximadamente 70ng/mi
e a espermatogénese é bastante comprometida quando a concentragdo de
testosterona esta abaixo de 20ng/ml (ZIRKIN et al. 1998; ZIRKIN et al. 1989
apud WALKER E CHENG, 2005).

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

Os tubulos seminiferos sdo constituidos por tlnica propria, epitélio
seminifero ou germinativo e lume tubular. A tunica prépria reveste o tubulo
externamente, sendo composta de células midides ou peritubulares e matriz
extracelular. No epitélio seminifero sdo encontrados dois tipos celulares de
origem embrioldgica distintas: as células germinativas originarias do epiblasto e
as células de Sertoli provenientes do epitélio celomatico (KARL e CAPEL,

1998).
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Existe grande variagdo no niumero e nas dimensdes (didmetro e
comprimento) dos tdbulos seminiferos nas diferentes espécies de mamiferos
(FRANCA e RUSSELL, 1998). O camundongo possui aproximadamente 20
tubulos seminiferos por testiculo perfazendo no total cerca de 2 metros de
comprimento tubular por testiculo (BASCOM e OSTRUD, 1925). Ja no suino
doméstico existem de varias centenas a alguns poucos milhares de tubulos
seminiferos por testiculo e aproximadamente 3000 metros de tubulos no total
(FRANCA e RUSSELL, 1998).

Em geral, o valor observado para o diametro tubular na grande maioria
das espécies de mamiferos esta em torno de 180pum a 300um (ROOSEN-
RUNGE, 1977). Cada testiculo humano tem de 250 a 1000 tibulos seminiferos,
que medem de 150 a 250 micrémetros de diametro, podem ter de 20 a 70cm
de comprimento se forem estirados e enovelados, como se apresentam,
possuem cerca de 3cm (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2004; SCHUNKE, et al,
2007).

Nos testiculos de animais sexualmente maduros as células de Sertoli
estdo completamente diferenciadas. A variagdo consideravel na forma e
estrutura da célula de Sertoli durante o ciclo do epitélio seminifero demonstra o
alto grau de plasticidade desta célula, o qual refiete as alteragdes morfoldgicas
e funcionais que ocorrem nas células germinativas (RUSSELL, 1993).

Juntamente com as células midides, as células de Sertoli elaboram a
membrana basal que serve de suporte estrutural para a prépria célula de
Sertoli e para as células germinativas que se encontram na por¢édo basal do
epitélio seminifero. As células de Sertoli, através de jungbes de oclusio,

dividem o epitélio seminifero em dois compartimentos, o compartimento basal
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onde se localizam as espermatogénias e os espermatocitos primarios na fase
inicial da préfase meiética (pré-leptétenos e leptétenos), e o compartimento
adluminal, no qual encontram-se os espermatdcitos primarios a partir da fase
de zigéteno, espermatécitos secundarios e espermatides. Desta forma, o
compartimento adluminal esta totalmente sob o controle das células de Sertoli,
propiciando um microambiente isolado e imunoprivilegiado essencial para o
desenvolvimento do processo espermatogénico (RUSSELL et al, 1990;
SETCHELL, 1991; POCCIA, 1994; SHARPE, 1994).

As células de Sertoli, além da formagéo da barreira hematotesticular,
desempenham outras fungdes essenciais para o desenvolvimento das células
germinativas: o fornecimento de nutrientes e inGmeros outros fatores
importantes para as células germinativas, mediagdo da agdo do FSH e da
testosterona na espermatogénese, fornecimento de suporte fisico
(sustentacdo) para as células espermatogénicas, participagdo ativa no
processo de liberagéo (espermiagéo) das espermétides para o lume tubular,
fagocitose do excesso de citoplasma (corpos residuais) resultante da liberagao
das células espermiadas e fagocitose de células germinativas que sofrem
apoptose (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2004; WELTZIEN et al., 2004 apud
LACERDA, 2006).

No lume tubular encontram-se o fluido secretado pelas células de Sertoli
e os espermatozoéides recém-espermiados. Estas células secretam ainda fiuido
em direcdo ao lume tubular, o qual possui substancias importantes para a
fungéo epididimaria e maturagéo espermatica, servindo também de veiculo
para o transporte dos espermatozoéides. A secrecéao de fluido também ocorre

em diregdo ao compartimento intertubular, estando envolvida com os
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mecanismos de regulagéo paracrina de outros tipos celulares do testiculo tais
como células mioides, células de Leydig e células musculares lisas dos vasos
(RUSSELL e GRISWOLD, 1993: BARDIN et al, 1993; POCCIA, 1994;
SHARPE, 1994; FRANCA e RUSSELL, 1998).

O fluido do lume difere do fluido intersticial e do plasma sanguineo,
sendo bastante importante no processo de espermatogénese. Tuck, et al.
(1970) foi o primeiro a citar a formacgédo deste fluido. A composigéo do fluido do
lume do tabuio seminifero é uma condigao prévia essencial para o processo de
espermatogénese (FISHER, 2002).

A concentragdio intra-testicular de testosterona no fluido dos tibulos
seminiferos (FTS) é aproximadamente 50-60ng/ml em relagdo ao numero de
RA. Sugere-se que essa alta concentragdo seja para manter a
espermatogénese no rato adulto e relacionam com o ntmero de espermatide
por testiculo. Para o processo de espermatogénico completo, a concentragéo
de testosterona no FTS deve ser maior de 20ng/ml, possivelmente devido ao
fato de que nem toda testosterona do FTS é livre para o RA (ZIRKIN, 1998).

A diidrotestosterona é o maior regulador esteréide na reprodugido
masculina, pois tem maior afinidade pelos RA. Em estudos experimentais
observou-se que a concentragdo de diidrotestosterona pode ser um tergo da
concentragcdo de testosterona no FTS para manter a espermatogénese
(ZIRKIN, 1998).

As células de Leydig e as células midides possuem importantes
interagdes funcionais com as células de Sertoli.

O periodo de proliferagdo dos diversos tipos celulares encontrados no

testiculo ocorre em épocas distintas, sendo cada um deles regulado por fatores
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especificos, os quais tém origem tanto intra quanto extratesticular (ORTH,
1993). As células de Sertoli sdo as primeiras células somaticas a se
diferenciarem no testiculo e expressam o Sry, o gene responsavel pela
determinagdo do sexo masculino, o qual desempenha um papel fundamental
na diferenciacéo e remodelagdo das génadas (KARL e CAPEL, 1998).

Ja nesta fase, as interacées das células de Sertoli com elas proprias e
com as ceélulas germinativas (via fator neural de ades3o celular - NCAM), sdo
cruciais para a formagéo dos corddes testiculares e os eventos iniciais que
propiciardo o estabelecimento do processo espermatogénico (ORTH e
JESTER, 1995). Também neste periodo as células de Sertoli produzem o
horménio anti-Mulleriano (AMH) responsavel pela regressdo dos ductos de
Muller ou paramesonéfricos (PELLENIEMI et al., 1993).

Em ratos, a proliferagéo das células de Sertoli ocorre principalmente na
fase final do periodo fetal e se estende por duas a trés semanas apés o
nascimento (CLERMONT e PEREY, 1957; STEINBERGER e STEINBERGER,
1971; ORTH, 1982; ALMIRON e CHEMES, 1988: BORTOLUSSI et al., 1990;
VERGOUWEN et al., 1991), coincidindo o encerramento das divisbes mitéticas
das células de Sertoli com o inicio de proliferacdo dos espermatécitos
primérios, formagdo das jungdes de oclus3o, inicio de maturagdo das céiulas
de Sertoli, secregdo de fluido e formagdo do lume tubular (RUSSELL et al,,
1989).

Como cada célula de Sertoli possui uma capacidade de suporte para
células germinativas relativamente fixa para cada espécie, o tamanho potencial
do testiculo e da produgdo espermatica é estabelecido ja nesta etapa do

desenvolvimento testicular (ORTH et al., 1988, ORTH, 1993). Estudos
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envolvendo o homem e varias espécies de mamiferos domésticos (GONDOS e
BERNDTSON, 1993) sugerem que o periodo de proliferagdo das células de
Sertoli, a semelhanga do observado em ratos, ocorre predominantemente no
periodo perinatal.

Em humanos, as células de Sertoli ndo se dividem durante a vida sexual
madura, mas sao bastante resistentes a infecgdes, desnutricio e radiagdo

(JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2004).

u Epididimo

Figura 4 Estrutura interna do testiculo e sua relagdo com o epididimo. ( Histology and Cell
Biology: An Introduction to Pathology. Kierszenbaun, A.L., Mosby, Inc. items and derived items

copyright © 2002 by Mosby, Inc.).

Em animais adultos as células de Sertoli completamente diferenciadas
constituem uma populagdo estavel. Durante o desenvolvimento testicular
ocorre um aumento relativamente rapido da populagao de certos tipos celulares
tanto no periodo fetal quanto no periodo neonatal.

As células que constituem populacdo testicular se expandem em

periodos particulares do desenvolvimento e, em relagdo as células de Sertoli e

40



as células espermatogénicas, esses periodos sdo distintos e inversamente
correlacionados. Além de distintos, estes periodos de multiplicagdo das células
testiculares sdo controlados por fatores especificos para cada populagio
(ORTH, 1993).

O namero de células de Sertoli em qualquer espécie € importante para
determinar a capacidade espermatogénica e o tamanho do testiculo (FRANCA
e RUSSELL, 1998). Portanto, a populagéo de células de Sertoli se correlaciona
linear e positivamente com o peso do testiculo, volume e comprimento total de
tubulos seminiferos, populagdo de espermatogonias As e com a produgéo
espermatica diaria (JOHNSON E THOMPSON, 1983; BERNDTSON et al.
1987, BERNDTSON e THOMPSON, 1990, JOHNSON et al.1994 E FRANCA e
RUSSELL,1998). O estabelecimento desta populagdo ocorre em idades muito
precoces do desenvolvimento testicular, apos esta fase as células de Sertoli
perdem sua habilidade mitdtica e permanecem numericamente estaveis
(GONDOS e BERNDSTON, 1993).

A maioria das mitoses das células de Sertoli nos mamiferos ocorre na
vida intra-uterina e por um curto periodo pos-natal. O final do processo
mitogénico estéa relacionado com a formagéo da barreira de células de Sertoli e
o estabelecimento da puberdade. Apés estes dois eventos nenhum aumento
sazonal ou relacionado com a idade é observado na populagdo de células de
Sertoli (FRANGA e RUSSEL, 1998).

De acordo com Cooke et al. (1994), existe uma grande variagado no
padréo de proliferagdo entre as espécies. O periodo mitogénico é muito curto
em ratos e camundongos; ele inicia-se no final da gestagdo para ambas as

espécies e continua até o 12%15%ia pés-natal em camundongos
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(VERGOUWEN et al., 1993; JOYCE et al., 1993) e até o 15°-18° dia pés-natal
em ratos (CLERMONT e PEREY, 1957; STEINBERGER e STEINBERGER,
1971, ORTH, 1982; VAN HAASTER et al,, 1992). Portanto, durante o periodo
fetal destas espécies observa-se uma maior expanséo da populagdo de células
de Sertoli e ap6és o nascimento, a proliferacdo destas células ja estda em
declinio (ORTH 1982, VERGUOWEN et al., 1991; VAN HAASTER et al., 1992;
JOYCE et al., 1993).

E importante salientar que, além das diferentes extensdes, nos periodos
proliferativos, pés-natais entre as espécies, a intensidade de proliferagdo é
outro fator que deve ser levado em consideragdo durante este periodo
(COOKE et al., 1994).

Portanto, os mamiferos podem apresentar longos periodos de
proliferacédo de células de Sertoli com uma baixa média mitogénica e
diminuicdo gradual desta média. Por outro lado, outros podem apresentar
periodos mais condensados de proliferagdo de células de Sertoli,
caracterizados por altos indices mitéticos, porém, que declinam rapidamente e
culminam com a maturago das células de Sertoli (COOKE et al., 1994).

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

Segundo Hochereau-De Reviers et al. (1995), entre 0 422 e 0 100° dia do
periodo fetal em carneiros ocorre uma elevada proliferacdo de células
somaticas e germinativas, entretanto sem qualquer diferenciagdo. Nesta
espeécie as divisdes mitéticas das células de Sertoli sd0 mais numerosas antes

do nascimento do que depois, por outro lado, no periodo pds-natal observou-se

42




que a proliferagéo deste tipo celular, apesar de discreto, perdurou até o 402 dia
(COOKE et al., 1994; HOCHEREAU-DE REVIERS et al., 1995).

Em touros a proliferagcdo de células de Sertoli no periodo pés-natal
inicia-se por volta da 202 e se prolonga até a 322 semana, a partir da qual
ocorre uma estabilizagdo no nimero de células de Sertoli por testiculo nesta
espécie (CURTIS e AMANN, 1981).

No homem, o periodo mitdtico das células de Sertoli encerra-se
aproximadamente entre onze e quatorze anos (FURUYA et al., 1978; NISTAL &
PANIAGUA, 1983) e a producéo de espermatozoéides se inicia com cerca de 12
a 13 anos, pela agdo hormonal e dura durante toda a vida (GUYTON, 2002). E
o parametro de normalidade para o numero de espermatozéides no fluido
ejaculado é de 20 a 200 milhdes/ml. Segundo GONDOS e BERNDTSON
(1993), a populagdo de células de Sertoli aumenta gradativamente no periodo
pds-natal até atingir um platé entre 25 e 40 anos. Por outro lado, a partir dos 40
anos se observa um declinio gradativo na populagdo de células de Sertoli
acompanhado também por uma diminuigdo na produgcdo espermatica
(JOHNSON et al., 1984).

Trabalhos envolvendo tanto a administragio de FSH quanto a supresséo
desse horménio, no periodo de proliferagdo das células de Sertoli, mostram
que o numero de células esta reduzido ou aumentado (HOCHEREAU-DE-
REVIERS e COUROT, 1978, ORTH, 1984; ORTH et al, 1984: VAN
VORSTENBOSCH et al., 1987; ORTH, 1993; SHARPE, 1994: MEACHEM et
al., 1996; SINGH e HANDELSMAN, 1996; ROCHA et al., 1999).

O FSH é uma glicoproteina que se liga a receptores especificos

localizados na membrana plasmatica das células de Sertoli (WALKER e
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CHENG, 2005), sendo considerado como o principal fator mitogénico para
estas células. Este hormdnio é sintetizado e secretado pelos gonadotrofos
localizados na adenohipéfise (ZIRKIN, 1998; GUYTON, 2002; WALKER e
CHENG, 2005), sob a agdo do horménio liberador de gonadotrofinas (GnRH)
produzido no hipotalamo, sendo seu controle “feedback” negativo exercido pela
inibina secretada pelas células de Sertoli.

O efeito mitogénico do FSH sobre as células de Sertoli imaturas é
mediado pelo aumento dos niveis intracelulares do AMP ciclico (ORTH e
BOEHM, 1990). No entanto, pouco é sabido a respeito dos eventos especificos
que causam o inicio da divisdo das células de Sertoli em resposta ao FSH.
Especula-se que o estrogeno, produzido pela aromatizagdo de androgenos nas
células de Sertoli imaturas, sob o estimulo do FSH, pode exercer um papel
mediador importante na divis&o celular (ULISSE et al., 1994). A acdo da inibina
neste processo, através das células de Leydig, também & possivel (ORTH,
1993; SHARPE, 1994; DE KRETSER et al., 1996).

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

1994; MEACHEM et al., 1996; SINGH e HANDELSMAN, 1996).
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Ao longo destes periodos, os niveis séricos normais de FSH s80 cruciais
para a determinagéo do tamanho adequado da populagéo de células de Sertoli
do testiculo no individuo adulto (ORTH, 1984: ORTH et al., 1988).

O numero de receptores de FSH por células de Sertoli é relativamente
constante de 2 a 21 dias ap6s o nascimento (15004 1900€" receptores/célula),
no entanto, tende a aumentar cada vez mais até 60 dias apds o nascimento
(BORTOLUSSI et al. 1990 apud WALKER E CHENG, 2005).

A proliferacdo das células de Sertoli diminui continuamente apés o
nascimento, encerrando a atividade mitética entre 20 e 30 dias apés o
nascimento em ratos (ORTH, 1982) e camudongos (JOYCE,1991:
VERGOUWEN et al. 1993).

Alguns estudos sugerem que o FSH é importante para a manutengdo
quantitativa da espermatogénese (RUSSEL et al., 1993; MEACHEM et al.,

1999).
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Parede do
tubulo seminifero

Figura 5. A. llustragdo dos constituintes do parénquima testicular. Histology and Cell Biology:
An Introduction to Pathology. Kierszenbaun, A.L., Mosby, Inc. items and derived items copyright
© 2002 by Mosby, Inc. B. Corte transversal de um tubulo seminifero de rato no estagio VIl do

ciclo do epitélio seminifero (Foto: Silva Junior, V.A.).

3.1 Processo espermatogénico

A espermatogénese € um complexo e bem organizado processo que
ocorre nos tubulos seminiferos e dura de 40 a 60 dias, na maioria dos
mamiferos investigados (FRANCA e RUSSELL, 1998). Pode ser definido em
trés fases baseado em consideragbes morfolégicas e funcionais: (1) fase
proliferativa (espermatogonial), na qual as células sofrem rapidas e sucessivas
divisbes mitéticas; (2) fase meidtica (espermatocitos), na qual o material

genético & duplicado e passa por recombinagdo genética; e (3) fase de
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diferenciagéo ou espermiogénica (espermatides), na qual as espermatides
sofrem enormes modificagdes, transformando-se em células muito
especializadas e estruturalmente equipadas para alcangcar e fertilizar os
ovocitos (RUSSELL et al., 1990).

Espermiogénese é a fase final de producéo de espermatozéides,
considerada bastante complexa, pois engloba a formagdo acrossomica,
condensagéo e alongamento do nucleo, desenvolvimento do flagelo e a perda
de grande parte do citoplasma, que resulta nos chamados corpos residuais.
Estes sdo fagocitados pelas células de Sertoli e os espermatozdides, liberados
para o limen do tibulo (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2004). Cada uma destas
fases dura aproximadamente 1/3 do processo espermatogénico.

Nos tabulos seminiferos de animais sexualmente maduros, as células
espermatogénicas néo estio arranjadas ao acaso, mas sim organizadas numa
série bem definida de associagbes celulares ou estagios. Com excegao de
algumas espécies de primatas, o arranjo dos estagios do ciclo do epitélio
seminifero € segmentar em todos os mamiferos investigados e usualmente
existe somente um estagio por secgdo transversal de tUbulos seminiferos
(LEBLOND e CLERMONT, 1952: RUSSELL et al., 1990). Os estagios se
sucedem numa determinada area do epitélio seminifero, com o decorrer do
tempo. Esta seqiiéncia, assim ordenada, constitui o processo denominado ciclo
do epitélio seminifero (LEBLOND e CLERMONT, 1952; ORTAVANT et al.,
1977, RUSSELL et al. 1 990).

O processo espermatogénico € controlado por fatores extra e intra-
testiculares. Os horménios hipofisarios glicoproteicos 0 FSH e o LH séo

considerados os principais fatores extra-testiculares e exercem controle sobre a
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espermatogénese (WALKER e CHENG, 2005). Inumeros sdo os fatores intra-
testiculares produzidos pelos componentes do compartimento tubular e
intersticial que também influenciam o processo espermatogénico, entre os
quais podemos citar a testosterona, inibina, endorfina, CRH (horménio liberador
de corticotrofina) e mais recentemente a serotonina (TINAJERO et al., 1992,
1993; SHARP, 1994, FRANCA e RUSSELL, 1998).

A temperatura é um fator muito importante para o processo
espermatogénico. Nos testiculos deve ser aproximadamente 35° e pode ser
controlada por mecanismos locais: pelo plexo venoso, chamado pampiniforme,
pela secre¢do sudoripara e pela contragdo dos musculos cremastéricos
(JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2004).

Os espermatozdides apés sairem dos tubulos seminiferos, vdo em
diregdo ao epididimo, porém ainda nao podem fertilizar o 6vulo. E necessario
que permanegcam no epididimo por cerca de 18 a 24 horas, processo
denominado maturagdo. Para isso, as células de Sertoli e o epitélio do
epididimo secretam um liquido contendo os horménios testosterona e
estrogénio, enzimas e nutrientes, que da motilidade aos espermatozdides.

Para estar dentro da normalidade, mais de 30% dos espermatozdides
ejaculados devem apresentar boa motilidade total em uma hora apés serem
ejaculados.

Os testiculos de um adulto jovem que formam em média 120 milhdes de
espermatozdides por dia, que podem ser armazenados no epididimo e na
ampola do canal deferente (GUYTON, 2002).

Em alguns casos, o volume ejaculado, o Ph, o numero de

espermatozodides, a motilidade, a vitalidade (que é a capacidade dos
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espermatozdides se manterem moveis apés trés horas apos ejaculagdo em
temperatura ambiente) encontram-se normais, no entanto, a morfologia dos
espermatozoides pode estar bastante alterada; Quando o nimero e motilidade
dos espermatozdides estdo reduzidos, efou existe um alto indice de
anormalidades acentuadas, a capacidade de fertilizacdo diminui (CRESPILHO
et al., 2006).

Idade, estresse, Diabetes Mellitos, tabagismo, algumas drogas, dentre
outros fatores, podem influenciar ndo s6 a erecdo, libido, ejaculagdo, como

também a fertilizag3o.

3.2 Glandulas Anexas

As vesiculas seminais e a prostata sdo estruturas anatémicas
fundamentais no processo de reprodugcdo e na funcionalidade dos
espermatozoides humanos e encontram-se no interior da cavidade pélvica.

As vesiculas seminais sdo estruturas alongadas, localizadas superior &
prostata, entre o fundo da bexiga e o reto. Cada vesicula seminal é formada
por um tubo sinuoso revestido por epitélio secretor, que secreta um liquido
viscoso alcalino, rico em frutose e outras substancias nutritivas, além de
prostaglandinas e fibrinogénio. Isso ajuda a aumentar o volume do contetido
ejaculado. No momento da ejaculagdo, cada vesicula seminal secreta seu
contetido no duto ejaculatério (GUYTON, 2002; MOORE, 2007, SCHUNKER,
2007).

A prostata é a maior das glandulas anexas do sistema reprodutor, com

cerca de 20g, tem aproximadamente 3x4x2cm de comprimento, largura e
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espessura, respectivamente no humano. Envolve uma parte da uretra, sendo
composta por uma porgéo glandular e outra, fibromuscular. Apresenta-se e sua
morfologia é formada por uma base (relacionada ao colo da bexiga), um apice
(voltado para baixo), uma face anterior (voltada para a sinfise pubica) e outra
posterior (relacionada a ampola retal) e envolvida por uma céapsula fibrosa.
Secreta um liquido leitoso, fino e alcalino (pH de 6,4), que se junta ao conteudo
ejaculado, desembocando na uretra prostatica, dando mais funcionalidade aos
espermatozdides (MOORE, 2007; SCHUNKER, et al., 2007).

As glandulas bulbouretrais tém tamanho aproximado de uma ervilha e
situa-se postero-lateralmente a porcdo membranacea da uretra, secreta um
liquido mucoso, que é jorrado na uretra durante o processo de excitagéo
(MOORE, 2007). Nos machos humanos, essas glandulas participam
principalmente na lubrificago, importante para o momento do coito e que
antecede a ejaculagdo, porém & inexistente no sistema reprodutor do rato.

O contetdo ejaculado humano apresenta valores de referéncia entre 1,5
e 5,0ml ou de 2 a 6ml, com pH alcalino, sendo composto de espermatozoéides e
pelo fluido seminal, que & o resultado de secregdes provenientes dos
testiculos, epididimo, prostata, das vesiculas seminais e das glandulas bulbo-

uretrais (SCHUNKER, et al. 2007).
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4 Objetivos

4.1 Objetivo geral

e Verificar os efeitos da Olanzapina sobre a espermatogénese de
ratos Wistar pos-piberes, nas dosagens de 1mg/kg, 2,5mg/kg,

5mg/kg e 10mg/kg.

4.2 Objetivos especificos

o Investigar os efeitos da Olanzapina, em ratos, sobre a incidéncia
de niveis plasmaticos de niveis de testosterona e influéncia na
espermatogénese;

e Analisar o peso corporal dos ratos do 1° ao 46° dia do

experimento;

e Analisar as estruturas do aparelho reprodutor dos ratos levando
em consideracéo alguns parametros:

a) Peso dos testiculos, epididimo, da vesicula seminal, prostata, adrenal
no 46° dia;

b) Proporcbes volumétricas entre componentes do parénquima

testicular e diametro dos tibulos seminiferos;
c) Morfologia das células da linhagem espermatogénica e das células
de Sertoli através de microscopia de luz e as relagdes quantitativas

entre as mesmas,
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d) Populagdo celular dos tubulos seminifero no estadio 7, pelo sistema

acrossomico, do ciclo do epitélio seminifero (CES),

e) Numero de células de Sertoli por grama testicular e por testiculo;

f) Produgdo espermatica didria estimada através da histologia

quantitativa dos testiculos;
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5 Materiais e Métodos

5.1 Animais

Foram utilizados 25 ratos machos Wistar (Rattus norvegicus, var.
albinus) pertencentes ao biotério da Area de Fisiologia Animal do
DMFA/UFRPE, os quais foram mantidos, junto com as maes, na temperatura
23° + 1°C, em ciclo claro-escuro de 12 horas. Agua e comida oferecidas ad
libitum, até o término do experimento. Os ratos pds-puberes foram escolhidos
por amostragem nao probabilistica de conveniéncia e submetidos aos diversos
tratamentos, de acordo com o grupo experimental: controle soro fisioldgico
(n=5), 1mg/Kg (n=5), 2,5mg/Kg (n=5), 5mg/Kg (n=5), 10mg/Kg (n=5) de
Olanzapina.

A dose de Olanzapina foi administrada por 45 dias, via injegdo
intraperitoneal, diariamente por 45 dias. A pesagem dos animais foi realizada
diariamente por 46 dias nos grupos controle e tratados, para acompanhamento

da curva de crescimento corporal e calculo das doses de Olanzapina.

5.2 Dosagem de Testosterona

Antes do inicio do processo de fixagdo por perfusdo, as amostras de
sangue foram colhidas por pungdo do seio venoso da veia cava. Apds este
procedimento as amostras foram dessoradas por centrifugacdo e

acondicionadas em ependorffs de 1,5mL e congeladas a -20°C.
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A dosagem foi realizada pelo método de enzima-imuno-ensaio (ELISA
- Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay), com leitura de absorbancia em
405nm, conforme descritos por BROWN et al. (2004).

Para este ensaio inicialmente 66,7uL do anticorpo (Polyclonal anti-
testosterona R156/7, Coralie Munro, University of California, Davis, USA))
foram diluidos em 5mL de tamp&o (coating buffer; Na;CO3, NaHCO;, H,0 ultra
pura, pH ajustado para 9,6) e 50uL desta solugdo de anticorpo foram
adicionados em cada pogo da placa (NUNC Immuno TM plates, Maxisorp).
Apds isso, a placa foi coberta com selador plastico e mantida a 4°C por 12
horas no maximo.

Uma vez preparada a placa, preparou-se a curva padréo, por meio de
diluicbes seriadas de 250pL do padrdo de concentragdo 600pg/50uL de
testosterona (17-hydroxy-4-androsten-3-one, Steraloids, Sigma A6950) até a
concentragdo de 2,3pg/50ul, em 250uL de solucdo de ensaio de ELISA
(NaH2PO4; Na;HPO,; NaCl; BSA - Sigma Aldrich, A7906; H2O ultra pura, pH
ajustado para 7,00). O horménio conjugado com a enzima HRP (Testosterone-
horseradish Peroxidase) foi também diluido (33,3uL em 5mL da solugéo de
ensaio de ELISA).

Imediatamente antes de dar inicio ao ensaio, a placa foi lavada 5 vezes
com a solugdio de lavagem (NaCl; Tween 20 - Sigma, P1379; H20 ultra pura) e
o excesso de solugdo é retirado batendo-se a placa em papel toalha. A seguir,
em cada pogos correspondentes foram pipetados 50uL dos padrdes, controles
e amostras e logo apés 50uL da HRP, com o cuidado de ndo se ultrapassar

mais que 10 minutos neste processo. A placa foi novamente coberta com 0
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selador e deixada incubando por exatamente 1 hora, em temperatura ambiente.
Apés esse periodo foi repetido o procedimento de lavagem.

Finalmente, preparou-se, imediatamente antes do uso, a solugdo de
substrato para ELISA combinando 40uL 0,5M H,O,, 125uL 40 mM ABTS
(Calbiochem, ABTS™ Chromophore, Diammonium Salt) e 12,5mL de solugao
de substrato para ELISA (acido citrico; H;O ultra pura, pH ajustado para 4,00).
Adicionou-se 100ul em todos os pogos contendo padrdo, controle ou amostra.
Cobriu-se a placa, para incubar em temperatura ambiente e sob agitagdo
(Multi-Pulse Vortexer, modelo 099A VB4, 50/60Hz - Glass-Col®), até que a
densidade o6ptica dos pogos zero fique entre 0.9 e 1. Procedeu-se entdo a
leitura no leitor de microplacas (TECAN).Todas as amostras foram lidas em

duplicata, com coeficiente de variacéo intra e inter-ensaio menor do que 10%.

5.3 Perfusao Tecidual e Processamento Histolégico

Apbs a fase de aplicagdo do farmaco, os ratos foram heparinizados (125
Ul/100g de peso corporal) e anestesiados por injegdo intraperitonial de
tiopental sodico (30mg/Kg; ROCHE, Brasil), e submetidos a perfusdo
intracardiaca com solugéo fisiolégica de NaCl a 0,9%, acrescida de heparina
sodica (S500UIL; AKZO ORGANON TEKNIKA) e nitroprussiato de sodio
(100mg/L; SIGMA), por um periodo de tempo entre 5 e 10 minutos. Apés a
lavagem do sistema vascular, houve a perfusdo com solugdo fixadora de
glutaraldeido (VETEC, Brasil) a 4%, em tampéao fosfato de sodio, pH 7,2 e

0,01M, durante 25 minutos.
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Apds o término da perfusdo, foram removidos e pesados: testiculos,
epididimos, vesicula seminal, prostata, adrenal.

Os érgéos do sistema reprodutor foram avaliados histologicamente para
detecgdo de alteragbes nas estruturas do parénquima. No testiculo também foi
realizada a avaliagdo morfométrica.

Os testiculos foram seccionados em fragmentos de até 2mm de
espessura 0os quais foram submetidos a re-fixagdo na mesma solucdo de
perfusdo. Para os estudos ao microscopio de luz, os fragmentos foram
processados rotineiramente para inclusdo em resina plastica & base de glicol
metacrilato (LEICA). Cortes histologicos de 4um de espessura foram corados

em azul de toluidina/borato de sédio a 1% e analisados.

5.4 Analise Morfométrica Testicular

O diametro tubular e a altura do epitélio foram medidos em aumento de
10X usando reticulo micrométrico linear (10mm/100 - Olympus) calibrado com
um micrémetro padrdo. O didmetro tubular médio para cada rato foi obtido a
partir da mensuragdo de quinze tlibulos, em diversos estagios do ciclo do
epitélio seminifero, escolhidos aleatoriamente, com perfis redondos ou
arredondados. A altura do epitélio foi obtida nos mesmos tabulos utilizados
para determinar o didmetro tubular. Para tal, foram tomadas duas medidas
diametralmente opostas, tendo como referéncia a tanica propria e o limite entre
o lume e epitélio germinativo sendo determinada, desta forma, a altura média

do epitélio seminifero.
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Os dados volumétricos da composi¢do do parénquima testicular foram
obtidos usando contagem de pontos por alocagdo sistematica de graticula
micrométrica (Olympus) com 441 pontos de intersec¢éo sobre a preparagdo
histolégica de testiculo em aumento de 400X. Quinze campos foram
contabilizados aleatoriamente somando um total de 6615 pontos para cada
animal.

Do compartimento tubular foram avaliados a tinica prépria, o epitélio
seminifero e o lume. Do intertubular ou intersticial, foram investigadas as
células de Leydig, células e fibras do tecido conjuntivo, vasos sangiliineos e
linfaticos. Como a densidade do testiculo é em torno de 1,03 a 1,04g/mL
(FRANCA, 1991), 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 o peso liquido do testiculo (mg). O valor deste
ultimo foi obtido pela subtragdo 6,5% da albuginea do peso testicular bruto
(RUSSEL e FRANCA, 1995).

O comprimento total dos tabulos seminiferos (CT) por testiculo expresso
em metros foi estimado a partir do conhecimento do volume ocupado pelos
tubulos seminiferos no testiculo e do didmetro tubular médio obtido para cada
animal. A seguinte formula foi empregada (ATTAL e COUROT, 1963; DORST e
SAJONSKI 1974): CT=VTS/nR% onde VTS = Volume total de ttbulos
seminiferos; tR? = Area da secgao transversal dos tubulos seminiferos (R =
diametro tubular/2).

A estimativa dos diferentes tipos celulares que compdem o epitélio

seminifero no estadio 7 do ciclo espermatogénico, classificado de acordo com
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o método acrossomico (RUSSELL et al.,, 1990) foi feita a partir de contagens
dos nlcleos das células germinativas e de nucléolos das células de Sertoli.
Nestas contagens, foram utilizadas cinco secgdes transversais de tubulos
seminiferos para cada animal. Os nucleos dos seguintes tipos celulares foram
contados: espermatécitos |, na fase de pré-leptdteno/ leptéteno (SPT | PI/L);
espermatdcitos |, na fase de paquiteno (SPT | P); espermatides arredondadas

(SPD Ar); nucléolo de células de Sertoli.

Com excegdo dos nucleos das células de Sertoli, as contagens obtidas
foram corrigidas para o didmetro nuclear e espessura do corte histolégico,
utilizando-se a seguinte férmula de Abercrombie (1946) modificada por Amann

e Almiquist (1962):

Espessura do Corte

Espessura do Corte + \/ (sz) } (sz)
2 4

O diametro nuclear médio (D.M.) representa a média das medidas dos

Numero Corrigido = Contagem Obtida x

didmetros dos nulcleos do tipo celular estudado, para cada animal. Os
didmetros nucleares serdo medidos com o auxilio de reticulo micrométrico
linear (10 mm/100 - Olympus) adaptada a uma das oculares de 10x e acoplada

a objetiva de 100x, propiciando um aumento final de 1000x.

No caso das espermatogdnias do tipo A que apresenta nicleos ovoides,
o valor utilizado foi aquele obtido pela média entre diametro nuclear maior e
menor. Os numeros de células de Sertoli foram corrigidos para o didmetro

nucleolar e espessura do corte histoldgico, em virtude disto, foi contabilizada
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exclusivamente células de Sertoli com nucléolo visivel, o que proporcionara

aplicagdo da mesma férmula citada anteriormente.

A populagéo total de células de Sertoli por testiculo foi obtida a partir do
nimero corrigido de nucléolos de células de Sertoli por secgéo transversal de
tibulo seminifero no estadio VIl e do comprimento total de tubulos seminiferos
por testiculo, segundo a formula empregada por Hochereau-de Reviers e
Lincoln (1978): Numero de células de Sertoli por testiculo= [Comprimento total
de tubulos Seminiferos (um) X Numero corrigido de nucléolos de células de
Sertoli por secgdo transversal] / Espessura do corte (um).

A produgéo espermatica diaria por testiculo e por grama de testiculo foi
obtida de acordo com Rocha et al. (1999) e Silva Junior et al. (2006): PED = N°
Total de células de Sertoli por testiculo X numero de espermatides
arrredondadas no estagio VIl X freqiiéncia relativa do estagio Vll/duragdo do
estagio (dias).

Avaliagdo histopatolégica qualitativa da espermatogénese foi realizada
em microscopio BX51 da marca Olympus para detecgdo de provaveis

alteragGes decorrentes da utilizagdo de olanzapina.

59



5.5 Analise Estatistica

Os resultados obtidos nos ensaios in vivo foram expressos através de
medidas de centralidade e dispersdo (média + desvio padrado). Foi utilizado o
programa computacional Statistica 5.1 (StarSoft, Inc., 1998) para realizagéo do
teste de Shapiro-Wilk visando verificar a tendéncia de normalidade dos dados.
Sendo confirmado, se utilizou o programa GraphPad (Instat®, 2000) para
realizagéo do teste paramétrico de Analise de Variancia (ANOVA), utilizando-se
o post-hoc de Tuckey para verificar quais grupos experimentais diferiram entre
si. Alguns dados que ndo seguiram as tendéncias de normalidade, foi realizado
o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, com posterior teste post-hoc de
Dunn. Em todas as andlises estatisticas foi utilizado o nivel de significancia de
5 %.

Os dados biométricos e histométricos foram expressos em média + desvio
padréo. Foram realizadas as andlises de variancia entre os grupos (ANOVA),
teste de Student-Newman-Keuls e o teste de Tukey, com nivel de significincia

de p<0.05.
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6 Resultados

Realizando a estatistica (ANOVA), foram verificadas diferencas
extremamente significantes entre as médias do peso corporal de todos os ratos
dos diferentes grupos, durante os 46 dias. As diferencas foram evidentes tanto
entre o grupo controle e 0os grupos tratados com olanzapina, quanto com 0s
grupos tratados com diferentes dosagens da mesma droga. Observou-se que 0
grupo tratado com a dosagem de 10mg/Kg sofreu redugdo de peso corporal
durante todo o periodo (Tabela 1). Apesar da diferenca de peso observada
entre os animais no inicio do experimento é possivel constatar que a evolugio
do peso corporal nos grupos controle, tratado com 1mg/kg e 2,5mg/kg
demonstraram a mesma tendéncia de crescimento. Por outro lado, os animais
tratados com as maiores dosagens apresentam tendéncia linear na evolugdo

do peso corporal (Figura 6).
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Tabela 1. Médias e desvio padrao dos pesos dos ratos tratados durante 46 dias com diferentes doses de

QOlanzapina.

DIAS CONTROLE Gl G2 - G4
(n=35) (1mg/Kg) (2,5mg/Kg) (Smg/Kg) (10mg/Kg)
(n=3 (n=3) (n =5) (n = 5)
1 391,4 £ 21,44abc 349,6 + 32,33ac 420,8 + 23,29b 384,00 + 48,03abc  343,6 + 19,83ac
4 398,18 + 21, 14abc 354,92 + 32,02ac 42842 £2567b 38494+ 4460abc 3451+ 17,79%c
7 400,24 +22,44abd 353,40+ 34,12acd 41998 +2859bd 376,92 +434%bcd 337,38 £ 17,25ac
10 399,16+21,63abd  353,08+2950acd 422,78 +3247bd 376,58 + 44,39abed 335+ 17,97ac
13 409,72+ 19,85abd 356,20+ 17,67acd 423,38 +3387bd 376,92 +4475abed 334,48 + 15 8lac
16 416,72 + 24,17¢cb 350,46 +30,51ad  427,62+322lbc  380,9+4182abcd 337,36 + 1623da
19 42322+2426abd  36522+28,13acd  433,12+32,11bd 38594+ 4422abcd 334,64 + 18,29ac
2 435,42 + 26, 72¢d 384,04+2525ad 454,86 +3744bc  388,6+3794abcd 337,28+ 1721da
25 445,54 + 37,65¢d 376,68 +25,77ad 44588 +3640bc  391,46+3898abcd 337,48 % 16,11da
28 442,52 + 27,36¢d 378,1 +22,51ad 391,34 £39,91bc 446,26 +39,19abcd 339,36 + 14,02da
31 440,9+2808abd 387,26+ 21,8%acde 453,76 +38,65bde 399,54 +39,75abde 342,14  16,45ac
34 44736+ 31,56bde 388,58 £+20,85ae 451,36 £40,54dbe 400,84 + 39,13abde 339,28 + 14,34c
37 452,1 +33,02¢ 393,62 £18,05ade 455,06 + 38,06bce 398,92 + 37,60abce 334,14 + 17,04ad
40  456,2+ 35 15abde 400,2 +23.45ade 455,74 +39,91bde  404,5 + 40,77abde 337,2  13,50¢
43 455,8 + 34 66ac 406,44 +30,16abc  449,6 + 41,74ac 401,8 +3856abc 331,76 % 13,42ac
46 456,0+ 34,0ac 408, 3+ 28,3abc 453,12+ 40,2ac 404, 28+ 38 0abc 356,0 + 13,2

Letras minusculas diferentes na mesma linha indicam significancia (p<0,05)
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Figura 6 — Curva de desenvolvimento ponderal de ratos Wistar controle e tratados com
diferentes doses de olanzapina durante 45 dias.

Na tabela 2 estdo expressos os valores de médias e desvio padrdo dos
pesos dos 6rgaos de ratos tratados durante 45 dias com diferentes doses de
olanzapina. A anadlise foi considerada significante para peso do testiculo (g)
com p = 0,02. Comparando-se o grupo tratado com 2,5mg/kg e 10mg/kg
observou-se diferenga significativa, com p< 0,05. A tabela 2 mostra o peso dos
orgaos nos diferentes grupos:

Os resultados das comparagdes dos pesos médios epididimarios entre os
grupos experimentais foram considerados extremamente significativos, para
valor de p = 0,0006. Em relagéo ao peso do epididimo, comparando-se o grupo
controle com o grupo que recebeu a dosagem de 10 mg/Kg, foi encontrada
uma diferenga significativa com p < 0,01. E entre os grupos de 2,5 e 10 mg/Kg,
com p < 0,001, observou-se diferenga bastante significativa. Nos demais, nao

se observou diferencga estatisticamente significante.
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A andlise do peso das vesiculas seminais entre os grupos nao foi
significativa, com p= 0,06.

Em relagdo ao peso da prostata, para p = 0,001, foi observada significante
reducdo de peso entre no grupo de 10mg/kg em relagdo ao controle, assim
como entre este grupo e o de 2,5mg/kg. Bastante significativa (p<0,001) foi
também a diferenga entre médias dos grupo tratados com 1mg/Kg e 10mg/Kg
de Olanzapina, com redugédo de peso da prostata sendo observada entre os
animais tratados com a maior dose em comparagéo aos tratados com a menor.

Na analise da testosterona, comparando-se a diferenga entre os grupos,
observa-se: ng/ml (p=0,0084) foi muito significativa, nmol/l foi também
considerada bastante significativa, apresentando o mesmo valor de p da
analise anterior (p= 0,0084) entre o grupo controle e tratado com 10mg/kg de
Olanzapina; O coeficiente de variagdo (CV%) nado foi considerado

estatisticamente significante (Tabela 3).
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Tabela 2; Médias e desvio padrdo dos pesos dos 6rgéos de ratos tratados durante 45 dias com diferentes
doses de Olanzapina.

PARAMETROS CONTROLE G1 G2 G3 G4
(n=5) (1mgiKg)  (25mg/Kg)  (Smg/Kg)  (10mgiKg)
(n=5) (n=5) (n=8) (n=35)
Testiculo direito(g) 1,71+ 0,16 1,6 £ 0,09 1,71 £ 0,07 1,49+ 0,35 1,49+ 0,16
Testiculo esquerdo (g) 1,69+ 0,18 1,61+ 0,07 1,76 £ 0,07 1,49 + 0,36 1,52+ 0,06
Peso testicular médio (g) 1,72+ 0,16ab 1,61+0,08ab 1,71+0,08a 1,49+0,35ab 1,50 +0,04b
Epididimo direito (g) 0,70 + 0,06a 0,62+ 0,05abc  0,65+0,02ac 0,59+0,07bc 0,52 + 0,04b
Epididimo esquerdo (g) 0,66 + 0,07 0,62 + 0,04 0,71+ 0,02 0,62 £ 0,07 0,73 £ 0,43
Peso médio do epididimo (g) 0,68 +0,06a  0,62+004ab 0,68+002a 0,61+0,07ab 0,53 +0,04b
Vesicula seminal (g) 2,68+ 0,52 2,69 + 0,96 2,03 +0,49 2,11+ 0,48 1,65+ 0,56
Préstata (g) 0,99+ 0,31a 1,17+ 0,22a 0,91+ 0,16a  0,81+0,15ab 0,52 +0,08b
Adrenal direita (mg) 40+ 10 30+ 10 40+10 40+ 10 40+00
Adrenal esquerda (mg) 40+ 10 40+ 10 40+10 60+ 10 50+ 0,0

Letras minusculas diferentes na mesma linha indicam significancia (p<0,05)

Tabela 3: Médias e desvio padrdo dos niveis séricos testosterona de ratos tratados
durante 45 dias com diferentes doses de Olanzapina.

CONTROLE Gl G2 G3 G4
Parimetros (n=5) (1mg/Kg) (2,5mg/Kg) (Smg/Kg) (10mg/Kg)
(n=3) (n=95) (n=5) (n=35)

ng/mL  247+176a  220+103ab  0,80%046ab 0,64%0,76ab 0,39 % 0,20b
nMol/L.  858+6,10a  7,65+3,60ab 277+ 159b 221+270ab 1,37+0,71b

CV% 1,57+ 1,19 2,71 +2,01 3,08+174  3,20+318 3,54 +2.37

Letras minusculas diferentes na mesma linha indicam significancia (p<0,05)

Nos dados referentes & volumetria testicular (tabela 4) foi observado que
o peso liquido do testiculo, analisado com teste Kruskal-wallis (ndo
parameétrico), foi considerado significante para os valores de p= 0,02. Como se
pode observar na tabela comparagao entre o grupo controle e o de 10mg/Kg e
entre este e o grupo de 2,5mg/Kg ambas com p< 0,05, foi significante. O
volume de tabulo seminifero para o p= 0,1 ndo foi considerada significante as

comparagdes entre os grupos experimentais.
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Para o epitélio seminifero,

também ndo se observa diferenga

estatisticamente significante (p = 0,096) entre os grupos com valor de p > 0,05.

Nao significante foi também a analise do limen do tubulo (com p= 0,21), tanica

propria (p= 0,5), Leydig (p= 0,081), célula do conjuntivo e vaso (ambas com p=

0,3), onde todos apresentaram valor de p > 0,05; o espago linfatico (p= 0,04) foi

considerada significante apenas a analise entre o grupo controle e o de 10

mg/kg, com p < 0,05.

Tabela 4. Médias e desvio padrdo do peso liquido testicular e de parametros volumétricos do

narénquima testicular de ratos tratados durante 45 dias com diferentes doses de Olanzapina.

Parametros CONTROLE G1 G2 G3 G4
(n=5) (Img/Kg) (2,5Smg/Kg) (Smg/Kg) (10mg/Kg)
(n=95) (n=3) (n=5) (n=5)
Peso Liquido 1608,6 +152,1a  1504,7 £70,7ab 1612,5+76,6a 13953 +3263ab 14057+ 38,1b
Tibulo
. . 1493,0 + 1493 1337,0£ 76,5 1437,9 £ 8598 1268,4 +£293,9 1255,2 £29,6
Seminifero
Epitélio
Seminifero 1207,2 + 1314 1195,0+ 65,3 1312,1+ 81,4 1090,2 +282,6 1113,4 £53.8
Lume tubular | 982 +226 90,3 + 13,6 72,7+ 18,5 84,6+ 142 82,8+ 12,7
Tanica Propria | 78,4 +34,6 51,7+3,2 53,13 +3,9 52,1 +13,7 59.0+33,7
Leydig 38,0+ 6,7 26,1 £3,9 27,09 +£21 27,1 £11,9 25,8+ 89
Conjuntivo 6,6+3,9 28+0,1 267+1,5 23413 4,4+497
Vaso Sanguineo |33,1+152 2357+491  2564+529  17,9+64 22,8 +10,7
Espaco Linfatico | 168,6  36,1° 110,6 +17,3ab  114,8+10,9ab 121,6+888ab  97,4+42,4b
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Na tabela 5§ estdo expressos dados sobre o peso liquido testicular e de
parametros volumétricos do parénquima testicular de ratos tratados durante 45
dias com diferentes doses de Olanzapina.

De acordo com os resultados foi observada redugédo significativa no
didametro tubular dos animais tratados com 1, 2,5 e 10mg/kg em relagdo ao
controle. Da mesma forma foi observado que, independente da dose de
Olanzapina administrada, a altura do epitélio dos animais tratados apresentou
reducéo significativa em relagédo ao grupo controle.

Populagéo das células de Sertoli por secgdo transversal do tubulo
seminifero foi analisada e segundo os resultados observados, n&o houve
diferenca significativa entre os grupos quanto a populagéo deste tipo celular.

De acordo com os resultados referentes ao nimero de espermatides
arredondadas foi possivel constatar uma redugéo significativa de 26% quando
comparamos os valores dos animais controle e tratados 1mg/kg. Da mesma
forma foi observada uma redugdo de 32% na populagéo deste tipo celular por
secgao transversal de tubulo seminifero entre o grupo controle e tratado com
10mg/kg.

O ICS (indice de célula de Sertoli) € um parametro de performace celular
que indica a capacidade de suporte das células de Sertoli em relagdo as
espermatides arredondadas. De acordo com os resultados observados na tabela
5 foi observado aumento significativo deste parametro nos animais tratados com

2,5mg/Kg de Olanzapina em relagdo ao controle e ao grupo tratado com 1mg/kg.
Entre os grupos tratados com 2,5 e 5mg/kg também foi observada diferenga

significativa sendo caracterizado aumento do ICS em G2 comparado ao G3.
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Tabela 5. Médias e desvio padrdo do peso liquido testicular e de parametros volumétricos do
parénquima testicular de ratos tratados durante 45 dias com diferentes doses de Olanzapina.
Letras minusculas diferentes na mesma linha indicam significancia (p<0,05); ICS = Indice de célula
de Sertoli; SPDar=espermétide arredondada; PED= produg&o espermética diria.

“Controle  Imgkg  25mghkg  Smgkg  l0mg
Parimetros (n=5) (n=5) (n=5) (n=5) (n=5)
Diametro Tubular 3870+134° 3468+ 14980  347,9% 12,6b 358,0 £ 26,6ab  329,5  28,4b
Altura do 133,6+48  120,1+87b 1169+ 5,1b 120758  110,8+59b
epitélio
Sertoli/sec¢iio
transversal de 10,0+ 2,9 85+08 6,5+ 1,1 76+1,1 64+15
tibulo seminifero
SPDAr/seccho 737+£11,2  54,6+69b 64,5 + 5,5ab 583+64ab  502+92b
transversal
ICS 77+14ac  65+0,6ac 10,2 + 1,6b 7.8+ 13c 7,95 + 0,7abc
Comprimento Totalde | 5, , ;4 153413 163+ 1,7 13236 16,1 £3,5
Tibulo Seminifero(m
Pop. Cel. Sertoli (x10") {3,007 32+04 2,6£0,5 2,5+0,8 2,60,
PED/Testiculo (x10%)  [16,6+ 1,5 156+ 1,9 19,6 £ 1,92 14,4 +4,02 152+5,0
PED/g/Testiculo (x10%) |10,4+1,5 9.6+0,9 123+1,1 9883 10,177

Na tabela 6 estdo demonstradas as contagens das células dos tubulos

seminiferos por secgéo transversal no estagio VIl.

Para contagem dos paquitenos e pré-leptétenos foi observada uma

reducdo significativa entre o grupo controle e o tratado com 10mg/Kg. Em

relacdio as espermatides arredondadas as diferengas foram consideradas muito

significantes uma vez que, nas comparagdes entre grupos o valor para p foi de

0,002. Entre os grupos controle e 1mg/Kg e entre o controle e o de 10mg/Kg,

houve redugdo estatisticamente significante, com valores de p < 0,05 e < 0,01,

respectivamente.
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Tabela 6. Médias e desvio padrdo do peso liquido testicular e de parametros volumétricos do
parénquima testicular de ratos tratados durante 45 dias com diferentes doses de Olanzapina.

Controle

Parametros (0=5) Img/kg 2,5mg/kg Smg/kg 10mg/kg

(n=5) (n=§) (n=5) (n=5)
Is‘l:rctloélt;lo Cel. 110012201 8,5+ 0,77 6,46 + 1,07 7,55+ 1,13 6,39 £ 1,52
Pré-leptoteno  [2792+548a 218+ 16ab  2540+296ab 2542+430ab 20,73 +2.97b
Paquiteno 30,09+ 47a 23,22+ 0,67ab 28,06+ 1,94ab 26,16 + 6,3ab 22,40 +3,45b
Espermitide 1,3, 1195 s46+60b  64,5+55b  583+64ab  502£92b
Arredondada

Letras mindsculas diferentes na mesma linha indicam significancia (p<0,05).

As avaliagbes qualitativas do testiculo revelaram alteragdes no processo

espermatogénico compativeis com degeneragdo testicular (Figura 7). No o

parénquima testicular dos animais tratados com a dose de 5 e 10mg/Kg de

olanzapina por 45 dias foi observado nos tubulos seminiferos, descamagéo de

células germinativas, presenga de células sinciciais, vacuolizagdo de células de

Sertoli e presencga de células necréticas ou em apoptose no epitélio germinativo

e no lume tubular. Torna-se importante salientar que, apesar de constatada

degeneragbes tubulares, os animais dos grupos tratados com as maiores

doses de Olanzapina apresentaram os 14 estagios do ciclo do epitélio

seminifero (CES).
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Figura 7: Fotomicrografias do testiculo de ratos Wistar pés-puberes tratados durante 45
dias com diferentes doses de Olanzapina.

Figura 7A: Parénquima testicular de animais do grupo controle. Tbulos seminiferos (TS) em
secgdo transversal e espago intertubular (IT), onde s&o encontradas as células de Leydig
(seta). Aumento 100X.

Figura 7B - Detalhe do tabulo seminifero no estéagio VI do ciclo do epitélio seminifero (CES)
e espago intertubular do grupo controle. Espago intertubular contendo vasos (seta). Aumento
200X.

Figura 7C — Parénquima testicular de animais do grupo tratado com 1mg/kg de Olanzapina.
Tubulos seminiferos normais nos estégios do ciclo do epitélio seminifero espago intertubular
contendo vaso sanguineo (seta) em secgéo transversal. Aumento 100X.

Figura 7D — Detalhe do tubulo seminifero no estagio VI do ciclo do epitélio seminifero do
grupo tratado com 1mg/kg de Olanzapina. Aumento 200X.

Figura 7E - Parénquima testicular de animais do grupo tratado com 2,5mg/kg de Olanzapina.
Tubulos seminiferos no estagio VIl e VIl do ciclo do epitélio seminifero em secgdo
transversal. Aumento 100X.

Figura 7F — Detalhe do tibulo seminifero entre estagio IV e V do CES no grupo tratado com
2,5mglkg de Olanzapina. Notar vacuolizagdes no nucleo das células de Sertoli (seta).
Aumento 200X.

Figura 7G — Parénquima testicular de animais do grupo tratado com 5mg/kg de Olanzapina.
Tubulo seminifero em secgéo transversal, no estagio VIl do CES e espago intertubular (IT).
Aumento 100X.

Figura 7H — Detalhe do tibulo seminifero entre os estagios VI e VIl do CES no grupo tratado ;
com Smg/kg de Olanzapina. Aumento 200X. :
Figura 71 — Parénquima de tGbulo seminifero do grupo tratado com 5mg/kg de Olanzapina.
Observar células descamadas em apoptose no lumen tubular (seta preta), célula gigante
sincicial (seta vermelha) e vacuolizagdo do epitélio seminifero (estrela), em seccédo
transversal. Aumento 100X.

Figura 7J — Detalhe da descamagdo de tubulo seminifero do grupo tratado com 5mg/kg de
Olanzapina. Notar células em necrose, descamadas no limen tubular. Aumento 200X.
Figuras 7K e 7L - Detalhe de tibulo seminifero do grupo tratado com 10mg/kg de
Olanzapina. Observar tibulos seminiferos nos estagios VIl e VIl do ciclo do epitélio
seminifero, em secgéo transversal. Aumento 200X.

Figura 7M - Detalhe de tibulo seminifero do grupo tratado com 10mg/kg de Olanzapina.
Observar descamacgdo de espermétides arredondadas (seta amarela) do tubulo seminifero,
células germinativa em apoptose (seta vermelha) e vacuolizacdo de células de Sertoli
(estrela). Aumento 100X.

Figura 7N — Detalhe de tubulo seminifero do grupo tratado com 10mg/kg de Olanzapina.
Observar células descamadas em apoptose no lumen tubular. Aumento 100X.

Figuras 70 e 7P — Detalhe de tdbulo seminifero do grupo tratado com 10mg/kg de
Olanzapina. Observar vacuolizagdo de células de Sertoli (estrela), esperméatides
arredondadas descamadas no limen tubular (seta) e célula gigante sincicial (seta amarela)
em apoptose. Aumento 200X.
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7 Discussio

Muitos estudos experimentais e epidemioldgicos realizados para verificar
a relagdo do peso corporal com o uso de antipsicéticos, coincidem com os
nossos achados. Perrone et al (2004) relacionam o uso da Fluoxetina, um
antidepressivo, com a Olanzapina mostrando melhor eficacia na depresséo
resistente, sem levar ao aumento do peso. No mesmo estudo, relatam a grande
incidéncia de pacientes que ganham peso corpéreo apds 0 uso isolado de
Olanzapina. Ganho de peso é um dos efeitos adversos mais comuns, além de
sonoléncia e/ou sedacdo, edema vascular periférico, hiperglicemia, aumento do
apetite, dentre outros (FROTA, 2001; ALMEIDA, 2006; www.zipreza.com.br).

Como a farmacocinética e farmacodindmica da Olanzapina é
relativamente obscura, é possivel que alteragbes desse metabolismo possam
influenciar no peso corporal (PERRONE, 2004).

Muito embora o grupo que recebeu dose de 10mg diaria ndo tenha
apresentado aumento do peso, 0 ganho ponderal pode estar associado a
ocorréncia de hiper e dislipidemias, um risco que se mostrou cinco vezes maior
entre pacientes tratados com a olanzapina do que entre os que ndo usavam
antipsicotico algum e consistentemente superior a0 da risperidona e dos
antipsicéticos tipicos (FROTA, 2001).

A afinidade da Olanzapina pelos receptores de Serotonina, Dopamina,
acetilcolinicos e histaminicos localizados no centro limbico seria a base da
indugdo farmacoldgica da Olanzapina no aumento do peso.

Individuos em estado de sedacdo ou sonoléncia alimentam-se menos e

acredita-se que esta tenha sido a causa dos ratos do grupo de 10mg/Kg nao
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terem aumentado seu peso corporal, pois todos os ratos estavam em
condigbes semelhantes no biotério. Observa-se uma tendéncia ao crescimento
do peso corporal apés quarenta dias de uso da droga, neste mesmo grupo,
acredita-se ser o inicio da adaptagdo do organismo desses ratos a dosagem
administrada, dando inicio a redugéo do tempo de estado letargico ao qual
inicialmente ficavam.

N&o foram encontrados trabalhos demonstrando a influéncia direta da
olanzapina na espermatogénese, apesar dos relatos dos efeitos de
antipsicdticos na diminuicdo da libido, na disfungdo erétil e nos disturbios
ejaculatorios, como também no aumento de prolactina, embora estes sejam
transitorios e leves, segundo as referéncias.

O peso testicular € um parametro importante na avaliagdo produtiva de um
macho devido a sua correlagdo alta e positiva com a produgdo espermatica
(FRANGCA e RUSSELL, 1998). No presente experimento foi observada uma
reducédo de 12% no peso testicular dos animais tratados com 2,5 e 10mg/kg de
olanzapina. No peso liquido do testiculo a redugéo foi de 13% no grupo tratado
com 10mg/kg de olanzapina em relagdo ao controle.

O hipogonadismo é associado a baixo nivel de testosterona e falha na
espermatogénese (HUHTANIEMI e TOPPARI, 1997). Apesar das redugdes de
peso testicular ndo foram constatadas diferengas na produgdo espermatica
diaria e no rendimento intrinseco da espermatogénese.

O peso prostatico e epididimario apresentaram a mesma tendéncia de
reducé@o de peso nos animais tratados com a dose mais alta de olanzapina.

A prostata € dependente de andrégenos para o seu crescimento,

diferenciagdo e manutengdo de sua integridade estrutural e funcional. Os
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testiculos s&o os maiores secretores de androgenos. A remogéo do suporte
androgénico pode ser acompanhada de uma orquiectomia bilateral, causando
uma rapida regressdo prostatica. A reposigdo subseqiiente de andrégeno
reativa o crescimento prostatico. No entanto, os andrégenos séo os mais
potentes mitogénicos para a prostata, e a testosterona é o maior andrégeno
circulante. Entretanto, o principal mitogénico para a prostata é a 5a-
dihidrotestosterona, a qual é convertida em testosterona pela 5a-redutase,
enzima localizada na prostata de humanos (LEE e JANULIS, 1999).

Da mesma forma que a prostata, o epididimo é um 6rgdo andrégeno
dependente, sendo os metabolitos Sa-reduzidos os principais responsaveis
pela manutengdo da estrutura e fungéo do epididimo, principalmente a Sa-
diidrotestosterona considerada mais potente que a testosterona na manutengéo
funcional epididimaria (ROBAIRE e VIGER, 1995).

Portanto é bastante provavel que um dos efeitos colaterais ainda nao
descritos para a olanzapina, seja a redugdo da funcionalidade de o6rgéos
androgenos dependentes devido a redugdo dos niveis de testosterona e ou
aumento dos niveis de prolactina que por sua vez reduziria o potencial de
sintese de testosterona por parte das células de Leydig. Elevagoes
significantes nos niveis de prolactina podem ser observadas com o uso de
drogas antipsicoticas, as quais produzem uma relevante disfungdo no eixo
reprodutivo em ambos os sexos (WIECK e HADDAD, 2003; IANDER, 2006).

Os niveis séricos de testosterona no presente experimento foram
reduzidos nos animais que receberam as maiores doses de olanzapina.

Entretanto, a maior redugdo e também de significAncia estatistica foi
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constatada no grupo que recebeu a maior dose. Nestes grupos a redugéo de
testosterona plasmatica foi 84,2% em relagdo ao controle.

Diversos estudos sobre testosterona em ratos confirmam que este
horménio é responsavel, juntamente com o FSH, pela manutengéo qualitativa e
quantitativa do processo espermatogénico. Entretanto, a testosterona exerce
um maior efeito na espermatogénese, de maneira que a redugdo dos niveis
séricos e intra-testiculares desse horménio podem levar & degeneragdo
testicular, que inicialmente se reflete no estagio VIl do ciclo epitélio seminiferos
(SHARPE, 1994, FRANCA et al, 2005).

Por outro lado, receptores de dopamina sdo encontrados nas
espermatogénias e em células germinativas dos tlbulos seminiferos (HYUN et
al., 2002; OTTH et al, 2007). Portanto, devido ao fato da olanzapina se ligar a
esses receptores, pode-se entender a que essa droga pode influenciar
diretamente o processo espermatogénico.

No interior dos tubulos seminiferos apenas as células de Sertoli possuem
receptores de testosterona e FSH e assim estas células sdo as principais
reguladoras da espermatogénese (WALKER e CHENG, 2005).

O receptor de andrégeno (RA) é influenciado por FSH e este, regula a
sensibilidade das células de Sertoli para o andrégeno (VERHOVEN e
CAILLEAU 1988, BLOK et al. 1989, SANBORN et al. 1991, BLOK et al., 1992
apud WALKER e CHENG, 2005). Estes receptores aumentam
progressivamente durante o estagio VIl da espermatogénese e diminui logo
depois (BREMNER et al. 1994, VORNBERGER et al. 1994, SHAN et al. 1995
APUD WALKER e CHENG, 2005). O estagio VIl é o dependente da agdo da

testosterona (KERR et al. 1993 apud WALKER e CHENG, 2005). Portanto,
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qualquer modificacao relevante nos niveis de testosterona pode se refletir com
alteragbes estruturais no epitélio germinativo.

O diédmetro tubular e a altura do epitélio so utilizados como parametros
relevantes na avaliagdo da atividade espermatogénica em ensaios
experimentais e toxicologicos (BLANK et al.,1986; ORTH et al., 1988). Nas
andlises dos ratos tratados com olanzapina e do grupo controle, observou-se
que a droga influenciou positivamente na redugdo destes parametros. A
diminuicdo da atividade espermatogénica atribuida a reducdo de diametro
tubular e altura de epitélio germinativo pode estar relacionada a reducdo dos
niveis de testosterona de acordo com o que foi discutido anteriormente.

No presente experimento, as analises da populagdo dos tabulos
seminiferos por seccdo transversal foram feitas no estagio VIl da
espermatogénese, bem como a medigdo dos nicleos dos paquitenos, pré-
leptotenos, espermatides arredondadas e nucléolos das células de Sertoli. De
acordo com os resultados é possivel concluir que a dose mais elevada de
olanzapina reduziu a populagdo de espermatocitos | em pré-leptéteno,
paquiteno e nas espermatides arredondadas. Estes resultados corroboram as
observagbes referentes a reducéo do diametro tubular e altura do epitélio
germinativo e sua relagdo com a atividade espermatogénica.

Apos avaliagdo qualitativa do processo espermatogénico constatou-se a
presenca de espermatides arredondadas descamadas, células sinciciais no
lume tubular. Ailém disso, observaram-se, vacuolizagdo de células de Sertoli,
células apoptéticas e necréticas no epitélio germinativo e lume tubular, nos

animais tratados com dosagens superiores a 2,5mg/Kg de olanzapina.
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Os achados qualitativos corroboram os quantitativos quanto a reducgéo da
populagéo de espermatides arredondadas no estagio VIl do CES observada
nos animais tratados com a maior dose. Nos demais grupos experimentais, ndo
foram observadas alteragbes qualitativas no processo espermatogénico.

As alteragbes observadas nos tibulos seminiferos dos animais tratados
sdo compativeis com a redugdo dos niveis séricos de testosterona. Esta
redugdo esta diretamente relacionada a utilizagdo da droga avaliada e
provavelmente a elevacéo dos niveis de prolactina. De acordo com Katovich et
al. (1985) a hiperprolactinemia induzida em ratos implantados com adenoma de
células lactotréficas MtTW15 produziu lesbes semelhantes as observadas
neste experimento tanto no processo espermatogénico, quanto na redugdo de
peso de oOrgéos sexuais acessorios. Da mesma forma a inducdo experimental
de hiperprolactinemia em ratos utilizando metoclopramida promoveu apoptose
de células germinativas estagio-especifico, o que esta atrelada a diminuigéo da
concentragédo de testosterona (LASZCZYNSKA et al., 2002).

A prolactina € um modulador funcional do eixo HPG (hipotalamo-hipéfise-
gonada) sendo seus niveis séricos normais, fundamentais para desempenho
normal da fungéo testicular. Por outro lado, hiperprolactenemia tem multiplos
efeitos negativos sobre o eixo HPG, principalmente no que diz respeito a
supressdo de GnRH (Horménio liberador de gonadotrofina) e
consequentemente diminuigcdo de gonadotrofinas e produgéo de testosterona
(CICCARELLI et al., 2005).

O diametro tubular e a altura do epitélio estdo de acordo com diferentes
graus da atividade do epitélio seminifero, o que os tornam parametros

importantes na avaliagéo quantitativa da espermatogénese, uma vez que existe
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uma correlagéo positiva entre o didmetro tubular e a atividade espermatogénica
do testiculo (FRANCA e RUSSELL, 1998).

A produgdo espermatica diaria por grama de testiculo é utilizada como
parametro de avaliagdo da eficiéncia da espermatogénese, em ratos Wistar, a
PED por grama de testiculo fica em torno de 23 x 10° espermatide (DADOUNE
e DEMOULIN, 1993) e pode ser relacionada com a menor duragdo da
espermatogénese, maior nimero de células de Sertoli maior densidade
volumetrica dos tubulos seminiferos no testiculo (%), maior nimero de
geracdes de espermatogonias e menor perda de células germinativas durante
a espermatogénese (FRANCA e RUSSEL, 1998). Por outro lado, segundo
Franca et al. (2005) a produgédo espermatica diaria em ratos pode varias entre
17 e 24 milhdes de espermatozéides.

No presente experimento a producéo espermatica diaria variou entre 14
e 19 milhGes de células, estando o valor minimo um pouco abaixo para os
valores da espécie. Mesmo assim ap6s analise de resultados ndo se contatou
influéncia desta droga sobre a produgéo espermatica. Isto pode ser justificado
pelo tempo de utilizagdo da droga inferior ao periodo de duragéo do processo
espermatigénico nesta espécie, 58 dias.

Entretanto os outros resultados ja nos déo subsidios para concluir que a
utilizagéo cronica de olanzapina, principalmente na dosagem de 10mg/kg em
ratos pode produzir alteragdes no processo espermatogénico.

Principalmente porque individuos que necessitam desse medicamento,
fazem seu uso por tempo prolongado e alguns pelo resto da vida. Entdo é de
Se esperar que uma grande parte desses individuos possam apresentar

alguma alteragao reprodutiva.
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8 Conclusio

Utilizagdo cronica de olanzapina em ratos produz modificagdes

morfofuncionais que atingem todo sistema reprodutor uma vez que, alteragbes

nos niveis séricos de testosterona foram constatadas, com redugdo peso
testicular, epididimario e prostatico, alteragdo no processo espermatogénico e
na analise morfolégica do parénquima testicular.

Mais pesquisas devem ser feitas para reforgar e esclarecer a todos os
interessados nos efeitos da Olanzapina na reprodugdo, buscando- se

alternativas e solugdes para que os individuos que realmente necessitam do

uso de antipsicéticos, possam de fato melhorar a qualidade de vida, sem que
isto afete sua capacidade de reproduzir e/ou diminua seu desempenho sexual,

no que tange a libido, erecao e ejaculagéo.
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