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Resumo 

 

Introdução: A prevalência de depressão em adolescentes tem aumentado 

significativamente em todo o mundo. Escitalopram é um inibidor seletivo da recaptação 

de serotonina aprovado para tratamento de transtornos psiquiátricos em crianças e 

adolescentes pela Food and Drugs Administration. Objetivos: Investigar os parâmetros 

espermáticos, o comportamento sexual e o desenvolvimento fetal de ratos adultos 

expostos ao estresse crônico moderado imprevisível (ECMI), desde a peripuberdade até 

a fase adulta, tratados ou não com escitalopram. Materiais e métodos: Cento e oito ratos 

machos foram distribuídos em quatro grupos: GE - submetidos a ECMI; Ge - 

Escitalopram (10 mg/kg, via gavagem); GEe - ECMI + ES; GC - Controle Sham. O 

protocolo para indução da depressão consistiu na exposição dos animais a nove 

estressores diferentes (um estressor/dia), aleatoriamente durante 8 semanas, desde a 

peripuberdade (41 dias pós-parto, dpp) até a idade adulta (97 dpp). O período de 

tratamento com escitalopram começou em 70 dpp e durou 4 semanas. A eutanásia foi 

realizada para coleta de material biológico aos 114 dpp. Foram avaliados parâmetros 

morfométricos e biométricos dos órgãos reprodutivos, parâmetros espermáticos 

qualitativos e quantitativos, análises de estresse oxidativo, dosagens hormonais, 

comportamento sexual, capacidade reprodutiva, malformações fetais e imunoexpressão 

de SIRT1 nos testículos, além da histopatologia testicular. Resultados: Foram observadas 

reduções da produção diária e da concentração de espermatozoides no epidídimo de ratos 

tratados e/ou submetidos ao ECMI. Esses grupos (Ge, GE, GEe) também apresentaram 

redução da: atividade mitocondrial; integridade acrossômica; compactação da cromatina 

espermática; motilidade e vitalidade dos espermatozoides, além de aumento da frequência 

de espermatozoides morfologicamente anormais. O tempo de trânsito espermático através 

do epidídimo foi significativamente maior nos ratos tratados com escitalopram (Ge, GEe). 

Não foram observadas diferenças quanto à fragmentação do DNA espermático. A 

peroxidação lipídica aumentou significativamente nos níveis epididimário (Ge, GE e 

GEe) e testicular (grupo GE). Animais estressados, tratados ou não com escitalopram, 

apresentaram redução na motivação sexual e nos níveis de testosterona. Os grupos Ge, 

GE e GEe apresentaram maior percentual de túbulos seminíferos com alterações na 

histoarquitetura de seu epitélio e redução na imunoexpressão de SIRT1. Aumento de 

alterações esqueléticas na progênie também ocorreram nestes grupos. Animais 

estressados (GE) apresentaram queda nos parâmetros de fertilidade. Conclusão: ECMI, 

com ou sem o tratamento com escitalopram, causa: i) alterações do estado oxidativo no 
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espermatozoide e órgãos reprodutivos masculinos, piorando os parâmetros espermáticos 

qualitativos e quantitativos; ii) redução da motivação sexual e dos níveis de testosterona 

e iii) aumento na frequência das alterações esqueléticas fetais. O protocolo ECMI afeta a 

fertilidade masculina. 

 

Palavras-chave:  1. Estresse. 2. Escitalopram. 3. Espermatozoide. 4. Comportamento 

sexual. 5. Desenvolvimento fetal. 6. Estresse oxidativo 
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Abstract  

 

Background: The prevalence of depression in adolescents has significantly increased 

worldwide. Escitalopram is a selective serotonin reuptake inhibitor approved for treat- 

ment of psychiatric disorders in children and adolescents by the Food and Drugs 

Administration. Aims: To investigate the sperm parameters, sexual behavior and 

development of the fetuses from the adult rats exposed to chronic mild stress (CMS), from 

peripuberty to adulthood, treated or not with escitalopram. Materials and methods: 

Hundred-eight male rats were distributed into four groups: GE - submitted to CMS; Ge - 

Escitalopram (10 mg / kg, via gavage); GEe - CMS + ES; GC - Sham Control. The 

induced depression protocol consisted of the exposure of the animals to nine different 

stressors (one stressor/day), randomly for 8 weeks, from peripuberty (41 days postpartum, 

dpp) to adulthood (97 dpp). Escitalopram treatment period started at 70 dpp and lasted 4 

weeks. The euthanasia was performed for biological material collection at 114 dpp. 

Morphometric and biometric parameters of the reproductive organs, qualitative and 

quantitative sperm parameters, analyzes of oxidative stress, hormonal dosages, sexual 

behavior, reproductive capacity, fetal malformations and expression of SIRT1 in the 

testes were carried out. Results: A reduction of the sperm daily production and sperm 

concentration in the epididymis of rats treated and/or submitted to CMS were observed. 

These groups (Ge, GE, GEe) also showed reduction of the mitochondrial activity; 

acrosome integrity; sperm chromatin compaction; sperm motility and vitality, besides an 

increased frequency of morphologically abnormal sperm. Sperm transit time through the 

epididymis was significantly higher in the escitalopram-treated rats (Ge, GEe). No 

differences were observed regarding the sperm DNA fragmentation. Lipid peroxidation 

increased significantly at epididymal (Ge, GE, and GEe) and testicular levels (GE group). 

Stressed animals, treated or not with escitalopram, presented a reduction in the sexual 

motivation and testosterone levels. The Ge, GE and GEe groups showed a higher 

percentage of seminiferous tubule sections showing histoarchiteture alterations in their 

epithelium and reduction in SIRT1 expression, besides an increase of the skeleton 

alterations in the fetuses. Stressed animals (GE) showed a decrease in the fertility 

parameters. Conclusion: CMS, with or without escitalopram treatment, caused: i) 

changes in the oxidative status of the sperm and male reproductive organs, worsening 

qualitative and quantitative sperm parameters, ii) reduced sexual motivation and 

testosterone levels and iii) increased the frequency of fetal skeletal changes. The CMS 

protocol affects male fertility. 
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Key words: 1. Stress, 2. Escitalopram 3. Sperm 4. Sexual behavior 5. Fetuses 

development. 6. Oxidative stress 
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1.1. Enunciado do problema 

 

De acordo com a Organização Mundial de Saúde (OMS), depressão é atualmente um 

dos principais problemas de saúde no mundo afetando cerca de 280 milhões de pessoas 

(ZEGERS-HOCHSCHILD, 2009; OMS, 2021). Na América Latina, o Brasil lidera o 

ranking de prevalência de depressão, sendo, também, o segundo país com mais casos das 

Américas (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2022).  

A depressão, também, pode estar associada com comportamentos suicidas, 

representando a quarta maior causa de morte entre pessoas de 15 a 29 anos de idade 

(OMS, 2021). Além disso, após a pandemia de COVID-19, transtornos psiquiátricos 

como a depressão se tornaram mais evidentes, trazendo, então, maior preocupação em 

relação ao uso de medicamentos antidepressivos especialmente em jovens adultos (CHEN 

et al., 2020).   

Tratamentos com antidepressivos e antipsicóticos são amplamente utilizados, em 

curto e longo prazo, para controle de depressão, de transtornos causados pelo autismo, 

como também na terapia de crianças e adultos que apresentem atraso no desenvolvimento 

neurológico (ERDEMIR et al., 2014). Dentre os agentes mais utilizados na prática 

psiquiátrica estão os inibidores da monoamina oxidase, os antidepressivos tricíclicos, os 

inibidores seletivos da recaptação de serotonina (ISRS), os inibidores de captação de 

serotonina e noradrenalina, os inibidores seletivos de captação de noradrenalina e 

dopamina, os noradrenérgicos bem como os antidepressivos serotoninérgicos e 

benzodiazepínicos. Todos constituem conjuntos de drogas, as quais podem ser prescritas 

quer de forma isolada quer de forma combinada (SHEEHAN & MAO, 2003).  

Em crianças e adolescentes, o transtorno depressivo maior (TDM) é um problema de 

saúde pública que requer gerenciamento baseado em evidências (FARLEY, 2005). Em 

adolescentes, as significativas morbidade e mortalidade, associadas à depressão têm sido 

motivo de preocupação, há algum tempo, já que o suicídio representa 12% da mortalidade 

neste grupo, tornando-se uma das principais causas de morte nesta faixa etária. De fato, 

adolescentes deprimidos têm apresentado uma taxa 14 vezes maior em tentativas de 

suicídio, ao longo da vida, quando comparados ao grupo de adolescentes não deprimidos 

(BIRMAHER et al., 1996). Além disto, a taxa de recorrência para transtorno depressivo 

maior (TDM) neste grupo, dentro de um período de 5 anos, tem sido mencionada estar 

em torno de 70% (WEISSMAN et al., 1999)  

Estudos epidemiológicos mostram que, muitas vezes, depressão e ansiedade ocorrem 

durante os anos reprodutivos, a partir dos 20 anos (WIEGNER et al., 2015). Em se 
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tratando de pacientes adolescentes com depressão, diferentes opções de tratamento 

clínico estão disponíveis as quais incluem várias formas de psicoterapia, gerenciamento 

médico isolado ou uma combinação de ambas as abordagens. Apesar do sucesso da 

psicoterapia na população de pacientes com depressão ou com transtornos psiquiátricos 

que incluam sintomas depressivos (CURRY, 2001), ênfase substancial tem sido dada à 

pesquisa relacionada ao tratamento farmacológico, com base em resultados bem-

sucedidos, mas que foram obtidos a partir de pacientes adultos. O uso de antidepressivos 

em crianças e adolescentes foi aprovado pelo órgão regulador dos Estado Unidos da 

América (EUA), Food and Drug Administration – FDA, para tratar transtornos 

depressivos maiores (TDM), transtorno obsessivo-compulsivo (TOC), transtorno de 

ansiedade generalizada (TAG) e enurese. Quatro inibidores seletivos de recaptação de 

serotonina (ISRSs) dentre eles o escitalopram que é usado para tratamento em Transtorno 

Obsessivo Compulsivo (TOC) e Transtorno de Déficit de Atenção/Hiperatividade 

(TDAH) em adolescentes, possuem indicações aprovadas pelo FDA na população 

pediátrica. Em 2009, o escitalopram foi aprovado para tratamento agudo e de manutenção 

de TDM em pacientes adolescentes com idades entre 12 e 17 anos (EMSLIE et al., 2009). 

 As drogas do tipo ISRSs, dentre as quais se classifica o escitalopram, são 

frequentemente prescritas e seu uso está diretamente ligado à frequência da desordem 

mental, observada em 6-18% da população (PIRRAGLIA et al., 2003; CARRASCO & 

SANDNER, 2005; CHON et al., 2017). O Centro de Controle e Prevenção de Doenças e 

o Centro Nacional de Estatísticas de Saúde dos EUA (CDC / NCHS) relataram que, de 

acordo com dados de 2007-2008, 4,8% dos adolescentes receberam tratamento com 

antidepressivos neste mesmo país (GU et al., 2010).  

O papel da serotonina na etiologia de uma série de distúrbios psiquiátricos, como 

ansiedade e depressão é bem conhecido. Ela está presente em quantidades significativas 

em muitas estruturas do Sistema Nervoso Central (SNC) e tem papel na regulação de uma 

ampla variedade de funções fisiológicas e na secreção de hormônios, inclusive aqueles 

relacionados à reprodução (AYALA, 2009). Os ISRSs aumentam a quantidade de 

serotonina nas fendas sinápticas por inibição das bombas de recaptação de serotonina 

(HAY & WADSWORTH, 1982). Pesquisas apontam que a serotonina pode ter papel 

tanto inibitório como facilitador na modulação da secreção de gonadotrofinas 

(MOGUILEVSKY et al., 1985; JUSTO et al., 1989; SHISHKINA & DYGALO, 2000; 

ARAGÓN et al., 2005). Alterações nos neurônios serotonérgicos, causados por 

medicamentos, são bem caracterizadas. No entanto, pouco se sabe, a partir de modelos 

experimentais que utilizam animais, a respeito das consequências reprodutivas de tais 
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alterações e sobre as relações dos efeitos destes medicamentos na transmissão 

serotoninérgica cerebral com os mecanismos neuroendócrinos, os quais modulam eventos 

reprodutivos, tais como a secreção de gonadotrofinas, espermatogênese e o 

comportamento sexual (AYALA, 2009). De acordo com Gonzales et al. (1992) e Parisi 

et al. (1984), a perda ou excesso de serotonina pode levar a deterioração dos parâmetros 

espermáticos. Serotonina desempenha um importante papel na modulação da secreção de 

gonadotrofinas como também na maturação sexual em ratos machos (MOGUILEVSKY 

et al., 1985; JUSTO et al. 1989; SHISKINA & DYGALO, 2000). 

Conforme já mencionado, depressão e ansiedade muitas vezes ocorrem durante os 

anos reprodutivos (WIEGNER et al., 2015). Assim, embora os tratamentos 

medicamentosos para a depressão em geral melhorem sintomas depressivos, efeitos 

adversos desses medicamentos podem ocorrer, incluindo alterações dos órgãos 

reprodutivos e da função sexual (CASPAR et al.,1985; ROSEN et al., 1999; NUSIER, 

2007; SAFARINEJAD, 2008; TANRIKUT et al., 2010; RELWANI et al., 2011; ILGIN 

et al., 2017; ROBOON et al., 2017). ISRSs são também indicados para tratamento de 

ejaculação precoce (HATZIMOURATIDIS et al., 2010), como é o caso da sertralina, 

paroxetina, fluoxetina e do escitalopram sendo utilizados na prática urológica 

(HELLSTROM, 2011). Koyuncu e colaboradores (2011) observaram alterações seminais 

em pacientes com ejaculação precoce, os quais foram tratados com escitalopram. Em 

estudo experimental in vitro em que se diluiu separadamente paroxetina, sertralina e 

citalopram, em diferentes amostras de sêmen humano, para subsequente análise sob um 

microscópio de luz, observou-se redução de motilidade e de viabilidade dessas células, 

sugerindo uma ação espermicida, a qual poderia ser atribuída à possível interação de 

drogas deste grupo com a membrana celular do espermatozoide e também a uma possível 

ação destas sobre a membrana interna mitocondrial, o que provocaria a inibição da síntese 

de ATP (KUMAR et al., 2006).  

Resultado semelhante foi observado em outro estudo in vitro (TANRIKUT & 

SCHLEGEL, 2007). Tanrikut e Schlegel (2007), por sua vez, observaram casos de 

oligoastenospermia transitória em dois pacientes depressivos que haviam tomado 

citalopram e sertralina por mais de 6 meses, mas que, entretanto, demonstraram melhora 

significativa nos parâmetros seminais dentro de algumas semanas após a descontinuidade 

do uso dos ISRSs. No que se refere à integridade do DNA, Safarinejad e colaboradores 

(2008) observaram um aumento do dano ao DNA do espermatozoide em pacientes 

depressivos que já estavam recebendo diferentes tipos de ISRSs. Damberg et al. (2000) 

também observaram, em ratos, danos e fragmentação no DNA, porém em neurônios 
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cerebrais, os quais foram desencadeados por aumento do estresse oxidativo, após o uso 

crônico de citalopram.  

Há poucos trabalhos a respeito do impacto de drogas antidepressivas, em particular 

dos ISRSs, sobre a reprodução masculina, utilizando modelo animal de estresse crônico 

moderado imprevisível (RODGERS et al., 2013; SAKR et al., 2015; ROBOON et al., 

2017). Além disto, dados existentes sobre parâmetros espermáticos de pacientes 

deprimidos são em geral fragmentados (SAFANIREJAD et al., 2008; TANRIKUT et al., 

2010; ELNAZER & BALDWIN, 2014). São ainda mais escassas, informações a respeito 

do impacto destes tratamentos medicamentosos sobre a reprodução masculina, em longo 

prazo, com ênfase na produção e na qualidade espermática, quando aplicados a partir da 

infância e da adolescência. Estudos experimentais concernentes à extensão dos efeitos 

negativos do tratamento crônico com escitalopram sobre a integridade do DNA e a 

estrutura da cromatina de espermatozoides, são praticamente inexistentes. Também não 

há dados sobre as repercussões finais de tratamentos com ISRSs, em particular com o 

escitalopram, sobre a fertilidade e a capacidade reprodutiva (taxas de implantação e 

perdas embrionárias), como também sobre a viabilidade e o desenvolvimento da progênie 

de pacientes ou animais de experimentação, que receberam estes tratamentos 

respectivamente desde a pré-puberdade ou a partir da adolescência ou peripuberdade.  

Por outro lado, tanto estresse como depressão; estão associados a alterações do 

sistema reprodutivo via interação com os eixos hipotálamo-hipófise-suprarrenal (HPS) e 

hipotálamo-hipófise-gônada (HPG) (SWAAB et al., 2005). O estresse psicológico pode 

reduzir principalmente o nível sérico de testosterona total, resultando em secundário 

aumento dos níveis séricos de LH e FSH e alteração da qualidade seminal (BHONGADE 

et al., 2015). Outro aspecto importante é que modelos experimentais utilizando roedores 

indicam a ocorrência da transmissão de experiências paternas à prole através de “marcas” 

epigenéticas do espermatozoide (CARONE et al., 2010; GUERRERO-BOSAGNA et al., 

2010; NG et al., 2010; DIETZ et al., 2011; VASSOLER et al., 2013). Em outras palavras, 

o estilo de vida e a exposição paterna a diferentes fatores, ao longo da vida, pode induzir 

à reprogramação epigenética das células germinativas e causar, na prole, um impacto na 

regulação do eixo de estresse Hipotálamo-Pituitária-Adrenal - HPA (RODGERS et al., 

2013). Ainda que espermatozoides não apresentem o maquinário necessário para a 

remodelação da cromatina, as alterações de histonas como também dos padrões de 

metilação e de algumas populações de RNA dos espermatozoides podem indicar que 

respostas hereditárias estariam ocorrendo durante a espermatogênese frente à exposição 
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a fatores ambientais e à experiência de vida paterna (GODMANN et al., 2009; SKINNER 

& GUERRERO-BOSAGNA, 2009; RODGERS et al., 2013).  

As sirtuínas são proteínas altamente expressas em diferentes tipos de células 

germinativas, atuando positivamente sobre a reprodução masculina, uma vez que 

provavelmente funcionam como facilitadores no acondicionamento normal da cromatina 

e no desenvolvimento dos espermatozoides morfologicamente normais (BELL et al., 

2014). A perda da expressão de SIRT1 interrompe a transição de histona para protamina 

(protaminação), a qual ocorre durante a espermiogênese. Como o estresse crônico pode 

alterar mecanismos epigenéticos e, também, levar marcas epigenéticas para a prole, 

resolveu-se investigar a expressão desta proteína nos testículos. Desta forma, propomos 

uma análise de parâmetros reprodutivos de animais adultos expostos ao ECMI a partir da 

peripuberdade, os quais foram tratados ou não com o escitalopram, um ISRS amplamente 

utilizado em distúrbios neuropsiquiátricos, não somente em indivíduos adultos, mas 

também em crianças e adolescentes.  

Com base no exposto, este trabalho investigou os efeitos do estresse moderado 

crônico sobre os parâmetros reprodutivos de ratos adultos sexualmente maduros, os quais 

foram submetidos aos protocolos de estresse a partir da peripuberdade e tratados com 

escitalopram a partir da fase adulta jovem. Além disto, também foram investigados, em 

longo prazo, o impacto da exposição ao ECMI, aliado ou não ao tratamento com 

escitalopram, sobre a estrutura da cromatina, a fragmentação do DNA bem como sobre a 

fertilidade, o comportamento sexual, a capacidade reprodutiva e a progênie. 

 

1.2. Justificativa 

 

Na sociedade moderna, o estresse está intimamente relacionado às disfunções mentais 

e pode induzir depressão e ansiedade. O rato é um modelo reconhecido e largamente 

utilizado em estudos que versam sobre toxicologia reprodutiva (RUSSEL, 1990). O uso 

do modelo de indução de estresse crônico moderado e imprevisível (ECMI), em ratos, 

como uma abordagem pré-clínica de depressão, tem sido também amplamente explorado 

para investigação das psicopatologias induzidas pelo meio ambiente (KAFFMAN & 

KRYSTAL, 2012; YANG et al., 2015; HUI et al., 2016).  

A serotonina é necessária para a espermatogênese normal em ratos sexualmente 

imaturos e tem papel modulador na secreção de gonadotrofinas (MOGUILEVSKY et al., 

1985; JUSTO et al., 1989; SHISHKINA, DYGALO, 2000). Tratamentos com ISRSs 

podem ocorrer durante a fase de adolescência e puberdade dos pacientes e pouco se sabe 
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sobre possíveis danos espermáticos quantitativos e qualitativos nestes pacientes, quando 

adultos, bem como sobre suas consequências futuras para a fertilidade e a viabilidade de 

suas proles. Dados obtidos a partir de triagens clínicas têm apontado para o papel dos 

ISRSs em anormalidades do sêmen. Contudo ainda não foi possível obter dados oriundos 

de triagens clínicas mais amplas que tenham estabelecido uma ligação definitiva entre 

ISRS e infertilidade masculina no que concerne não só à capacidade fertilizante do 

espermatozoide, mas também ao índice de sucesso no desenvolvimento de gestações 

(BREZINA et al., 2012). Embora alguns poucos dados, tanto experimentais (NUSIER et 

al., 2007) como também em humanos (SAFARINEJAD, 2008; TANRIKUT et al., 2010; 

KOYUNCU et al., 2012), apontem para ação danosa de ISRSs sobre parâmetros 

reprodutivos, há escassez ainda maior de dados, nestes casos, informando sobre sucesso 

de fecundação, da implantação e da viabilidade fetal, de modo que esta pode ser uma área 

de amplo interesse (RIGGIN & KOREN, 2015), considerando o aumento do número de 

pacientes jovens em idade reprodutiva, e até mesmo adolescentes, que fazem uso destes 

medicamentos.  

Outro aspecto não menos importante; é o estresse psicológico, que pode 

desencadear alteração da qualidade seminal (BHONGADE et al., 2015) e o fato de que 

exposição masculina ao estresse, tanto durante a puberdade quanto na fase adulta, pode 

causar reprogramação de células germinativas, resultando na transmissão, para a prole, 

de fenótipo de desregulação do eixo de estresse hipotálamo-hipófise-adrenal (RODGERS 

et al., 2013).  
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2 OBJETIVOS 
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2.1. Objetivos gerais 

 

Utilizando o rato Wistar como modelo experimental, esta pesquisa teve por 

objetivo principal avaliar os parâmetros espermáticos quantitativos e qualitativos, o 

desempenho e comportamento sexual, a fertilidade e a capacidade reprodutiva (na fase 

adulta) dos animais expostos ao ECMI, a partir da peripuberdade e durante um período 

completo de espermatogênese, os quais foram ou não tratados com o escitalopram a partir 

da fase adulta jovem.  

2.2. Objetivos específicos 

 

Com o intuito de aprofundar os estudos sobre os efeitos do estresse e/ou do 

escitalopram sobre a reprodução de ratos adultos, propôs-se:  

1- Realizar uma avaliação histopatológica dos testículos; 

2- Realizar a contagem do número de espermátides na etapa 19 no testículo e calcular 

a produção diária de espermatozoides; 

3- Calcular a concentração dos espermatozoides no segmento da cauda epididimária 

e o tempo de trânsito espermático; 

4- Avaliar os níveis hormonais plasmáticos de testosterona e corticosterona; 

5- Avaliar os níveis de fragmentação do DNA espermático bem como a estrutura e a 

protaminação da cromatina dos espermatozoides;  

6- Avaliar a integridade do acrossoma e funcionalidade das mitocôndrias dos 

espermatozoides; 

7- Avaliar a viabilidade, motilidade e morfologia dos espermatozoides; 

8- Avaliar a peroxidação lipídica em nível testicular e epididimário; 

9- Avaliar a capacidade reprodutiva dos animais na fase adulta e o comportamento 

sexual dos mesmos; 

10- Avaliar o efeito paterno sobre malformações fetais externas e internas. 
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3.1. Comitê de Ética 

 

O trabalho foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da UNIFESP/HSP 

(CEUA) em 2018, protocolado sob o nº 6763010218. Todos as normas exigidas pelo 

Comitê de Ética foram seguidas, incluindo o monitoramento periódico dos animais por 

uma veterinária responsável, Marcia Carolina Millán Olivato.  

 

 3.2. Animais e Grupos  

 

Para este estudo foram utilizados 108 ratos machos (Rattus norvegicus albinus) 

em peripuberdade (40 dias de idade) pertencentes à linhagem Wistar. Estes animais foram 

obtidos através do acasalamento de matrizes, sendo 15 machos e 30 fêmeas, provenientes 

do Centro de Desenvolvimento de Modelos Experimentais para Medicina e Biologia 

(CEDEME), da Universidade Federal de São Paulo (UNIFESP). O acasalamento ocorreu 

sempre ao anoitecer. Na manhã seguinte, foi realizado o teste de prenhez (até as 8:00 

horas da manhã), através da verificação da presença de espermatozoides no esfregaço de 

epitélio vaginal. Uma vez constatada a positividade do teste, o dia da realização do mesmo 

correspondeu ao primeiro dia de gestação (WITSCHI, 1962). As proles obtidas foram 

acondicionadas no biotério setorial da Disciplina da Biologia do Desenvolvimento, em 

gaiolas plásticas (40 x 30 x 15 cm), sob maravalha e em condições padronizadas de 

temperatura (22-23ºC), higiene, alimentação e luminosidade (12 horas de luminosidade 

/12 horas de escuridão). Água e ração (Nuvilab CR-1 irradiada, Empresa Nuvital) foram 

livremente ofertadas, excetuando-se em dias específicos de acordo com a descrição do 

item 2 (Tabela 1). O desmame dos filhotes ocorreu aos 22 dias de idade.  

Para a realização da análise da capacidade reprodutiva e do comportamento sexual 

dos ratos machos, foram utilizadas 80 fêmeas adultas (em média, 2 fêmeas para cada 

macho), também fornecidas pelo CEDEME e acondicionadas no biotério setorial da 

Disciplina da Biologia do Desenvolvimento sob as mesmas condições padronizadas de 

temperatura, higiene, alimentação e luminosidade.  

Aos 41 dias pós-parto (DPP), na peripuberdade, os animais foram divididos em 4 

grupos:  

a) Grupo GE, submetido ao estresse crônico moderado imprevisível (ECMI). Para este 

grupo, os procedimentos foram realizados de acordo com a descrição do item 3.2.3.  

b) Grupo Ge, tratado com o escitalopram (Oxalato de Escitalopram, Medley), um ISRS, 

na dose adaptada para ratos de 10 mg/kg/dia (KOYUNCU et al., 2011; YANG et al., 
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2015); o medicamento foi administrado por gavagem, utilizando-se, para tanto, agulha 

apropriada de aço inox BD-12 (cânula com diâmetro 1,2mm, com esfera 2,3mm, raio de 

40mm, comprimento de 54mm). Desta forma, a dose de 10mg/kg de escitalopram foi 

administrada, por 4 semanas (28 dias), no horário entre 9 e 10 horas da manhã. Na semana 

subsequente (quinta semana a partir do início da indução do ECMI), os animais receberam 

metade da dose (5 mg/kg), por 3 dias consecutivos e 2,5 mg por mais dois dias, com o 

objetivo de retirar o medicamento de forma não abrupta, mas gradual, de acordo com o 

recomendado pelo fabricante, evitando possíveis sintomas indesejáveis ocorridos devido 

à descontinuação abrupta. Desta forma, o tratamento com escitalopram prolongou-se por 

33 dias consecutivos, conforme explicado no item 2.3 subsequente.  

c) Grupo GEe, submetido ao ECMI e ao tratamento com o escitalopram, um ISRS, de 

acordo com os procedimentos mencionados previamente.  

d) Grupo Controle (GC): O procedimento de gavagem também foi realizado neste grupo, 

por 33 dias, porém utilizando-se água filtrada.   

Antes do início dos experimentos, aos 40 dias de idade (antes do início da 

submissão dos ratos machos aos estressores), todos os animais foram submetidos aos 

testes de nado forçado (TNF) e de consumo de solução de sacarose 1%, conforme descrito 

no item 2.4. O teste do nado forçado também foi realizado aos 69 dias (24 horas antes do 

início do tratamento com escitalopram), e aos 99 dias de idade (24 horas após o fim da 

submissão dos animais aos estressores). Além disso, o teste de consumo de sacarose 1% 

foi realizado nas idades de 39, 55, 69, 83 e 97 dias. O esquema resumindo o desenho 

experimental está apresentado na Figura 1.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Esquema do desenho experimental realizado neste estudo, exibindo a idade em que cada animal 

foi submetido aos testes de validação do estresse, ao estresse crônico e/ou ao tratamento com escitalopram 

até o momento da eutanásia e a idade das coletas. Legenda: HS: Habituação de sacarose 1,5% (5 dias); 

PNF: Pré-teste de Nado Forçado (10 min); TNF: Teste do Nado Forçado (5 min); TS: Teste de consumo de 

sacarose 1% (24 hrs) 
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3.2.3. Modelo de depressão induzida por estresse crônico moderado imprevisível 

(ECMI)  

 

O ECMI, em roedores, é um modelo utilizado para simulação da depressão clínica 

induzida pelo estresse crônico ambiental. No modelo de depressão induzida por estresse 

crônico moderado imprevisível, a exposição dos animais a diversos tipos de agentes 

estressores induz o desenvolvimento de comportamentos similares ao depressivo, similar 

ao de pacientes com transtornos psiquiátricos, tais como anedonia, alterações no sono, 

diminuição dos comportamentos sexuais e da atividade locomotora (MONTGOMERY et 

al., 2001; MCARTHUR & BORSINI, 2006; CHRISTENSEN et al., 2011; YILMAZ et 

al., 2011; ABELAIRA et al., 2013). Os animais submetidos ao protocolo de ECMI 

exibem aumento nos níveis de corticosterona e no peso da glândula suprarrenal, alterações 

em concentrações plasmáticas de lipídeos e proteínas, diminuição na atividade de enzimas 

antioxidantes e aumento de citocinas pró-inflamatórias (LUCCA et al., 2009). Além 

disso, o modelo vem se mostrando efetivo em estudos que avaliam o efeito antidepressivo 

do escitalopram (MONTGOMERY et al., 2001; CHRISTENSEN et al., 2011; YILMAZ 

et al., 2011). 

Os procedimentos de indução de ECMI duraram 8 semanas para cada animal. 

Desta forma, a indução ECMI foi iniciada nos grupos (GE, GEe) no 41º DPP e realizada 

por 56 dias consecutivos, garantindo um período de 53 dias, tempo de duração da 

espermatogênese no rato (HUCKINS, 1965). A validação da indução do estresse foi 

realizada em 3 momentos, por meio do teste do nado forçado, a primeira aos 40 dias de 

idade (um dia antes do início da submissão dos ratos machos aos estressores), a segunda 

aos 69 dias (24 horas antes do início do tratamento com escitalopram), e a última aos 99 

dias de idade (24 horas após o fim da submissão dos animais aos estressores) de acordo 

com os testes descritos no item 3.2.4. Após 4 semanas (28 dias completos e consecutivos 

de indução de ECMI), teve início, aos 70º DPP, o tratamento com escitalopram que foi 

mantido por 33 dias, portanto, concluído no 103º DPP. A eutanásia dos animais de todos 

os grupos ocorreu no 114º DPP, ou seja, 17 dias após o término do experimento referente 

à indução do ECMI (97º DPP) e 11 dias após o término do tratamento com o escitalopram 

(103º DPP).  O período entre o fim dos tratamentos e a realização da eutanásia (17 dias) 

foi assim considerado com o intuito de melhor avaliar o efeito crônico do estresse, 

eliminando-se, neste caso, uma possível influência direta de um único estressor sobre os 

parâmetros avaliados, em especial, sobre aqueles referentes ao comportamento sexual dos 

animais. O protocolo experimental para indução do ECMI que foi utilizado, baseou-se 
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nos trabalhos de Katz et al. (1981); Gamaro et al. (2003); Jayatissa et al. (2006); Hamani 

et al., 2012; Rodgers et al., (2013); Wilner (2017). Nove diferentes estressores (de acordo 

com o Quadro 1) foram administrados de maneira randomizada, um por dia, 

consecutivamente por 8 semanas. A ordem dos nove estressores variou durante cada 

semana, sem que houvesse a mesma sequência de estressores em cada semana. A duração 

de 56 dias para indução do estresse, por abranger um período completo de 

espermatogênese no rato (53 dias, segundo HUCKINS, 1965) tem, por objetivo, 

possibilitar a exposição das células da linhagem germinativa ao estresse, em todas as fases 

de maturação. Os estressores foram selecionados de modo aos animais não se habituarem 

com eles e, também, de maneira a não induzir dor ou influenciar diretamente, no ganho 

de peso.  

Quadro 1- Protocolo para indução de estresse crônico moderado e imprevisível 

 ESTRESSOR DURAÇÃO 

1 Confinamento em tubo cilíndrico com tamanho e largura de acordo com tamanho do animal  60 min 

2 Novo objeto (8 bolinhas de gude com tamanho e cores semelhantes) Durante a noite 

3 Isolamento social 24hrs 

4 Maravalha molhada Durante a noite (200 mL 

água/100g maravalha) 

5 Cheiro de predador (1:5,000 - 2,4,5-trimethylthiazole; Acros Organics) 

 

60 min  

6 Mudanças múltiplas de caixas 

 

3x/dia 

7 Privação de comida 13 hrs- Semanas alternadas com 

privação de água 

8 Privação de água 13 hrs - Semanas alternadas com 

privação de comida 

9 Privação de sono (um período de contínua escuridão na fase clara) 24 hrs 

 

 

3.2.4. Testes do nado Forçado (TNF) e avaliação do consumo de solução de sacarose 

1%  

 

Os ratos foram submetidos ao teste do nado forçado (TNF), antes do início dos 

experimentos (aos 40º DDP), antes do início do tratamento com o medicamento 

escitalopram (aos 69º DDP) e aos 99º DPP (após vinte e quatro horas de descanso 

decorrentes da exposição ao último agente estressor). O TNF é o modelo mais usado para 

a avaliação do efeito antidepressivo de drogas, podendo também ser usado para verificar 

a presença do comportamento similar à depressão, em ratos (SLATTERY & CRYAN, 
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2012). Ele foi proposto inicialmente por Porsolt e colaboradores (1977), e é 

extensivamente utilizado para avaliação do status depressivo do animal, quantificado pelo 

período de imobilidade, sendo diretamente proporcional à sua intensidade de anedonia 

(SLATTERY & CRYAN, 2012). Os ratos foram inseridos individualmente dentro de um 

cilindro de acrílico com uma profundidade de 30 cm contendo água a 25±1°C, sendo 

incapazes de escapar ou tocar no fundo do recipiente (SLATTERY & CRYAN, 2012; 

YANKELEVITCH-YAHAV et al., 2015). Vinte e quatro horas antes do teste, os animais 

foram submetidos ao pré-teste de nado forçado para reconhecimento e adaptação, houve 

uma modificação no tempo do pré-teste que, originalmente, consistia em 15 minutos. No 

entanto, os animais eram muito jovens e pequenos e não conseguiram completar o tempo 

de 15 minutos. Portanto, padronizou-se o tempo de pré-teste para um total de 10 minutos; 

tendo em vista que não foram encontrados dados na literatura sobre este teste nesta faixa 

etária (40 DPP). No dia seguinte, os ratos foram submetidos ao teste individualmente, por 

um período de 5 minutos o qual foi registrado com o auxílio de uma câmera de filmagem. 

Após o teste, cada animal foi seco e colocado na sua respectiva gaiola.  

Os comportamentos dos animais foram registrados na forma de vídeos e 

posteriormente analisados, classificados e quantificados (Figura 2) durante os 300 

segundos de teste, de acordo com Cryan e colaboradores (2002), através do Software X-

PloRat Versão 2005 em: 

a) Imobilidade: o animal permanece imóvel ou apresenta somente movimentos suficientes 

para manter a cabeça fora da água; 

b) Escalada: o animal movimenta rapidamente as patas dianteiras verticalmente, 

geralmente ao longo das paredes do recipiente; 

c) Nado: o animal movimenta rapidamente as patas dianteiras horizontalmente (com ou 

sem deslocamento pela água) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A B C 
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Figura 2 – Esquema mostrando os três tipos de movimentos analisados durante a realização do 

Teste de Nado Forçado. Sendo A: imobilidade, B: nado e C: escalada. Fonte: Imagem retirada e modificada 

de Cryan et al., 2002.  

 

Um teste adicional também foi utilizado para avaliação do ECMI, para 

investigação de anedonia, através da medida do consumo de solução de sacarose 1% 

(STREKALOVA et al., 2004; HENNINGCEN et al., 2009; SAKR et al., 2015). Antes 

da realização do teste de sacarose e do início dos experimentos, os animais de todos os 

grupos foram habituados, do ponto de vista do paladar, ao consumo da solução de 

sacarose a partir do 30º DPP até o 34º DPP, ou seja, por 5 dias. O teste de ingestão de 

sacarose foi realizado aos 39º DDP (48 horas antes do início do experimento), 55º DDP, 

69º DDP, 83º DDP e aos 97º DDP (modificado de STREKALOVA et al. 2004; SAKR et 

al., 2015). Durante este teste, foram ofertadas por 24 hrs, para livre escolha, duas garrafas: 

uma delas com solução de sacarose 1% e outra apenas contendo água filtrada, colocadas 

em lados distintos da gaiola. Para evitar possíveis efeitos da preferência lateral no 

comportamento de beber, a posição das garrafas foi trocada após 12 horas. Privações de 

água e comida não foram aplicadas antes do teste. O consumo de água e solução de 

sacarose foram avaliados simultaneamente em grupos controles e experimentais através 

da pesagem das garrafas (STREKALOVA et al., 2004) antes e após o teste. A ingestão 

de sacarose foi calculada como uma quantidade de sacarose consumida em ml. Ratos do 

grupo Controle também foram igualmente submetidos ao teste. Os pesos corporais de 

todos os animais foram acompanhados regularmente ao longo dos experimentos para 

avaliação de ganho de peso corpóreo.  

 

3.3. Coleta e análise dos órgãos reprodutivos e das glândulas adrenais  

 

Os ratos machos foram submetidos à eutanásia, de acordo com os procedimentos 

experimentais e com a finalidade a que se destinam, incluindo as matrizes (ratos machos 

e fêmeas) que, após serem disponibilizadas para outros acasalamentos e formação dos 

grupos experimentais, também sofreram eutanásia. Os animais destinados aos grupos 

experimentais foram submetidos à eutanásia aos 114 DPP, na fase adulta, para análises 

espermáticas e dos órgãos reprodutores. Nesta idade já há a produção diária máxima de 

espermatozoides no testículo, bem como há máxima concentração de espermatozoides na 

cauda do epidídimo (ROBB et al., 1978). No dia da eutanásia, os animais receberam uma 
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injeção intraperitoneal de heparina (Clexane ®, 100UI/Kg de peso corpóreo) para 

realização da coleta sanguínea. Transcorridos 15 minutos, os animais receberam injeção 

intraperitonial de cetamina (na dose de 240 mg/Kg de peso corpóreo) a qual foi associada 

ao Cloridato de xilazina (miorrelaxante de ação central, na dose de 24 mg/Kg, via 

intraperitoneal). Esta é a dose letal indicada que deve ser 3 vezes maior que a dose 

anestésica: 80 mg/Kg de cetamina + 8 mg/Kg de xilazina. Foi coletado o sangue de cada 

animal através da incisão transversal na veia cava inferior (OLIVA & MIRAGLIA, 2009). 

Os testículos e epidídimos foram rapidamente coletados, pesados em balança semi-

analítica (Marte - Modelo AS 1000) e reservados para as análises subsequentes. Além dos 

testículos e epidídimos, foram coletadas as próstatas, as vesículas seminais e as glândulas 

adrenais, para obtenção dos pesos. 

 

3.4. Processamento de material testicular para análise em microscopia de luz 

 3.4.1. Análise histopatológica  

 

Fragmentos dos testículos direitos foram fixados por imersão, em solução 

fixadora de Bouin, por 24 a 48 horas. Ao término deste período, os fragmentos foram 

lavados inicialmente em água destilada, desidratados em concentrações crescentes de 

álcool etílico, diafanizados em xilol, infiltrados e incluídos em parafina. Dois cortes 

transversais não consecutivos (10 cortes transversais de mesma espessura separando cada 

um) de fragmentos testiculares (por animal), com espessura de 4μm, foram processados 

para avaliação histopatológica de acordo com os procedimentos de Oliva e Miraglia 

(2009). Para tanto, foram submetidos ao método histoquímico do ácido periódico-reativo 

de Shiff (PAS) com contracoloração pela Hematoxilina de Harris.  

Assim, duzentos cortes de túbulos seminíferos, tratados pelo método do PAS + H, 

foram analisados por animal (100 em cada seção testicular) de maneira aleatória e 

documentadas através de um sistema de análise de imagem computadorizado (Leica 

Qwin-V3; Leica-Cambridge, Reino Unido), acoplado a um microscópio de luz (Olympus 

Bx50). A análise foi realizada sob lente objetiva com ampliação de 20x e as imagens 

capturadas por meio de uma câmera digital conectada ao equipamento.  

As seguintes alterações foram avaliadas: 1- presença de restos celulares no interior 

do lúmen e descamação de células da linhagem germinativa para o lúmen tubular; 2- 

vacuolização intraepitelial.  
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 3.4.2. Imunohistoquímica: imunomarcação da proteína SIRT1 no epitélio 

seminífero  

 

Para a análise imunohistoquímica, os testículos direitos foram fixados, por 24 

horas, em solução de Bouin. Duas seções testiculares não consecutivas dos testículos 

incluídos em parafina, com espessura de 4 micrômetros e obtidas com intervalo de dez 

seções por animal (de mesma espessura entre cada uma) foram desparafinizadas e 

hidratadas. Os cortes foram imersos em tampão citrato (pH 6,0), submetidos à 

recuperação do antígeno em micro-ondas (500w) e lavados em tampão fosfato (PBS, pH= 

7,4). Em seguida, para a inativação da peroxidase endógena, as lâminas contendo os 

cortes foram imersas em solução de peróxido de hidrogênio (3%) por 15 min e, em 

seguida, enxaguadas em PBS. Além disso, a fim de inibir coloração de fundo e bloquear 

ligação não específica, eles foram tratados com albumina de soro bovino (BSA) a 10%, 

durante 45 minutos. Assim, as seções foram incubadas com anticorpo primário anti-

Sirtuin1 (SIRT1) (coelho anti-camundongo, Abcam, ab189494, número de lote 

GR3250046-134, Cambridge, EUA, 1: 4500), durante a noite e em câmara úmida, a 4º C 

(geladeira), com exceção do controle negativo. Após 3 lavagens em PBS, os cortes foram 

inicialmente incubados com o anticorpo secundário biotinilado (anti-coelho e anti-

camundongo) e, sequencialmente, com estreptavidina-peroxidase (kit LSABK0690, 

DAKO - Carointeria, CA, EUA), por 10 min cada e enxaguados em PBS após cada etapa. 

Na sequência, foram tratados com 3,3- tetrahidrocloreto de diaminobenzidina (DAB-

K3468, DAKO), em temperatura ambiente, por 1 min. A hematoxilina de Carraris foi 

usada para contracoloração.  

Assim, 20 cortes de túbulos seminíferos foram analisados por animal de maneira 

aleatória e as imagens documentadas através de um sistema de análise de imagem 

computadorizado (Leica Qwin-V3; Leica-Cambridge, UK), acoplado a um microscópio 

de luz (Olympus Bx50). As células que apresentaram coloração marrom-clara e marrom-

escura foram consideradas positivas. 

 

 3.4.3. Análise da imunomarcação de SIRT1 no epitélio seminífero  

 

A avaliação da imunomarcação de SIRT1 no epitélio seminífero foi realizada de 

acordo com as seguintes análises: 1- quantitativa e 2- qualitativa. Para a análise 

quantitativa, obteve-se a densidade de volume do epitélio seminífero. A densidade de 

volume (Vv) é um parâmetro estereológico que caracteriza a ocupação relativa de 
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componentes específicos em um tecido ou órgão. De acordo com os princípios básicos da 

estereologia, a densidade de área dos perfis analisados (AA) é comparável à sua densidade 

de volume (Vv) e, portanto, apresenta uma interpretação equivalente (GUNDERSEN et 

al., 1988). Desta forma, dados sobre os volumes relativos de determinados tecidos 

analisados podem ser inferidos a partir das medições das suas áreas calculadas. Assim, 

para obter o Vv para a proteína SIRT1 no epitélio seminífero, foram delineadas as áreas 

imunomarcadas cujas imagens foram capturadas, utilizando-se um sistema de análise de 

imagem (Leica Qwin-V3, Leica), acoplado a um microscópio de luz (Olympus BX-50). 

Como resultado, o Vv foi calculado pela razão entre a área total, no epitélio seminífero, 

a qual era imuno-positiva (Ae+) para a expressão de SIRT1 e a área total do epitélio 

seminífero (At) que foi analisada (Ae+/At) (STUMPP et al., 2006; PACCOLA e 

MIRAGLIA, 2016; VAZ et al., 2020). Foram examinadas duas seções testiculares 

distintas por animal e vinte campos, por seção, para cada animal. A imunoexpressão de 

SIRT1, referente à análise estereológica, foi avaliada apenas na área do epitélio 

seminífero. Para a análise qualitativa, a imunoexpressão de SIRT1 foi avaliada em relação 

à presença e intensidade da imunomarcação em todos os tipos de células do epitélio 

seminífero, ou seja, em células da linhagem germinativa e células de Sertoli, como 

também no tecido intersticial. 

 

3.5. Avaliação Espermática Quantitativa 

 

Os testículos e os epidídimos esquerdos dos animais foram destinados para análise 

espermática quantitativa, e congelados a -20°C, quando coletados, no dia da eutanásia.  

 

 3.5.1. Contagem de espermátides no testículo e produção diária de 

espermatozoides  

 

Os testículos esquerdos, previamente pesados e congelados imediatamente após a 

coleta a -20ºC, foram descongelados, descapsulados e homogeneizados, segundo o 

método descrito por Robb e colaboradores (1978). Após o descongelamento do testículo, 

foi retirada sua túnica albugínea, de modo que o tecido testicular possa ser colocado em 

um tubo plástico, ao qual foram acrescidos 5 ml de uma mistura de 0,9% de NaCl e 0,05% 

de Triton X100 para, em seguida, proceder-se à homogeneização com o auxílio do 

homogeneizador Quimis Q-252K-28, em velocidade de 12.000 rpm. Após diluir-se 10 

vezes uma pequena amostra desta mistura contendo Triton X100, esta foi transferida para 
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câmaras de Neubauer (5 campos por animal), procedendo-se à contagem das espermátides 

em etapa 19 da espermiogênese, as quais são resistentes a homogeneização. Para o cálculo 

da produção diária de espermatozoides (PDE), a concentração de espermatozoides por 

testículo é dividida por 6.1, que é o número de dias em que as espermátides em etapa 19 

permanecem presentes no epitélio seminífero destes animais (ROBB et al., 1978). 

 

 3.5.2. Contagem do número de espermatozoides e cálculo do trânsito dos 

espermatozoides no epidídimo  

 

As porções epididimárias esquerdas, ou seja, cabeça+corpo e cauda foram 

separadas logo após a coleta e congeladas até o momento da homogeneização, conforme 

descrito para o testículo. Após diluir-se 20 vezes uma amostra destes homogeneizados, 

foi realizada a contagem dos espermatozoides em câmara de Neubauer para cada um 

destes segmentos. A média aritmética dos campos contados (OLIVA, MIRAGLIA, 2009) 

resulta no número de espermatozoides/órgão; este número é dividido pela PDE para 

obtenção do tempo de trânsito dos espermatozoides em dias, ou seja, o número de dias 

requeridos para que eles atravessem as diferentes porções epididimárias (ROBB et al., 

1978).  Os valores foram calculados em relação ao órgão e grama de órgão, os quais são 

respectivamente: valor absoluto e relativo.  

 

3.6. Análise espermática qualitativa 

 

Na época da eutanásia, conforme descrito no item 2.5, os animais tiveram os 

órgãos reprodutivos coletados. A cauda de cada epidídimo direito de parte dos animais 

foi colocada em PBS (Phosphate-buffered saline) e foram realizadas incisões suficientes 

para a liberação do conteúdo com os espermatozoides, deixando-se extravasar o fluido 

epididimário, por alguns minutos. Parte do fluido epididimário foi coletado e congelado 

a -80° C, ao passo que a outra parte foi usada nas análises a fresco. 

 

3.6.1. Avaliação da atividade mitocondrial de espermatozoides  

 

A atividade mitocondrial dos espermatozoides, colhidos da cauda dos epidídimos 

direitos de parte dos animais, foi avaliada pelo método descrito por Hrudka (1987), o qual 

demonstra a ação da enzima citocromo C-oxidase (CCO), uma das responsáveis pela 

respiração celular e pelo metabolismo energético das células. Este método baseia-se na 
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oxidação da 3,3’-diaminobenzidina (DAB) pelo complexo citocromo C, que inclui a 

CCO. As amostras de fluido epididimário colhidas foram imediatamente incubadas com 

DAB, a 37º C, durante 60 minutos. A avaliação da atividade mitocondrial foi realizada 

sob microscópio de contraste de fase – PH3 (Olympus BX-51TF); foram analisados para 

este escopo 200 espermatozoides para cada animal. A classificação da atividade 

mitocondrial da peça intermediária dos espermatozoides obedece a escala de quatro 

classes (I a IV), proposta por Hrudka (1987): classe I (100% da peça intermediária corada 

– ativo; a bainha mitocondrial tem a aparência de um cilindro compacto e  quase todas as 

mitocôndrias são ativas); classe II (mais de 50% da peça intermediária corada; bainha 

mitocondrial aparece fragmentada, isto é, consiste em segmentos ativos e inativos com 

predominância dos ativos); classe III (menos de 50% da peça intermediária corada; 

espermatozoides com menos da metade da bainha mitocondrial ativa e com poucas 

mitocôndrias ativas dispersas) e classe IV (ausência de coloração na bainha mitocondrial; 

espermatozoides completamente inativos) (CAVALCANTE et al., 2005; BLUMER et 

al., 2008). 

 

3.6.2. Integridade do Acrossoma  

 

A integridade do acrossoma foi avaliada através do método de coloração com 

Peanut agglutinin (PNA), de acordo com a técnica empregada por Varisli et al. (2009) 

com modificações. O PNA é uma proteína tetramérica com especificidade para resíduos 

do terminal β-galactose de glicoproteínas. Logo após a retirada dos epidídimos direitos, 

a porção caudal do órgão é isolada. Então, as caudas dos epidídimos direitos são 

colocadas em PBS (Phosphate-buffered saline), e são realizadas incisões suficientes para 

a liberação do conteúdo de espermatozoides, deixando-se extravasar o fluido 

epididimário, por alguns minutos. Foram quantificados e analisados, em microscópio de 

epifluorescência Nikon Eclipse CI (Nikon) e com filtro apropriado, 200 espermatozoides 

por animal, classificados em: a) íntegros (espermatozoides exibindo fluorescência intensa 

e moderadamente brilhante na região do acrossoma) e b) não íntegros (espermatozoides 

apresentando fluorescência fraca, irregular ou ausente na região do acrossoma), de acordo 

com Varisli et al. (2009). 

 

3.6.3. Análise morfológica dos espermatozoides  
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A avaliação morfológica dos espermatozoides constitui um importante parâmetro 

da análise espermática. Para este fim, foram realizados esfregaços utilizando 

espermatozoides colhidos da cauda dos epidídimos direitos no dia da eutanásia. Os 

esfregaços foram corados pelo método de Shorr (1941) e então, analisados através do 

microscópio de luz sob aumento de objetiva de 50 vezes; 200 espermatozoides são 

observados por animal. Os espermatozoides foram então classificados em normais e 

anormais e a frequência de anormalidades da cabeça, peça intermediária e da cauda, foram 

computadas de acordo com dados de Filler (1993) e Miranda-Spooner et al. (2016), quais 

sejam: 

- Espermatozoides sem curvatura característica da cabeça; 

- Espermatozoides sem cauda, ou seja, cabeças isoladas de espermatozoides; 

- Espermatozoides com implantações angulares da peça intermediária; 

- Espermatozoides com anormalidades da cauda: enrolada, encurvada, quebrada, isolada 

e com implantação irregular; 

 

3.6.4. Vitalidade espermática  

 

A vitalidade espermática foi avaliada por meio da utilização do corante eosina. 

Esta técnica baseia-se no fato de que células mortas apresentam membranas lesadas que 

permitem a penetração de corantes. Para a preparação dos esfregaços em lâminas 

histológicas, foram utilizados 10ul do corante (eosina 5%, diluída em solução fisiológica 

0,9%) e amostras de 20ul de espermatozoides coletadas a partir da cauda epididimária 

direita de cada animal, conforme anteriormente descrito. Após a secagem dos esfregaços, 

foram analisados 200 espermatozoides, sob microscópio de luz, em aumento de objetiva 

de 50x (ASADI et al., 2013), computando-se os espermatozoides corados (mortos) e não 

corados (vivos). 

 

3.6.5. Análise dos parâmetros de motilidade dos espermatozoides  

 

Para a realização do estudo da motilidade, foi utilizada uma amostra de um 

microlitro do conteúdo espermático, retirada da cauda de epidídimos direitos, através de 

pequenas incisões feitas com bisturi (lâmina n°22) que permitiram o extravasamento do 

seu conteúdo. A amostra foi diluída em 40 microlitros de meio HBSS (diluição 1:40) e 

depositada em câmaras de Neubauer.  Esta análise foi feita em tempo máximo de 60 

minutos após a coleta. Foram determinados a quantidade de espermatozoides móveis 
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(progressivos e não progressivos) e imóveis. Foram contabilizados apenas os 

espermatozoides dispostos nos dois quadrantes externos da câmara de Neubauer, 

utilizando-se uma fórmula para obtenção da concentração final, em mililitros, de acordo 

com Keel & Karow (1980). 

 

3.6.6. Análise da estrutura da cromatina dos espermatozoides  

 

Para as análises da estrutura da cromatina dos espermatozoides a porção caudal 

do epidídimo foi isolada e limpa, retirando-se toda a camada de tecido adiposo ali 

presente. Então, a cauda do epidídimo foi colocada em solução de PBS e incisões 

suficientes foram realizadas, nesta porção do epidídimo, com a finalidade de liberação do 

conteúdo de espermatozoides. Em seguida, a solução de PBS contendo os 

espermatozoides foi filtrada (filtros de 100μm), lavada em solução hipotônica (0,45% 

NaCl) e, então, os espermatozoides foram ressuspendidos em PBS e imediatamente 

congelados a – 80ºC até o momento das análises, descritas a seguir: 

 

a) Análise da fragmentação do DNA (Laranja de Acridina)  

 

Com o intuito de avaliar a integridade da estrutura da cromatina dos espermatozoides, 

utilizou-se o método de análise de fragmentação de DNA conhecido como ensaio de 

Laranja de Acridina (Acridine Orange Assay) (VENDRAMINI et al., 2012), cuja 

metodologia, descrita por Evenson e colaboradores (1991; 1999; 2002; 2005), consiste na 

susceptibilidade, que o DNA de espermatozoides, apresenta para sofrer desnaturação em 

pH extremamente baixo, com subsequente exposição a uma solução de coloração 

contendo o corante laranja de acridina (Acridine Orange – AO) o que foi aquilatado 

através de leitura, em tempo real, em um citômetro de fluxo. Os citogramas e histogramas 

foram analisados por meio de um sistema computadorizado específico. Ao final, os dados 

gerados pela leitura por citometria de fluxo foram lançados no programa Winlist 7.0 

(Verity software House – Verity Software, Topsham, Me) para definir: (1) o Índice de 

fragmentação do DNA (IFD); (2): o desvio padrão do IFD e (3): a porcentagem de células 

fora da distribuição normal. 

No dia da análise, as amostras foram devidamente descongeladas em banho-maria 

por 2 minutos, a 37ºC. Para o controle positivo do ensaio, uma amostra contendo 

espermatozoides de animal controle foi diluída em solução de peróxido de hidrogênio 

(7%), em temperatura ambiente por 10 min. Todas as amostras foram sonicadas, com um 
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sonicador ultrassônico, em dois ciclos de 30 segundos, com intervalo de 30 segundos 

entre os ciclos para, desta forma, separar-se a cabeça dos espermatozoides da porção 

correspondente à cauda dos mesmos. Visando preservar as amostras durante o processo 

de sonicação, as mesmas ficaram imersas em gelo para evitar o calor excessivo 

proveniente do equipamento. Na sequência, foram diluídos 200μL das amostras, contendo 

as cabeças e as caudas dos espermatozoides (4x106 cabeças/ml de PBS), em 400μL de 

solução de desnaturação (0,08N de HCL, 0,15m de NaCl, e 0,1% de Triton X-100, pH 

1,4) contidas em tubos de 12x75mm, os quais foram incubados durante 30 segundos. 

Após a incubação, foram acrescentados 1,2 mL da solução de coloração de laranja de 

acridina (0,126M de Na2HPO4, 0,037M de tampão de ácido cítrico, 1mM de EDTA 

dissódico), acrescidos de 0,15 M de NaCl em pH 6,0 e contendo 6μg/mL de laranja de 

acridina (Merck/ Calbiochem-USA, Cotia, Brasil). Após o período de repouso desta 

solução, por 3 minutos e a 4°C, os espermatozoides, nela contidos foram analisados. Para 

cada amostra contendo os espermatozoides dos animais de cada grupo, foram analisados, 

no mínimo, 5.000 eventos (cabeças de espermatozoides). 

 

b)  Análise da fragmentação do DNA (Ensaio Cometa)  

 

O ensaio cometa consiste na análise de células isoladas, diluídas em gel de 

agarose, expostas a pH alcalino, e submetidas à eletroforese horizontal. Este ensaio 

permite a observação da integridade das fitas de DNA álcali-lábeis, de maneira que 

fragmentações de fitas se deslocam do gel de agarose, formando um rastro de fragmentos 

que se assemelha a um cometa (SINGH et al., 1988). O ensaio foi realizado conforme 

protocolos previamente descritos para este tipo de análise em espermatozoides de 

roedores (HAINES et al., 2002; CODRIGNTON et al., 2004; VENDRAMINI et al., 

2012). As análises foram realizadas sob microscópio de epifluorescência Nikon Eclipse 

CI, acoplado ao sistema de análise de imagem específico para Ensaio Cometa (LUCIA 

Comet Assay, v.7.02.00, República Tcheca). Um total de 100 espermatozoides por lâmina 

(uma lâmina por animal) foram analisados, validando-se parâmetros de fragmentação do 

DNA (VENDRAMINI et al., 2012). 

 

c) Avaliação da protaminação da cromatina dos espermatozoides (Chromomycin A3 

Assay)  

 

O protocolo utilizado para detecção da deficiência de protamina na cromatina dos 

espermatozoides foi baseado nos trabalhos de Bianchi et al., 1993 e Maselli et al., 2012 
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utilizando-se o corante Cromomicina A3 (CMA3). O CMA3 liga-se ao DNA nas regiões 

onde há deficiência de protaminas; assim, pode-se determinar os espermatozoides 

imaturos funcionalmente e com anomalias na estrutura da cromatina através da redução 

da protaminação, pela ligação do CMA3 ao DNA espermático (BIANCHI et al., 1993). 

As amostras contendo espermatozoides foram descongeladas (em ambiente com 

gelo) e diluídas em PBS para uma concentração 105 células/mL. O corante Cromomicina 

A3 (CMA3) foi dissolvido em solução tampão McIlvaine (17ml de 0,1 mol/L ácido cítrico 

misturado com 83ml de 0,2 mol/L de Na2HPO4 e 10mmol/ L de MgCl2, pH 7,0) em uma 

concentração de 25mg/mL. As amostras com espermatozoides foram então incubadas 

com o CMA3 (230752; Calbiochem), no escuro, por 20 minutos a 25ºC, posteriormente 

lavadas duas vezes em PBS, sonicadas no gelo e armazenadas no escuro a 4ºC até o 

momento da análise. O controle positivo foi obtido com a pré-incubação dos 

espermatozoides em 200 mmol de ditiotreitol a 37ºC por 10 minutos (MASELLI et al., 

2012). A análise do material foi realizada em citômetro de fluxo FACSCANTO II (BD 

Biosciences, São Paulo, Brasil). Um total de pelo menos 10.000 espermatozoides por 

amostra foi avaliado.  

 

d) Análise de compactação da cromatina do espermatozoide, pelo método Azul de 

Toluidina 

 

O método Azul de Toluidina (TB), também conhecido como "método de 

metacromasia induzida", baseia-se no tratamento ácido, com posterior coloração com TB, 

resultando em grande variedade de tonalidades nas cabeças dos espermatozoides, de 

acordo com a disponibilidade de grupos fosfato no DNA, não ligados à cromatina; assim, 

eles estariam acessíveis para se ligarem às moléculas desse corante (BELETTI, 1992). 

Portanto, esse teste é baseado na afinidade da TB com os grupos fosfato livres do DNA 

de espermatozoides, com baixa compactação e protaminação. O teste de TB é 

amplamente utilizado para análise da compactação da cromatina espermática devido à 

sua coloração de execução simples e por ser replicável (SHAMSI et al., 2011). Portanto, 

é um bom marcador para avaliar a compactação da cromatina.  

Esfregaços de espermatozoides foram fixados em etanol / acetona (1: 1) a 4ºC, por 

30 min, e posteriormente secos em temperatura ambiente. Após a secagem, as lâminas 

foram expostas à hidrólise ácida (HCl 0,1N) a 4ºC, por 10 min. Em seguida, elas foram 

lavadas em água destilada (3x 1 min / cada) e imersas em solução de TB 0,05%, por 20 
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min. Em seguida, as lâminas foram rapidamente lavadas em água destilada e as lamínulas 

rapidamente colocadas posteriormente. 

A análise dos espermatozoides foi realizada em microscópio de luz (Olympus BX-

50) e foram analisados 200 espermatozoides por animal, os quais foram classificados de 

acordo com a coloração em: espermatozoides com cromatina intacta (coloração azul 

claro) e espermatozoides com cromatina não compactada (coloração azul escuro ou 

púrpura) (REZAKHANIHA et al., 2018). 

 

e) Análise da fragmentação do DNA espermático (Kit Halomax)  

 

As amostras congeladas contendo espermatozoides foram descongeladas e 

diluídas em PBS para obter uma concentração de 6x106 células/mL. A análise da 

fragmentação do DNA espermático foi realizada utilizando-se o kit comercial Halomax, 

desenvolvido para rato (Rattus Norvegicus - kit Halomax® - HALOTECH DNA, SL. 

PCM-CLAID - Madri/Espanha). Na primeira etapa do procedimento, as alíquotas de 

espermatozoides foram processadas utilizando-se as lâminas fornecidas pelo kit, de 

acordo com as instruções do fabricante. Este teste baseia-se na dispersão da cromatina 

após exposição a uma solução de lise, conforme evidenciado pela formação de halos de 

cromatina. Assim, numa segunda fase, com o objetivo de evidenciar estes halos, as 

amostras foram coradas com o kit comercial para fluorescência verde (Halotech DNA 

SL). Em sequência, foram analisadas em microscópio de epifluorescência para determinar 

a percentagem de células com DNA intacto e danificado. Cem células foram avaliadas 

por animal, onde espermatozoides com DNA fragmentado mostraram halos largos 

enquanto aqueles sem DNA fragmentado mostraram halos pequenos e condensados. A 

porcentagem de espermatozoides com DNA fragmentado foi obtida por animal. 

 

f) Avaliação da estrutura da cromatina e integridade do DNA dos espermatozoides 

(Ensaio Laranja de Acridina) 

 

O fluido da cauda do epidídimo foi coletado e centrifugado (3000x g por 5 min), 

o sobrenadante removido e a amostra foi ressuspensa em PBS para obter uma 

concentração final de 5x106 espermatozoides/mL. Alíquotas de 7µL foram utilizadas para 

a obtenção de esfregaços, os quais foram secos em temperatura ambiente, por 60 min e, 

em sequência, submersos por 12 h em solução de Carnoy (três partes de metanol para 

uma parte de ácido acético glacial), a 4°C, para fixação. Em seguida, foram secos em 
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temperatura ambiente e, em sequência, cobertos com 3 mL de solução de Laranja de 

Acridina. Esta solução foi obtida usando-se 10 mL (1g / mL) de Laranja de Acridina, 40 

mL (0,1 M) de ácido cítrico e 2,5 mL (0,3 M) de fosfato dissódico (pH 2-3). Os esfregaços 

de espermatozoides foram mantidos no escuro por 15 min e depois cuidadosamente 

lavados em água destilada e cobertos com uma lamínula, antes da secagem. As lâminas 

obtidas foram analisadas utilizando-se microscopia de fluorescência com filtro azul de 

460 nm. Duzentos espermatozoides foram contados por esfregaço/animal. As cabeças dos 

espermatozoides com fluorescência verde foram consideradas normais (cromatina 

íntegra), enquanto aquelas com fluorescência vermelha ou laranja foram consideradas 

anormais, com cromatina alterada (CELEGHINI et al., 2008). 

 

4.0. Dosagem plasmática de testosterona e corticosterona  

 

Aos 114º DDP, os animais pertencentes aos diferentes grupos experimentais (n=10) 

receberam uma injeção intraperitoneal de heparina (Clexane ®, 0,1mg/100g de peso 

corpóreo) para realização da coleta sanguínea. Transcorridos 15 minutos, os animais 

receberam injeção intraperitonial de cetamina (na dose de 240 mg/Kg de peso corpóreo) 

a qual foi associada ao Cloridato de xilazina (miorrelaxante de ação central, na dose de 

24 mg/Kg, via intraperitoneal). Esta é a dose letal indicada que deve ser 3 vezes maior 

que a dose anestésica: 80 mg/Kg de cetamina + 8 mg/Kg de xilazina, de acordo com a 

descrição do item 2.5; em seguida, o sangue foi coletado da veia cava inferior (OLIVA, 

MIRAGLIA, 2009). As amostras de sangue foram centrifugadas a 5000 rpm por 10 

minutos (Centrífuga refrigerada - Eppendorf, Centrifuge 5430 R); o plasma foi separado, 

congelado e armazenado a temperatura de – 20º C, para posterior análises das dosagens 

plasmáticas de corticosterona e testosterona, pelo método ELISA (DHANABALAN et 

al., 2010).  

Os procedimentos para determinação dos níveis de corticosterona, no plasma, foram 

realizados utilizando-se Kit específico de ensaio imunoenzimático pelo método ELISA 

(Kit ELISA – Enzime-linked Immunosorbent Assay) (MARCON et al., 2008). Estes Kits 

empregam a técnica de inibição competitiva ensaio imunoenzimático (ELISA), a qual se 

baseia na correlação inversa entre o hormônio dosado e a concentração na amostra, por 

verificação da intensidade colorimétrica do ensaio (SARKAKI et al., 2009; 

DHANABALAN et al., 2010). Foi utilizado o Kit específico para corticosterona de rato 

(sensibilidade: 4,74 ng/ml) da marca Uscn Life Science Inc.  
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Os procedimentos para determinação dos níveis de testosterona, no plasma, foram 

realizados utilizando-se Kits específicos de ensaio imunoenzimático também pelo método 

ELISA (Kit ELISA – Enzime-linked Immunosorbent Assay) (MARCON et al., 2008). 

Foram utilizados os Kits específicos para testosterona de rato (sensibilidade: 159,5 pg/ml) 

da marca Uscn Life Science Inc. 

 

5.0. Análise de estresse oxidativo  

 

Para análise do estresse oxidativo, no dia da eutanásia, os testículos 

(descapsulados) e os epidídimos foram retirados; amostras de 0,1g destes órgãos foram 

congeladas em Freezer a -80°C. Posteriormente, as amostras foram descongeladas e 

homogeneizadas em solução de KCl 1,15% para determinação de peroxidação lipídica 

(MDA – Malondialdeído).  

 

 5.0.1. Dosagem de peroxidação lipídica  

 

Um dos produtos da peroxidação lipídica é o malondialdeído (MDA), considerado 

um importante marcador do estresse oxidativo, de fácil mensuração através de uma reação 

com ácido tiobarbitúrico (TBARS) (MARNETT, 1999; BENEDETTI et al., 2012). Para 

realização desta análise, foi utilizado o método descrito por Abd-Allah et al. (2009). Após 

o descongelamento do tecido testicular, o mesmo foi homogeneizado como anteriormente 

descrito e, em seguida, adicionados os seguintes reagentes ao homogeneizado testicular: 

1,5 mL ácido acético (20%, pH 3.5), 0,2ml de dodecilsulfato de sódio (8,1%), 1,5ml de 

TBA (0,8%) e 0,7ml de água. Os tubos foram então agitados e incubados em banho-maria 

a 95°C, por 60 minutos. A medida de absorbância foi realizada em espectrofotômetro 

(SpectraMax Plus384, Sunnyvale, CA, USA) a 523nm. As concentrações foram expressas 

em nmolar de malondialdeído/g de tecido.  

 

 5.0.2. Análise do nível de peroxidação lipídica em espermatozoides 

utilizando-se o marcador BODIPY  

 

Métodos para avaliar a produção de espécies reativas de oxigênio (EROS) 

consistem na mensuração indireta das mesmas, através da qual se quantifica a 

concentração de produtos resultantes da peroxidação lipídica, tais como o MDA 

(AYOUB,YOUSIF, AZIZ, 2000) e, mais recentemente, na marcação por sondas, como o 
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boron dipyrromethene difluoride (C11 BODIPY) (AITKEN et al., 2008). O BODIPY 

pode apresentar colorações fluorescentes diferentes as quais são caracterizadas nas faixas 

vermelhas e verdes, dependendo do nível de peroxidação lipídica. Desta forma, uma vez 

que se tenha a produção de EROS aumentada, a fluorescência passa da cor vermelha para 

a verde. As amostras previamente obtidas do fluido epididimário foram ajustadas para a 

concentração de 107 espermatozoides⁄mL em PBS. Para a avaliação fluorimétrica as 

amostras foram tratadas com C11 BODIPY 665/676 (B3932; Molecular Probe), a uma 

concentração final de 2 μM (a partir de alíquotas de 0,2 mM em DMSO) (DOMINGUEZ-

REBOLLEDO et al., 2010). Transcorridos 30 minutos, os espermatozoides foram 

centrifugados a 300x g, por 10 minutos, em solução de PBS para retirar o excesso da 

sonda (BROUWERS & GADELLA, 2003). A avaliação da peroxidação lipídica nas 

membranas de espermatozoides foi realizada em citômetro de fluxo FACSCANTO II 

(BD Biosciences, São Paulo, Brasil) (NEILD et al., 2005; DOMINGUEZ-REBOLLEDO 

et al., 2010). 

 

6.0. Acasalamentos, avaliação do comportamento sexual e da capacidade 

reprodutiva  

 

Após o término dos tratamentos respectivos, aos 114º DPP, um mínimo de dez 

animais de cada grupo foi avaliado quanto ao comportamento sexual, em sala escura, com 

o auxílio de lâmpadas vermelhas de 40 watts e de sistema de filmagem, segundo protocolo 

adaptado de acordo com Agmo (1997). Convém salientar que os animais utilizados para 

os acasalamentos (destinados aos estudos do desempenho sexual, fertilidade e capacidade 

reprodutiva) também foram submetidos à eutanásia para coleta dos órgãos reprodutivos. 

 

 6.0.1. Avaliação do comportamento sexual 

 

Cerca de 20 minutos antes do início da avaliação do comportamento sexual, as 

fêmeas que estavam em proestro/estro foram pareadas com machos vasectomizados 

(KLINEFELTER et al., 1994; KEMPINAS et al., 1998; SCARANO, 1999) para análise 

da receptividade, sendo permitidas a realização de algumas montas e observada a 

presença de postura de lordose nas ratas, indicando a receptividade sexual efetiva. 

Aquelas que apresentaram receptividade (com lordose) foram selecionadas para a 

avaliação do comportamento sexual dos ratos machos experimentais, enquanto as demais 
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foram novamente testadas e utilizadas nos dias subsequentes para a avaliação do 

comportamento sexual.  

A vasectomia foi realizada em 5 ratos machos adultos, da linhagem Wistar, que 

foram anestesiados com xilazina (8 mg/Kg) e cetamina (80 mg/Kg), via intraperitoneal, 

por um período aproximado de 1 hora. A cirurgia foi realizada sob condições assépticas 

e com o auxílio de um heat-pad, permitindo a manutenção da temperatura corpórea dos 

animais durante e após a cirurgia. A área operada foi previamente submetida à tricotomia 

e, em sequência, desinfetada com solução de clorexidina degermante (Riohex 2%®). Os 

ductos deferentes de cada lado foram expostos, um de cada vez, através de uma incisão 

longitudinal (aproximadamente 8 a 10 mm de comprimento) na região inguinal 

correspondente. Os ductos deferentes direito e esquerdo foram ligados em duas regiões 

distintas. Assim, cada ducto foi duplamente ligado (não cortado) de modo que as ligaduras 

se posicionem a aproximadamente 5 mm de distância, uma da outra. Considerando que o 

diâmetro médio do deferente de um rato é de 1,2 mm e o lúmen é raramente superior a 

0,4 mm, foram aplicados os princípios e os instrumentos de microcirurgia na realização 

da operação, utilizando-se lupa estereoscópica e fio de algodão 2-0 para realização das 

ligaduras. O primeiro ponto de ligadura foi fixado a cerca de 1,5 cm da extremidade do 

ducto na base da bexiga urinária, enquanto o segundo ponto foi fixado 0,5 cm a partir do 

primeiro. Após a realização das ligaduras, cada ducto foi seccionado, ou seja, dividido, 

por meio de uma incisão, entre os pontos ligados havendo, então, interrupção na via 

condutora de espermatozoides. Deste modo, o pequeno fragmento do ducto deferente 

entre as ligaduras foi removido. O fechamento da incisão foi realizado em dois planos, 

com sutura contínua, utilizando-se fios de “vicryl” 3-0 para a aponeurose e de 

“mononylon” 4-0 para pele. O cuidado pós-operatório foi realizado por meio do uso do 

analgésico cetoprofeno, não opioide, na dose de 5mg/Kg, administrado 2 vezes ao dia, 

durante 3 dias, através de via subcutânea. Os animais recém vasectomizados foram 

mantidos, por uma semana (7 dias), em gaiolas individuais de polipropileno catalogadas 

(30x20x19 cm). Após 3-4 semanas, os ratos vasectomizados foram liberados para o uso 

nos acasalamentos para seleção de fêmeas receptivas destinadas aos procedimentos de 

análise do comportamento sexual. Após o teste de receptividade de todas as fêmeas, os 

machos vasectomizados foram submetidos à eutanásia.  

Para avaliação do comportamento sexual, os ratos foram individualmente 

colocados em caixa medindo 56x35x31 cm, desprovida de tampa para que ocorra a 

circulação de ar e com parede frontal de vidro, idealizada especialmente para a 

observação do comportamento sexual de ratos. Antes do início da avaliação, cada macho 
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foi introduzido na referida caixa por 5 minutos, para se adaptar ao novo ambiente. Logo 

em seguida, foi introduzida, na mesma caixa, uma fêmea primípara, em fase de pró-estro/ 

estro e apresentando receptividade. Os seguintes parâmetros comportamentais foram 

registrados:  

a) presença ou não de monta nos primeiros 10 minutos iniciais do teste;  

b) presença ou não de ejaculação subsequentes à observação da primeira monta;  

c) latência para a primeira monta: tempo transcorrido até a primeira monta do macho 

sobre a fêmea a partir da introdução da fêmea na caixa de observação;  

d) latência para a primeira intromissão: tempo decorrido até a primeira monta com 

intromissão vaginal computado a partir da introdução da fêmea na caixa de observação. 

A ocorrência da intromissão peniana será inferida pela presença conjunta dos seguintes 

sinais: monta com duração superior a 2 segundos, lordose (encurvamento característico 

do dorso) da fêmea, e limpeza da área genital do macho após a monta (licking). 

e) latência para a primeira ejaculação: tempo decorrido até a primeira ejaculação 

computado desde a introdução da fêmea na caixa de observação. A ejaculação foi 

evidenciada pela observação de monta e intromissão, seguidas pelo levantar do tronco do 

macho e parada por alguns segundos, seguida do período refratário, ou seja, ausência de 

interesse sexual do macho nos minutos seguintes.  

f) número de intromissões até a primeira ejaculação;  

g) número de montas até a primeira ejaculação;  

h) latência para a primeira monta pós-ejaculação: tempo computado entre a primeira 

ejaculação até a primeira monta pós-ejaculatória;  

i) latência para a primeira intromissão pós-ejaculação: tempo decorrido desde a primeira 

ejaculação até a primeira intromissão pós-ejaculatória;  

j) número de ejaculações após a primeira intromissão, observado por um período de 30 

minutos; 

k) número de montas pós-ejaculação: número de montas desde a primeira ejaculação até 

o final do tempo de observação;  

l) número de intromissões pós-ejaculação: número de intromissões desde a primeira 

ejaculação até o final do tempo de observação. 

As latências foram registradas com auxílio de cronômetros manuais e expressas 

em segundos. Os animais que não apresentaram monta nos 10 minutos iniciais de 

observação foram devolvidos às caixas originais e não foram testados novamente; porém 

eles foram mantidos com as respectivas fêmeas para garantir o acasalamento, 
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procedimento necessário para avaliação da capacidade reprodutiva e da fertilidade dos 

ratos machos. 

Na manhã seguinte ao acasalamento, foram obtidos esfregaços de células do 

epitélio vaginal para a detecção da presença de espermatozoides. O dia em que o teste se 

apresentou positivo (presença de espermatozoides) foi considerado o primeiro dia do 

desenvolvimento embrionário (dia 1) (WITSCHI, 1962).  As fêmeas prenhes foram 

separadas dos machos e a evolução da prenhez acompanhada. A partir da obtenção destes 

dados, os seguintes índices são calculados:  

a) número total de montas durante o período total de observação:  

b) frequência de montas por minuto: razão entre o número de montas e o tempo 

transcorrido entre a primeira monta e a primeira ejaculação;  

c) Frequência de intromissões por minuto: a razão entre o número de intromissões e a 

latência para a primeira ejaculação;  

d) Intervalo inter-intromissões: latência para a primeira ejaculação dividida pelo número 

de intromissões até a primeira ejaculação;  

e) Eficiência copulatória (em %): número de intromissões dividido pelo número total de 

montas até a primeira ejaculação multiplicado por 100;  

f) Índice de atividade sexual (IAS): será calculado para todos os animais avaliados, da 

seguinte forma:  

IAS = {[Log (1/LPM) x t] + [Log(1/LPI) x t] + [Log (1/LE) x t] + √TM + e} 50  

Onde: LPM = Latência para primeira monta; LPI = Latência para primeira intromissão; 

LPE = Latência para primeira ejaculação; √TM40 = Raiz quadrada do número total de 

montas e intromissões no tempo total de observação; t = tempo total de observação; e - 

“0” se o animal não ejacular e “4” se o animal ejacular`).  

 

6.0.2. Fertilidade e capacidade reprodutiva  

 

No 20º dia de gestação, as ratas prenhes (resultantes dos acasalamentos com os 

animais para avaliação do comportamento sexual) foram submetidas à eutanásia 

(cetamina na dose de 240 mg/Kg de peso corpóreo associada ao cloridrato de xilazina, 

miorrelaxante de ação central, na dose de 24 mg/Kg, via intraperitoneal), para a coleta do 

útero e dos ovários e para o registro do peso do útero com os fetos, do peso e análise 

macroscópica das placentas, do número de corpos lúteos, do número de sítios de 

implantação, da presença de reabsorções (precoces ou tardias), do número de fetos vivos 

ou mortos e do peso dos fetos para posterior determinação dos parâmetros relativos à 
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fertilidade, prenhez e sítios de implantação (COSTA-SILVA et al., 2007; VENDRAMINI 

et al., 2012), tais como:  

a) Taxa de implantação = (Sítios de implantação/ nº de corpos lúteos) x 100;  

b) Taxa de perdas pré-implantacionais = (nº de corpos lúteos – nº de implantações) / (nº 

de corpos lúteos) x 100; 

c) Taxa de reabsorção = (nº de reabsorções / nº de implantações) x 100; 

 d) Taxa de perdas pós-implantacionais = (nº de implantações – nº de fetos vivos) / (nº de 

implantações) x 100;  

e) Razão sexual = nº de fetos machos/ nº de fetos fêmeas;  

f) Índice de fertilidade: nº de fetos vivos / total de fetos. 

g) Índice placentário = (média peso placentário / média peso fetal); 

 Além disso, as placentas foram pesadas individualmente e, em seguida, foram 

obtidos os valores biométricos dos seguintes eixos: diâmetro maior, diâmetro menor e 

espessura (LEMOS et al., 2014; CHAREST et al., 2018; FURUKAWA et al., 2019). 

 

7.0. Eutanásia, coleta e análise de fetos 

 

 No 20º dia de gestação, as ratas prenhes que foram acasaladas com os animais 

tratados, foram submetidas à eutanásia por superdosagem dos seguintes anestésicos 

associados: (Cetamina, 240 mg/Kg + Cloridrato de Xilazina, 24 mg/Kg, por via 

intraperitoneal). Embora o método de eutanásia utilizado nas fêmeas prenhes seja 

suficiente para promover o óbito dos fetos, por haver interrupção do suprimento 

sanguíneo para os mesmos, os fetos foram também submetidos à eutanásia, pois tivemos 

de exteriorizá-los individualmente. Desta forma, a consciência dos fetos (inconscientes 

antes do nascimento) seria desencadeada em razão do início da respiração (Guia_ 

Eutanásia – CEUA_UNIFESP, 2019). Portanto, os fetos exteriorizados individualmente 

foram rapidamente submetidos à eutanásia por meio da administração de sobredoses de 

Cetamina (240 mg/Kg) + Cloridrato e de Xilazina, (40 mg/Kg,) por via intraperitoneal, 

as mesmas aplicadas às fêmeas. Foi escolhido este tipo de eutanásia em vista da 

necessidade de obter-se fetos com o corpo íntegro para a análise das malformações 

externas e internas.  

 Em sequência, os fetos foram analisados externamente verificando a presença de 

malformações, isto é, analisando-se a forma, o tamanho, o número e a posição de 

estruturas craniofaciais, dos membros anteriores e posteriores, das regiões torácica, 

abdominal, pélvica, dorsal, ventral e caudal. Após a análise, os fetos de cada ninhada 
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foram separados aleatoriamente em dois grupos. Os fetos do primeiro grupo foram 

fixados em solução de Bodian e destinados à análise visceral, de acordo com a técnica de 

microdissecção, proposta por BARROW & TAYLOR (1969), com finalidade de estudar 

as regiões torácicas, abdominais e pélvicas; também foi utilizada uma adaptação dos 

cortes estratégicos propostos por WILSON (1965), com a finalidade de estudar-se a 

região da cabeça. O segundo grupo de fetos foi direcionado para a análise esquelética 

empregando-se a técnica descrita por STAPLES & SCHNELL (1964); as malformações 

foram denominadas e classificadas de acordo com SOLECKI et al. (2003) e 

PAUMGARTTEN et al. (2009). 

 

 7.1. Análise visceral dos fetos  

 

 Para a análise visceral das malformações fetais foram consideradas 3 grandes 

regiões: 1- cabeça, 2- tronco superior e 3- tronco inferior (Figura 3). A cabeça do feto foi 

analisada através da técnica de cortes proposta por WILSON (1965), com adaptações. O 

primeiro corte foi feito transversalmente na região da cavidade oral; a outra parte do 

crânio, a qual foi retirada, foi utilizada para o segundo, terceiro e quarto cortes frontais 

nas regiões pré-glabelar, orbital e vértex, respectivamente. Por meio destes cortes foi 

possível a análise do pólo cefálico, em seu terço superior onde foram observadas as 

órbitas e globos oculares, além do córtex e os hemisférios cerebrais; enquanto no pólo 

cefálico, em seu terço médio, foram avaliados o palato e as narinas.  

 A análise do pescoço e das regiões torácica, abdominal e pélvica foi realizada de 

acordo com a técnica de microdissecção proposta por BARROW & TAYLOR (1969). 

Inicialmente foi realizado um corte na região do pescoço onde foi possível analisar o 

posicionamento e a morfologia da traqueia, do esôfago e da medula espinal. Em seguida, 

foi feito um corte transversal no abdome superior, logo abaixo do diafragma, para retirada 

da porção superior do fígado com o fim de analisar-se a integridade da superfície inferior 

da cúpula diafragmática, os vasos supra-hepáticos, a passagem da aorta e da veia cava 

inferior. Após a remoção do diafragma, foi possível também visualizar sua superfície 

superior.  

 Posteriormente, foi realizada a toracotomia anterior que permitiu a análise do 

timo, dos pulmões e a disposição do coração. Subsequente à retirada do timo, dos lobos 

pulmonares e das aurículas do coração, foram avaliadas as dimensões e a disposição do 

coração e dos grandes vasos.  Logo após, foi feita uma dissecção do coração através da 

realização de 02 cortes, separando ventrículo e átrio direitos, septo interventricular e 
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ventrículo e átrio esquerdos; desta forma, foi possível analisar a integridade das cavidades 

cardíacas e do septo interventricular, como também observar os grandes vasos e as valvas 

cardíacas. 

 Na cavidade abdominal foram observados os lobos hepáticos que, em sequência, 

foram retirados para melhor observação do estômago, das alças intestinais e do baço. 

Posteriormente foram retiradas as alças intestinais, juntamente com o estômago e o baço, 

para que se procedesse a análise das gônadas e das vias genitais internas. Foram também 

avaliados os rins, as glândulas suprarrenais e os ureteres. Em sequência, os rins foram 

retirados para realização de um corte transversal na região do hilo, com o intuito de 

avaliar-se a região da papila renal. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3 – Esquema de cortes propostos por Wilson (1965). Observam-se as regiões de análise: cabeça 

(verde), tronco superior (laranja) e tronco inferior (azul marinho).  

 

 7.2. Análise esquelética fetal 

 A análise esquelética dos fetos foi realizada segundo a técnica proposta por 

STAPLES & SCHNELL (1964), que se refere a, inicialmente, realizar a evisceração dos 

fetos e a retirada do tecido adiposo marrom, presente no dorso do feto. Posteriormente foi 

feita a diafanização dos tecidos moles utilizando solução de KOH 1%, durante 3 dias; em 

seguida, os fetos foram corados em uma nova solução de KOH 1% onde foi adicionado 

o corante alizarina red a partir da solução estoque (5mg/mL), onde os fetos permaneceram 

imersos por 2 a 3 dias. Finalizado este processo, os fetos foram armazenados em glicerina 

até o dia da análise. 

 Os fetos foram analisados utilizando-se um estereomicroscópio (LEICA modelo 

125). Procedeu-se a avaliação dos mesmos no sentido crânio-caudal. Os ossos foram 

observados quanto à sua posição, forma, presença e ausência, como também quanto ao 

tamanho e o nível de calcificação (Figura 4). Foram, desta forma, avaliados: os ossos 

faciais e palatinos; os ossos dos membros anteriores (clavícula, escápula, úmero, ulna e 
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radio); as vértebras e costelas; e os ossos dos membros posteriores (ílio, ísquio, púbis, 

fêmur, fíbula e tíbia).   

 Em razão da idade gestacional em que os fetos foram coletados (20 dias) e, desta 

forma, considerando o estágio do desenvolvimento em que eles se encontravam, as 

falanges dos membros superiores e inferiores não puderam ser avaliadas, já que ainda não 

apresentavam calcificação.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4 -  Esquema ilustrando a ossificação de fetos de ratos.  

 

8.0. Análise estatística  

A análise estatística dos dados foi realizada utilizando-se o programa estatístico 

SigmaPlot 12.0. Para a comparação dos resultados obtidos dos diferentes grupos 

experimentais, utiliza-se o teste paramétrico de análise de variância (One Way Analisys 

of Variance -ANOVA). Quando as diferenças se mostraram significantes, foi empregado 

o teste "a posteriori" de comparações múltiplas de Student-Newman-Keuls (SNK). Por 

outro lado, os resultados que não apresentaram distribuição normal e similaridade de 

variância foram submetidos ao teste não-paramétrico de análise de variância de Kruskal-

Wallis, com teste de Dunn "a posteriori". A análise estatística dos fetos foi realizada 

utilizando-se o programa estatístico Graphpad Prism 9. Para dados qualitativos e 

frequências, utilizou-se o teste do Qui-quadrado seguido, quando apropriado, pelo teste 

exato de Fisher. As diferenças foram consideradas significantes quando p ≤ 0,05 ou p < 

5%. 

9.0. Descarte de resíduos  

Os resíduos químicos e biológicos, bem como os materiais utilizados, foram 

armazenados e/ou descartados obedecendo as normas estabelecidas pela Universidade 

Federal de São Paulo - UNIFESP, para o gerenciamento correto dos mesmos. 
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4 RESULTADOS 
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4.1 Teste do Nado Forçado 

 

O comportamento de imobilidade foi avaliado durante os testes de 5 minutos em 

três diferentes momentos de tratamento: 40, 69, 99 DPP (Figura 5) Aos 40 DPP (antes 

de iniciar o protocolo de estresse) não foram observadas diferenças no tempo de 

imobilidade entre os grupos. Aos 69 DPP (1 dia antes do tratamento de escitalopram) 

todos os animais estressados (GE e GEe) apresentaram aumento significante no tempo de 

imobilidade em comparação aos grupos GC e Ge. Aos 99 DPP (2 dias após o término dos 

estressores e no último dia do tratamento do escitalopram 10mg/Kg), os grupos GE e GEe 

apresentaram um aumento no tempo de imobilidade em comparação aos demais grupos 

(GC e Ge). Além disso, o grupo GEe apresentou uma redução no tempo de imobilidade 

em comparação ao grupo GE.  

 

 

  

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5.  Histogramas dos dados obtidos referente ao tempo de imobilidade em diferentes idades dos 

animais pertencentes aos grupos controle (GC), Escitalopram (Ge), Estresse (GE) e Estresse + Escitalopram 

(GEe). Análise de variância (ANOVA) e teste post hoc de múltipla comparação Student-Newman-Keuls 

(SNK). Valores expressos em médias ± desvio padrão. a: GE, GEe > GC, Ge; b: GE > GEe.  Em D e E, 

fotografias representando o teste de nado forçado em animais de diferentes idades: 40 DPP (D) e 69 DPP 

(E).  
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4.2 Análise do consumo de solução de sacarose a 1% 

 

O consumo de solução de sacarose foi avaliado nos dias 38,55,69,83 e 97 (Figura 

6). Durante as primeiras duas semanas de exposição aos estressores (55 DPP), nenhuma 

diferença significante foi observada entre os grupos em relação a anedonia. Após 1 mês 

de exposição aos estressores (69 DPP) todos os animais que foram estressados (GE e 

GEe) apresentaram uma redução significante no consumo da solução de sacarose em 

comparação aos grupos controle e escitalopram (GC e Ge, respectivamente). No dia 83, 

todos os grupos que foram submetidos ao protocolo de estresse apresentaram uma 

redução no consumo de sacarose em comparação aos grupos de animais não estressados 

(GC e Ge); além disso, o grupo que recebeu escitalopram durante o período de estressores 

(GEe) mostrou um aumento no consumo de sacarose em relação ao grupo somente 

submetido aos estressores (GE), mas sem diferenças entre eles. No último dia dos 

estressores (97 DPP), os ratos estressados tratados com escitalopram por quase um mês 

apresentaram um aumento significante no consumo de solução de sacarose a 1% em 

comparação aos ratos somente estressados. Aos 97 DPP, o grupo GE apresentou menor 

consumo de sacarose em relação aos demais grupos.  

Figura 6. Gráfico representando o consumo de sacarose em diferentes idades de animais referentes 

a todos os grupos. Valores submetidos a análise de variância (ANOVA) e teste post hoc de múltipla 

comparação Student-Newman-Keuls (SNK). Valores expressos em médias ± desvio padrão.  

a: GC, Ge > GE, GEe; b: GC, Ge > GE; c: GC, Ge e GEe > GE. 
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Os dados biométricos dos órgãos reprodutivos obtidos dos animais aos 114 DPP 

dos diferentes grupos experimentais estão representados na Tabela 1. O peso e volume 

testicular absoluto foram significantemente menores nos grupos Ge, GE e GEe em 

comparação ao grupo controle (GC). No entanto, os eixos testiculares não apresentaram 

diferenças estatísticas entre os grupos, mesmo apresentando valores menores que o 

controle.  

O peso absoluto do epidídimo foi menor nos animais tratados com escitalopram 

(Ge e GEe) em relação aos outros grupos (GC e GE), no entanto sem diferença 

significante. Além disso, o peso absoluto da próstata ventral foi significantemente menor 

nos grupos Ge e GEe quando comparados aos demais grupos.  

Os ratos do grupo GEe apresentaram um peso de vesícula seminal cheia menor 

que os demais grupos. Além disso, uma diminuição no peso absoluto da vesícula seminal 

vazia foi observada nos grupos tratados com escitalopram (Ge e GEe) quando comparado 

com os grupos controle (GC) e estresse (GE).  
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Tabela 1: Parâmetros biométricos dos órgãos reprodutivos obtidos aos 114 dias de idade nos grupos Controle (GC), Escitalopram (Ge), Estresse (GE) 

e Estresse + Escitalopram (GEe). 

 

* Valores expressos em média ± desvio padrão. Análise de variância (ANOVA) e teste post hoc de múltipla comparação Student-Newman-Keuls 

(SNK). 

**Valores expressos em mediana e intervalos interquartis (Q1-Q3). Análise de Kruskal-Wallis e teste post hocde Dunn.  

a: GEe < GC; b:  Ge e GEe < GC e GE; c: Ge, GE e GEe < GC. 

 

Parâmetros Grupos (n = 10)  

GC Ge GE GEe 

Peso absoluto epidídimo (g)* 0,696 +0,057 

 

0,675 +0,057 0,694 +0,062 0,682 +0,068 

Peso absoluto vesícula seminal 

cheia (g)* 

1,590 +0,166 

 

1,548 + 0,176 1,569 + 0,139 1,326 + 0,142 a 

Peso absoluto vesícula seminal 

vazia (g)* 

0,714 +0,059 0,557 +0,085 b 0,669 +0,074 0,544 +0,082 b 

Peso absoluto próstata ventral 

(g)* 

0,652 +0,034 0,569 +0,048 b 0,670 +0,046 0,569 +0,054 b 

Testiculares 

Peso absoluto (g)* 1,858 + 0,132 

 

1,748 + 0,116c 1,729 + 0,124 c 1,651 + 0,084 c 

Volume (cm3) * 1,775 +0,147 

 

1,665 +0,117 c 1,643 +0,099 c 1,577 +0,113 c 

Eixo maior (mm)* 21,031 +0.763 

 

20,857 +0,770 20,625 +0,806 20,833 +0,880 

Eixo menor 1 (mm)** 11,0 (10,5 – 11,5) 

 

11,25 (10 – 11,5) 11 (10,12 – 11,5) 11 (10 -11) 

Eixo menor 2 (mm)* 11,969 +0,531 11,750 +0,915 11,750 +0,775 11,633 +0,442 
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 4.4.  Ganho de peso corpóreo 

 

A avaliação do ganho de peso corporal ao longo do tratamento está apresentada 

na Figura 7. Os animais apresentaram pesos similares aos 41 DPP em todos os grupos. 

Porém, após iniciar o protocolo de estresse, aos 69 DPP, o peso corporal dos grupos GE 

e GEe foi menor que nos grupos GC e Ge, porém sem diferença estatística. Ao final do 

tratamento com escitalopram (99 DPP), os animais que receberam medicamento 

antidepressivo (Ge e GEe) apresentaram uma diminuição no peso corporal quando 

comparado aos animais controles (GC). Além disso, os ratos dos grupos Ge, GE e GEe 

apresentaram um peso corporal menor aos 114 DPP quando comparados aos do grupo 

controle (GC), porém sem diferença estatística. 

Figura 7.  Gráfico representando o ganho de peso corporal em diferentes idades dos animais 

referentes a todos os grupos. Valores submetidos a análise de variância (ANOVA) e teste post hoc de 

múltipla comparação Student-Newman-Keuls (SNK). Valores expressos em médias ± desvio padrão. a: 

GC > Ge e GEe.  
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4.5. Peso das adrenais 

 

O peso das adrenais (bilateral) foi avaliado pela razão do peso da adrenal pelo 

peso corporal (Figura 8). Os animais estressados (GE) apresentaram um aumento na 

razão em comparação aos demais grupos (GC, Ge e GEe).  

 

Figura 8. Histograma representando o peso das adrenais aos 114 DPP dos animais pertencentes 

aos grupos GC, Ge, GE e GEe. Valores submetidos a análise de variância (ANOVA) e teste post hoc de 

múltipla comparação Student-Newman-Keuls (SNK). Valores expressos em médias ± desvio padrão. a: 

GE > GC, Ge e GEe. 
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4.6. Análise histopatológica testicular 

 

Aos 114 dpp foram coletados os testículos dos animais e, após o processamento do 

materia,l foram realizados cortes de 4μm de espessura, os quais foram preparados de 

acordo com técnicas histológicas rotineiras, seguido do método histoquímico do PAS+H. 

Este método possibilitou evidenciar os distintos estágios de diferenciação de células da 

linhagem germinativa e,principalmente, as espermátides em diferentes etapas da 

espermiogênese.  

Os animais pertencentes ao grupo Controle (GC) apresentaram epitélio seminífero, 

integro, preservado, e organizado nas típicas associações celulares, correspondentes aos 

diferentes estágios do ciclo do epitélio seminífero (Figura 9 e 10). Os animais tratados 

com escitalopram (Ge, GEe) e aqueles submetidos ao estresse crônico moderado, mas 

sem o tratamento com o antidepressivo (GE), apresentaram alguns tipos de alterações do 

epitélio seminífero, cuja frequência mostrou-se maior em relação aos animais controles 

(GC) (Figuras 9 e 10).  

Algumas seções tubulares apresentaram evidente esfoliação e descamação das 

células da linhagem germinativa para o lúmen, bem como presença de pequenos vacúolos 

intraepiteliais (Figura 9). Os animais submetidos ao protocolo de estresse, com ou sem o 

tratamento com escitalopram, apresentaram aumento significativo na porcentagem de 

túbulos seminíferos com descamação de células germinativas para o interior do lúmen 

(Tabela 2)  A frequência  de vacúolos intraepiteliais não  mostrou diferenças significantes 

entre os grupos (Tabela 2).   

 

Figura 9. Histograma representando a percentagem de seções de túbulos seminíferos com 

histoarquitetura normal, aos 114 DPP dos animais pertencentes aos grupos GC, Ge, GE e GEe. Valores 



45 
 

 
 

submetidos a análise de variância (ANOVA) e teste post hoc de múltipla comparação Student-Newman-

Keuls (SNK). Valores expressos em médias ± desvio padrão. a: Ge, GE e GEe > GC.p< 0,05. 

 

 

 Tabela 2 – Frequências (em percentagens) de seções de túbulos seminíferos com descamação de 

células germinativas para o interior do lúmen e vacuolização intraepitelial observadas em ratos 

machos adultos dos grupos Controle Sham (GC), Escitalopram (Ge), Estresse (GE) e Estresse + 

Escitalopram (GEe), aos 114 dias de idade. 

Grupos (n= 6) Descamação células germinativas 

para o lúmen (%)* 

Vacuolização intraepitelial (%)* 

GC 7,0 (4,14 + 1,69) 0,9 (1,24 + 0,55) 

Ge 11,5 (3,92 + 1,75)  0,2 (0,27 + 0,12) 

GE 14,07 (2,58 + 0,97) a 1,74 (1,55 + 0,58) 

GEe 19,33 (4,27 + 1,74) a,b  1,0 (1,08 + 0,54) 

*Valores expressos como média + desvio padrão. Análise de variância (ANOVA) e teste 

de comparação múltipla post hoc de Student-Newman-Keuls (SNK).  

a: GE, GEe > GC; b: GEe > Ge; p < 0.01. 
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Figura 10. Fotomicrografias de seções de tùbulos seminiferos nos animais de todos os grupos 

experimentais (método do PAS+H). Observe a integridade do epitélio seminífero e a ausência de 

descamação de células da linhagem germinativa nos animais do grupo controle (GC).  Intensa descamação 

de células da linhagem germinativa para o lúmen tubular (setas) pode ser notada nos animais submetidos 

ao protocolo de estresse (GE e GEe). A presença de vacúolos intraepiteliais em seções de túbulos 

seminíferos de animais submetidos ao estresse e/ou tratamento com escitalorpam (Ge e GEe) está indicada 

por asteriscos. Barra de escala = 50 µm.  
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GC GC 

GE GEe 
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4.7. Imunomarcação de SIRT1 no epitélio seminífero 

 

No que se refere a análise quantitativa, a Tabela 3 mostra os respectivos dados 

referente da densidade de volume (Vv) de células positivas para SIRT1, no epitélio 

seminífero de ratos dos grupos GC, Ge, GE, GEe. Observou-se uma redução deste 

parâmetro nos animais submetidos ao estresse e/ou tratados com escitalopram (Ge, GE e 

GEe) em relação aos animais controles (GC). Assim, tanto o estresse quanto o tratamento 

com escitalopram reduziram a expressão de SIRT1 nos testículos.  

A análise qualitativa da imunoexpressão da proteína SIRT1 nos testículos de ratos 

de todos os grupos (GC, Ge, GE e GEe), mostrou uma imunomarcação nuclear positiva 

nas espermatogônias, nos espermatócitos primários e secundários, bem como nas 

espermátides redondas (Figuras 11A-B). Esta imunomarcação positiva foi observada em 

seções tubulares em todos os estágios do ciclo do epitélio seminífero. Não foram 

observadas diferenças no padrão de marcação desta proteína nos testículos dos animais 

pertencentes aos quatro diferentes grupos estudados. Espermatócitos primários em 

diferentes fases da prófase I da meiose (leptóteno a paquíteno) mostraram marcação 

nuclear muito forte para a proteína SIRT1 (Figuras 11A-F). As células de Sertoli e de 

Leydig e outras células intersticiais foram negativas para a marcação desta proteína 

(Figura 11E-F). As espermátides em alogamento e alongadas, nas etapas 9 a 19 da 

espermiogênese, não mostraram marcação positiva para a SIRT1 (Figura 11F). Não foi 

observada qualquer marcação nas lâminas do controle negativo, conforme o esperado. As 

imagens do controle negativo são mostradas nas Figuras 11G-H. 

 

Tabela 3 – Densidade de volume (Vv) da imunomarcação positiva para SIRT1 no 

epitélio seminífero de animais dos grupos Controle Sham (GC), Escitalopram (Ge), 

Estresse (GE) e Estresse + Escitalopram (GEe), aos 114 dias de idade.  

*Valores expressos como média + desvio padrão. Análise de variância (ANOVA) 

e teste de comparação múltipla post hoc de Student-Newman-Keuls (SNK).  

a: Ge,GE e GEe < GC 

Grupos (n =5) Vv da imunomarcação positiva para SIRT1 no epitélio 

seminífero 

GC* 0,420 + 0,08 

Ge* 0,327 + 0,07 a 

GE* 0,243 + 0,03 a 

GEe* 0,292 + 0,05 a 
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a: Ge, GE e GEe < GC (p<0,05).  
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Figura 11. Fotomicrografias de seções testiculares submetidas à imunomarcação para proteína 

SIRT1. Nota-se a marcação positiva em espermatogônias, espermatócitos e espermátides redondas (em A 

e B). Observam-se espermatócitos primários em prófase I da meiose mostrando intensa marcação de núcleo 

(setas em C e D). As células de Sertoli (cabeças de seta em C e E) e de Leydig e outras células intersticiais 

(cabeças de seta em D e F) foram negativas para a marcação desta proteína. As espermátides alongadas, 

nas etapas 9 a 19 da espermiogênese, também não mostraram marcação positiva para a SIRT1 (setas em 

F). Não foi observada qualquer marcação nas lâminas do controle negativo, como esperado. As imagens do 

controle negativo são mostradas nas Figuras 11G-H. 

 

4.8. Avaliação espermática quantitativa 

 

Nos grupos Ge, GE e GEe houve uma redução significante tanto da contagem de 

espermátides no estágio 19 quanto da produção diária de espermatozoides quando 

comparados ao grupo controle (GC). Além disso, os animais dos grupos Ge e GEe 

apresentaram uma diminuição no número relativo de espermatozoides em comparação ao 

grupo controle (Tabela 4). 

A contagem espermática nas porções epididimárias estão apresentadas na Tabela 

4. Na região de cabeça + corpo do epidídimo de animais dos grupos Ge, GE e GEe houve 

redução do número absoluto (/órgão) e relativo (g/órgão) de espermatozoides em 

comparação ao grupo controle GC. No entanto; apesar da redução, não houve diferença 

significante no número absoluto (/órgão) de espermatozoides no grupo GE em relação ao 

controle GC.  

Na cauda do epidídimo, por sua vez, foi observado aumento significante no tempo 

de trânsito espermático nos grupos Ge e GEe em comparação ao grupo controle GC. Além 

disso, neste mesmo segmento epididimário, o grupo GEe apresentou um aumento no 

tempo de trânsito em comparação ao grupo Ge.   
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Tabela 4. Parâmetros espermáticos obtidos aos 114 dias de idade nos grupos Controle (GC), Escitalopram (Ge), Estresse (GE) e Estresse + 

Escitalopram (GEe). 

 

 

 

* Valores expressos em média ± desvio padrão. Análise de variância (ANOVA) e teste de post hoc de múltipla comparação Student-Newman-Keuls 

(SNK). 

a: Ge, GE e GEe < GC; b: Ge, GEe < GC; c: Ge, GEe > GC; d: GEe > Ge 

 

Parâmetros espermáticos quantitativos 

 

Grupos (n= 9) 

GC Ge GE GEe 

Testículo 

Produção diária espermatozoide 

(x106/testículo) * 

28.881 +5.525 21.06 +3.267 a 24.767 +3.058 a 21.284 +3.223 a 

Espermatozoides por órgão (x106/órgão) * 176.171 +33.701 132.267 +17.476 a 147.792 +20.787 a 125.955 +20.676 a 

Espermatozoides por grama de órgão 

(x106/g/testículo) * 

114.562 +17.426 95.963 +16.363 b 105.675 +15.722 89.525 +12.369 b 

Epidídimo (cabeça + corpo) 

Trânsito de espermatozoides (dias)* 5.482 +1.009 5.896 +0.777 5.657 +0.639 5.882 +0.785 

Espermatozoides por órgão (x106/órgão) * 150.329 +21.749 125.887 +14.395 b 135.782 +24.235 117.099 +14.286 b 

Espermatozoides por grama de órgão 

(x106/g/testículo) * 

473.828 +51.41 408.75 +53.823 a 425.714 +56.687 a 395.0 +50.896 a 

Epidídimo (cauda) 

Trânsito de espermatozoides (dias)* 7.759 +1.464 10.523 +1.355 c 9.027 +1.634 11.456 +1.775 c,d 

Espermatozoides por órgão (x106/órgão) * 219.722 +35.882 194.863 +23.301 213.731 +29.193 226.296 +32.965 

Espermatozoides por grama de órgão 

(x106/g/testículo) * 

863.393 +98.886 864.808 +121.482 871.0 +81.102 869.091 +89.438 
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4.9. Avaliação da atividade mitocondrial 

 

Foi observada uma redução significante no número de espermatozoides com 

100% de atividade mitocondrial nos grupos estressados que foram ou não tratados com 

escitalopram (GE e GEe) e no grupo somente tratado com escitalopram (Ge) em 

comparação ao grupo controle (GC). A análise também revelou um aumento na 

frequência de espermatozoides classe II (mais de 50% da peça intermediária corada) nos 

animais que receberam escitalopram e/ou submetidos aos estressores (Ge, GE e GEe) 

quando comparados aos animais controles. No entanto, não foram observadas diferenças 

estatísticas no que se refere às Classes III e IV, quando todos os grupos experimentais 

foram comparados entre si. Os resultados mostram que os animais tratados e submetidos 

ao protocolo de estresse (Ge, GE e GEe) apresentam um número maior de 

espermatozoides com menor atividade mitocondrial em relação aos animais controles. 

(Tabela 5). Na Figura 12 estão apresentadas fotomicrografias de espermatozoides nas 

diferentes classificações em relação à atividade mitocondrial, sendo: (A-1) Classe I, (B-

1) Classe II, (C-1) Classe III e (D-1) Classe IV.  

 

 

Tabela 5: Análise da atividade mitocondrial nos grupos experimentais Controle, Escitalopram, Estresse e Estresse 

+ Escitalopram (GC, Ge, GE, GEe) aos 114 DPP.   

Atividade mitocondrial 
Grupos (n= 12) 

GC Ge                  GE GEe 

                Classe I
 (*)

 93,61 +2,033 85,61 +5,29 a 81,80 +4,57 a 84,41 +5,19 a 

                Classe II
 (*)

 6,00 +0,964 14,5 +1,612 b 18,667 +2,437 b 17,286 +2,797 b 

Classe III
 (* *)

 

0 (0 – 0,25) 

 

0 (0 – 0,75) 

 

0 (0 – 1,0) 

 

0 (0 – 1,0) 

 

Classe IV
 (* *)

 0 (0 – 0) 0 (0 – 0,25) 0 (0 – 0,25) 0 (0 – 0,75) 

* Valores expressos em média ± desvio padrão. Análise de variância (ANOVA) e teste post hoc de múltipla 

comparação Student-Newman-Keuls (SNK). 

**Valores expressos em mediana e intervalos interquartis (Q1-Q3). Análise de Kruskal-Wallis e teste post hoc de 

Dunn. 

a: Ge, GE e GEe < GC; b: Ge, GE e GEe > GC. 
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Figura 12. Fotomicrografia de espermatozoides corados com DAB para análise da 

atividade mitocondrial. Figura A-1 representa um espermatozoide de Classe I (100% da peça 

intermediária corada), Figura B-1 representa um espermatozoide Classe II (mais de 50% da peça 

intermediária corada), Figura C-1 representa um espermatozoide Classe III (menos de 50% da 

peça intermediária corada), Figura D-1 representa um espermatozoide Classe IV (ausência de 

mitocôndrias ativas).  Barra de 10 µm.  
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4.10. Avaliação da integridade do acrossoma 

 

 Os espermatozoides foram classificados entre íntegros (alta intensidade de 

fluorescência) e não íntegros (baixa ou nenhuma intensidade de fluorescência) como 

representado na Figura 13 (B1-B2). Utilizando o corante com PNA, foi observado que a 

frequência de espermatozoides com acrossoma íntegro foi significantemente menor em 

todos os grupos tratados e/ou estressados (Ge, GE, GEe) em comparação aos animais 

controles (GC). Contudo, em relação a este parâmetro, não foram encontradas diferenças 

significantes entre os animais expostos somente ao estresse, tratado com escitalopram e 

submetidos ao estresse mais escitalopram (Figura 13-A).  

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13. Em A, histograma representando a porcentagem de espermatozoides íntegros pertencentes aos 

animais dos grupos GC, Ge, GE e GEe. Análise de variância (ANOVA) e teste de post hoc de múltipla 

comparação de Student-Newman-Keuls (SNK). Valores expressos em média ± desvio padrão. a: Ge, GE 

e GEe < GC. Em B, fotomicrografia de espermatozoides corados com PNA apresentando acrossoma não 

íntegro (B-1) e íntegro (B-2). Barra: 10µm. 
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4.11. Avaliação da morfologia espermática 

 

Conforme observado na Figura 14-A, a frequência de espermatozoides com 

alteração morfológica foi maior nos grupos Ge, GE e GEe em comparação ao grupo 

controle (GC). Um espermatozoide de forma normal está representado na Figura 14(B); 

enquanto as alterações morfológicas, como cauda dobrada e alteração na forma da cabeça 

estão representadas na Figura 14(C-F).  
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Figura 14. Em A, representação gráfica (box plot) dos dados obtidos referente à porcentagem de 

espermatozoides com alterações morfológicas dos animais pertencentes aos grupos GC, Ge, GE e GEe. 

Análise de Kruskal-Wallis e teste post hoc de Dunn. Valores expressos em mediana e intervalos interquartis 

(Q1-Q3).  a: Ge, GE e GEe > GC.  De B a F, são mostradas fotomicrografias de espermatozoides 

representando as principais alterações morfológicas encontradas, sendo: espermatozoides com morfologia 

normal (A), cauda dobrada (C-D), cauda enrolada (E) e cauda quebrada e alteração na forma da cabeça (F). 

Coloração pelo método de Schorr. Barra: 10 µm.  

 

4.12. Avaliação da vitalidade espermática 

 

Os grupos Ge, GE e GEe apresentaram redução significante na porcentagem de 

espermatozoides vivos em comparação ao grupo controle GC (Figura 15). No entanto, o 

tratamento somente com escitalopram parece não ter impactado tanto na vitalidade 

espermática quando comparado ao grupo exposto aos estressores e tratado com 

escitalopram. Aparentemente, os estressores mais o tratamento com escitalopram 

parecem ter um efeito deletério maior sobre a vitalidade espermática em comparação aos 

ratos tratados somente com escitalopram. 

Figura 15. Histograma representando a porcentagem de espermatozoides vivos 

pertencentes aos animais dos grupos Controle (GC), Escitalopram (Ge), Estresse (GE) e 

Estresse + Escitalopram (GEe). Análise de variância (ANOVA) e teste post hoc de 

múltipla comparação Student-Newman-Keuls (SNK). Valores expressos em médias ± 

desvio padrão. a: Ge, GE, GEe < GC; b: Ge > GEe.  

a 

* 

* 

a 

a/b 
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4.13. Avaliação da motilidade espermática 

 

 De acordo com os dados observados na Tabela 6, o tratamento com escitalopram 

e a exposição ao estresse causaram diminuição significante na qualidade de dois 

parâmetros da motilidade espermática quando comparado aos animais controles. A 

porcentagem de espermatozoides móveis não progressivos aumentou em todos estes 

grupos (Ge, GE, GEe) ao passo que os móveis progressivos diminuíram nos mesmos. 

Além disso, a frequência de móveis progressivos foi menor no grupo submetido aos 

estressores mais tratamento com escitalopram quando comparado ao grupo que recebeu 

somente escitalopram.  

 

Tabela 6: Dados referentes à motilidade dos espermatozoides de animais aos 114 dias de 

idade relativos aos grupos Controle (GC), Escitalopram (Ge), Estressores (GE), 

Estressores + Escitalopram (GEe).   

 

 

 

* Valores expressos em média ± desvio padrão. Análise de variância (ANOVA) e teste 

post hoc de múltipla comparação Student-Newman-Keuls (SNK). a: Ge, GE e GEe < 

GC; b: GEe < Ge; c: Ge, GE e GEe > GC.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Motilidade espermática 
Grupos (n= 7) 

GC Ge GE GEe 

Progressivo*     59,11 +8,34 48,25 +6,88 a 45,58 +10,38 a 37,21 +3,06 a,b 

Não-progressivo*           19,71 +3,61 28,50 +6,30 c 30,25 +2,30 c 31,78 +6,80 c 

Imóvel*            21,42 +3,32 25,83 +6,19 26,14 +3,63        26,88 +3,72 
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4.14. Análise da fragmentação do DNA espermático (Ensaio Laranja de Acridina - 

Citometria) 

 A análise para avaliar a estrutura da cromatina nos espermatozoides foi realizada 

em citômetro de fluxo, utilizando-se o ensaio Laranja de Acridina. Foram avaliados os 

seguintes parâmetros: a) Porcentagem do índice de fragmentação de DNA (% IFD); b) 

Média do IFD; c) Desvio padrão do IFD (Figura 16). Os espermatozoides que possuem 

fragmentação de DNA são identificados na % IFD; a maior concentração de 

espermatozoides é composta pela média do IFD e o desvio padrão representa a 

distribuição dos espermatozoides no IFD.  

 Os animais tratados com escitalopram (Ge e GEe) apresentaram um aumento no 

índice de fragmentação do DNA espermático (% IFD), no entanto sem diferenças 

significantes. O desvio padrão e a média de IFD não apresentaram diferenças significantes 

entre os grupos (GC, Ge, GE, GEe).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16. Análise da fragmentação do DNA de espermatozoides nos grupos GC, Ge, GE e GEe, em 

citômetro de fluxo, e utilizando-se a técnica de Laranja de Acridina. Valores submetidos a análise de 

variância (ANOVA) e teste post hoc de múltipla comparação Student-Newman-Keuls (SNK). Valores 

A 

B C 
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expressos em médias ± desvio padrão. p < 0,05, n = 9.  Em A, representado o índice de fragmentação do 

DNA, em B o desvio padrão do IFD e em C a média do IFD.  

4.15. Análise da fragmentação do DNA espermático (Ensaio Laranja de Acridina - 

Fluorescência) 

 

 O ensaio Laranja de Acridina permite evidenciar a ocorrência de quebras de DNA 

espermático com base na fluorescência emitida. Não foram observadas alterações 

significantes entre os grupos mediante a utilização deste ensaio (Figura 17).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 17. Porcentagem de espermatozoides com fragmentação de DNA em animais dos grupos GC, Ge, 

GE e GEe. Valores expressos como média ± desvio padrão. Ensaio Laranja de Acridina. Análise de 

variância (ANOVA) e teste post hoc de StudentNewman-Keuls (SNK), de comparação múltipla; n=7. 

(p≤0.05) 
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4.16. Análise da fragmentação do DNA espermático (Kit Halomax) 

 

 A avaliação através do Kit Halomax permite evidenciar a ocorrência de quebras 

de DNA espermático com base na presença de um halo formado ao redor da cabeça de 

cada espermatozoide. Quando o DNA está intacto, a cabeça se mantém intacta (Figura 

18A), no entanto quando o DNA está fragmentado há a formação de um grande halo 

(Figura 18B).  

 Observou-se um aumento de fragmentação no DNA do grupo submetido ao 

estresse crônico (GE), que, entretanto, não diferiu significativamente dos demais grupos. 

Portanto, não foram observadas diferenças relevantes entre os grupos no que se refere a 

este parâmetro (Figura 18C).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 18. Em A e B, fotomicrografias de espermatozoides corados com Kit Halomax apresentando DNA 

íntegro (A) e DNA fragmentado - presença de halo (B). Barra: 10 µm. Em C, histograma revelando a 

porcentagem de espermatozoides mostrando fragmentação do DNA, em animais dos grupos GC, Ge, GE e 

GEe. Valores expressos como média ± desvio padrão. Kit Halomax para rato. Análise de variância 

(ANOVA) e teste post hoc de StudentNewman-Keuls (SNK), de comparação múltipla; n = 7.  
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4.17. Avaliação da fragmentação do DNA espermático (Ensaio COMETA) 

 

 A avaliação através do Ensaio Cometa permite evidenciar a ocorrência de quebras 

de DNA espermático com base no deslocamento do material genético pela lâmina de 

agarose durante a corrida de eletroforese, formado um rastro (semelhante a cauda de um 

cometa). Os parâmetros analisados como porcentagem de DNA da cauda, comprimento 

de cauda, momento de cauda e momento de Olive não apresentaram diferenças entre os 

grupos experimentais (Tabela 7). Existem diferentes graus de fragmentação espermática 

avaliados durante o teste, através de um software (Lucia Comet), os quais podem ser 

visualizados na Figura 19 (A-C).    

 

 Tabela 7 – Fragmentação do DNA espermático pelo Ensaio Cometa nos animais dos 

Grupos GC, Ge, GE e GEe.  

 

*Análise de Kruskal-Wallis e teste post hoc de múltipla comparação Student-Newman-Keuls (SNK). 

Valores expressos em mediana e intervalos interquartis (Q1-Q3).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 19. Fotomicrografias de espermatozoides, ao microscópio de fluorescência, corados com solução 

de brometo de etídeo após a realização do ensaio COMETA. Observar os diferentes graus de fragmentação 

do DNA espermático partindo do sem fragmentação (A), pouco fragmentado (B) e muito fragmentado (C). 

Barra: 10 µm.  

Grupos (n=6) 

Parâmetros GC Ge GE GEe 

DNA cauda (%)* 0,380 (0,21-3,07) 0,235 (0,18-1,24) 0,425 (0,28-1,05) 0,240 (0,18-2,56) 

Comp. Cauda (µm)* 0,190 (0,14-0,63) 0,150 (0,13-0,53) 0,240 (0,18-0,85) 0,180 (0,14-0,67) 

Momento cauda* 0,02 (0,00-0,20) 0,01 (0,00-0,02) 0,03 (0,01-0,53) 0,01 (0,01-0,05) 

Momento de Olive* 0,01 (0,01-0,17) 0,01 (0,01-0,11) 0,01 (0,01-0,11) 0,01 (0,01-0,08) 

A B C 
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4.18. Avaliação da compactação da cromatina dos espermatozoides (Azul de 

Toluidina) 

  

 O método Azul de Toluidina permite visualizar alterações de compactação da 

cromatina de espermatozoides através da intensidade de cor (azul escuro ou púrpura, sem 

ou pouca compactação; azul claro compactado). Observou-se um aumento na 

porcentagem de espermatozoides com alterações na compactação da cromatina nos 

animais submetidos ao estresse crônico e/ou tratados com escitalopram (Ge, GE e GEe) 

em relação aos animais controles (GC) (Figura 20).  

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 20. Porcentagem de espermatozoides com cromatina alterada em animais dos 

grupos GC, Ge, GE e GEe. Valores expressos como média ± desvio padrão. Método Azul 

de Toluidina. Análise de variância (ANOVA) e o teste de comparação múltipla pós-hoc 

Student-Newman-Keuls (SNK); n=7 

a: Ge, GE e GEe > GC. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



62 
 

 
 

4.19.  Avaliação da protaminação da cromatina dos espermatozoides (Chromomycin 

A3) 

 A avaliação da protaminação da cromatina dos espermatozoides utilizando-se o 

corante Cromomicina A3 (CMA3) foi realizada em citômetro de fluxo. 

 A porcentagem de espermatozoides CMA3 positivos foi significativamente maior 

nos grupos Escitalopram, Estresse e Estresse tratado com Escitalopram, 

comparativamente àquela obtida a partir do grupo controle (Figura 21). Espermatozoides 

CMA3 positivos são aqueles que possuem uma deficiência na protaminação.  Ainda, no 

que concerne a este parâmetro, embora os dados relativos aos grupos submetidos somente 

ao estresse (GE) não tenham apresentado diferenças significantes em relação aos obtidos 

a partir dos grupos Ge e GEe, uma frequência maior de espermatozoides CMA3 positivos 

foi aquilatada no grupo estresse (GE) quando comparada às frequências obtidas a partir 

dos demais grupos. 
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Figura 21. Análise da protaminação de espermatozoides nos grupos GC, Ge, GE e GEe. Análise de 

Kruskal-Wallis e teste post hoc de múltipla comparação Student-Newman-Keuls (SNK). Valores expressos 

em mediana e intervalos interquartis (Q1-Q3). 

 a: Ge, GE e GEe > GC (p < 0,05), n = 10.  
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4.19. Dosagens plasmáticas hormonais: corticosterona e testosterona 

  

 O nível de corticosterona plasmática, avaliado aos 114 DPP (após 17 dias sem 

nenhum estressor), foi maior no grupo de animais submetidos somente ao estresse (GE) 

em comparação aos demais grupos; todavia, esta diferença não mostrou significância do 

ponto de vista estatístico (Figura 22A). Em contrapartida, o nível plasmático de 

testosterona, também avaliado aos 114 DPP, apresentou-se mais baixo nos animais 

submetidos ao estresse (GE e GEe), os quais foram ou não tratados com escitalopram, em 

comparação ao grupo controle. Além disso, os animais que receberam somente 

escitalopram (Ge) apresentaram concentração plasmática de testosterona mais alta que os 

animais estressados e tratados com escitalopram (GEe) (Fig. 22B). 

 

Figura 22. Histogramas representando o nível plasmático de corticosterona (A) e testosterona (B) 

nos animais pertencentes aso grupos GC, Ge, GE e GEe, aos 114 DPP. Valores submetidos a análise de 

variância (ANOVA) e teste post hoc de múltipla comparação Student-Newman-Keuls (SNK). Valores 

expressos em médias ± desvio padrão. a: GE, GEe < GC b: GEe < Ge. (p < 0,05; n = 8).  
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4.20. Análise do nível de peroxidação lipídica em espermatozoides (BODIPY) 

  

 A análise de peroxidação lipídica em espermatozoides foi realizada por citometria 

de fluxo onde os espermatozoides foram corados com a sonda BODIPY. Desta forma, de 

acordo com a metodologia utilizada, espermatozoides com alto índice de peroxidação 

lipídica apresentaram alto índice de fluorescência verde.  

 Observou-se um aumento significante na porcentagem de espermatozoides 

positivos para o marcador BODIPY nos grupos Ge, GE e GEe, em comparação ao grupo 

controle GC (Figura 23). Por sua vez, o grupo GEe apresentou frequência mais alta de 

espermatozoides positivos, ou seja, com nível mais alto de peroxidação lipídica na 

membrana celular (expressa em percentagem), embora este dado não tenha mostrado 

diferenças estatísticas quando comparado aos obtidos de animais dos grupos Ge e GE.   
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Figura 23. Análise da peroxidação lipídica de espermatozoides nos grupos GC, Ge, GE e GEe. Análise de 

Kruskal-Wallis e teste post hoc de múltipla comparação Student-Newman-Keuls (SNK). Valores expressos 

em mediana e intervalos interquartis (Q1-Q3). 

 a: Ge, GE e GEe > GC (p < 0,05), n = 5.  
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4.21. Dosagem de peroxidação lipídica (estresse oxidativo) no testículo e epidídimo  

 

 O estresse oxidativo foi avaliado através de ensaio para obtenção de dosagens de 

malondialdeído (MDA), um produto da peroxidação lipídica. O grupo submetido ao 

estresse crônico (GE) apresentou um aumento significante da concentração de MDA em 

nível testicular (Figura 24A) em relação aos demais grupos (GC, Ge, GEe). Além disso, 

houve um aumento de MDA no grupo submetido ao estresse (GE), em nível epididimário 

na região de cabeça+corpo, quando comparado ao grupo controle (GC) (Figura 24B). 

Observou-se um aumento significante na concentração de MDA na cauda epididimária 

nos animais submetidos e/ou tratados com escitalopram (Ge, GE e GEe) em relação aos 

animais controles (GC) (Figura 24C).  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 24. Histogramas representando a concentração de malondialdeído (MDA) no testículo (A), e nas 

regiões da cabeça+corpo (B) e cauda epididimárias (C). Análise de Kruskal-Wallis e teste post hoc de 

múltipla comparação Student-Newman-Keuls (SNK). Valores expressos em mediana e intervalos 

interquartis (Q1-Q3). 

a: GE> GC, Ge e GEe; b: GE > GC; c: Ge, GE e GEe > GC. n =7, p < 0,05. 
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4.22. Avaliação do Comportamento Sexual 

 

 A avaliação do comportamento sexual nos animais foi realizada aos 114 dias de 

idade.  Durante os primeiros 10 minutos do teste, 81,8% dos animais expostos ao 

protocolo de estresse crônico, tratados ou não com escitalopram (grupos GE e GEe), 

apresentaram atividade sexual (Tabela 8). Além disso, durante os 30 min de teste, apenas 

63,6% dos animais dos grupos GE e GEe realizaram a primeira ejaculação (Tabela 8), 

apresentando, então, uma redução significativa em comparação aos grupos Controle e 

Escitalopram (GC e Ge). Além disso, apenas 54,5% dos animais do grupo GEe mostraram 

algum comportamento sexual após a primeira ejaculação, o que é uma redução notável 

em comparação aos grupos GC e Ge (Tabela 8). 

 Nos parâmetros analisados, observou-se um aumento no número de montas no 

grupo estresse + escitalopram (GEe) em relação aos demais grupos (GC, Ge e GE) e um 

aumento na latência da primeira monta nos grupos submetidos ao estresse (GE e GEe) 

em relação ao grupo controle (GC). Os demais parâmetros não mostraram diferenças 

significantes entre os grupos (Tabela 9). Contudo, observou-se que, nos dez primeiros 

minutos de teste, 18,19% dos animais submetidos ao estresse, e que foram ou não tratados 

com o escitalopram (GE e GEe), não realizaram comportamentos sexuais. Além disso, 

36,37% dos animais submetidos ao estresse (GE) e não tratados com o anti-depressivo e 

45,46% dos animais submetidos ao estresse + tratamento com escitalopram (GEe) não 

realizaram todos os comportamentos, que analisados durante o período inteiro do teste 

(30 minutos). Assim, constatou-se uma diminuição na eficiência copulatória dos animais 

tratados com escitalopram e/ou submetidos ao estresse (Ge, GE e GEe) em relação aos 

animais controles (GC); contudo, diferenças significantes não foram observadas em 

relação a estes parâmetros. 
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Tabela 8 -  Número de animais dos grupos: Controle (GC), Escitalopram (Ge), Estresse (GE) e Estresse + Escitalopram 

(GEe) que apresentaram comportamento sexual durante os 30 min de teste. Valores estão expressos pelo número total de 

animais que apresentou comportamento sexual pelo número total de animais avaliados de cada grupo. Os resultados, em 

porcentagem, estão nos parênteses. 

 GC  Ge GE GEe 

Parâmetros (%) 

Monta nos primeiros 10 

min* 

10/10 (100%) 12/12 (100%) 9/11 (81.8%) 9/11 (81.8%) 

1a ejaculação* 10/10 (100%) 12/12 (100%) 7/11 (63.6%)a 7/11 (63.6%)a 

Comportamento pos-

ejaculação* 

9/10 (90%) 11/12 (91.6%)  7/11 (63.6%) 6/11 (54.5%)b 

*Teste de Fisher 

a: GE, GEe < GC, Ge; b: GEe < GC, Ge; p < 0.05. 
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Tabela 9:  Acasalamento e comportamento sexual obtidos, aos 114 dias de idade, nos animais dos grupos: Grupo controle (GC), Grupo Escitalopram (Ge), Grupo Estresse (GE) e Grupo 
Estresse + Escitalopram (GEe). 

Parâmetros 
Grupos  

GC (n=10) Ge (n=12) GE (n=11) GEe (n=11) 

Nº de montas a 8,60 (2,70 + 1,20) (n=10) 5,80 (1,30 + 0,58) (n=12) 8,60 (1,51 + 0,67) (n=9) 15,50 (6,75 + 3,37) (n=9) a 

Nº de intromissões b  22,50 (15,00 – 27,75) (n=10) 21,50 (20,00 -33,00) (n=12) 27,00 (15,50 – 36,75) (n=8) 24,00 (19,25 – 33,50) (n=8) 

Nº de ejaculações b 2 (1,0 -2,0) (n=10) 2 (1,2 – 3,0) (n=12) 2 (0,0 - 2,0) (n=7) 1 (0,0 - 3,0) (n=7) 

Nº de montas pós ejaculação b 6 (2,5 – 12,5) (n=9) 7 (5,0 -12,0) (n=11) 10 (8,0 -13,0) (n=7) 7,5 (4,0 - 11,25) (n=6) 

Nº de intromissões pós ejaculação b 14 (10,5 – 17,5) (n=9) 21 (19,5 – 23) (n=11)  20 (16 – 23) (n=7) 16,5 (14,5 – 22,5) (n=6) 

Latência 1ª monta por minuto b 0,26 (0,16 – 0,45) (n=10) 1,40 (0,58 – 1,72) (n=12) 1,70 (0,65 – 4,61) (n=9) b 1,98 (0,46 – 2,53) (n=9) b 

Latência 1ª intromissão por minuto b 0,67 (0,26 – 1,45) (n=10) 1,42 (1,07 – 1,54) (n=12) 2,18 (1,05 – 4,74) (n=8) 2,16 (0,64 – 3,02) (n=8) 

Latência 1ª ejaculação por minuto a 17,54 (5,60 + 1,77) (n=10) 14,90 (5,14 + 1,48) (n=12) 14,19 (4,84 + 1,83) (n=7) 16,53 (7,66 + 2,89) (n=7) 

Latência 1ª monta pós ejaculação por minuto  a 20,35 (3,80 + 1,43) (n=9) 17,58 (1,86 + 0,62) (n=11) 17,50 (4,20 + 1,71) (n=7) 18,59 (5,30 + 2,37) (n=6) 

Latência 1ª intromissão pós ejaculação por minuto  b 21,95 (4,76 – 1,58) (n=9) 19,12 (3,87 – 1,16) (n=11) 18,67 (5,38 – 2,03) (n=7) 19,60 (5,34 – 2,18) (n=6) 

Frequência de montas por minuto b 2,02 (1,60 – 2,79) (n=10) 2,37 (2,08 – 2,74) (n=12) 1,95 (0 – 2,81) (n=7) 2,12 (0 – 2,59) (n=7) 

Frequência de intromissões por minuto a 1,44 (0,60 + 0,19) (n=10) 1,63 (0,51 + 0,14) (n=12) 1,53 (0,84 + 0,29) (n=7) 1,68 (0,35 + 0,13) (n=7) 

Intervalo inter-intromissões a 0,67 (0,19 + 0,06) (n=10) 0,60 (0,15 + 0,04) (n=12) 0,63 (0,22 + 0,08) (n=7) 0,61 (0,18 + 0,04) (n=7)  

Intervalo pós-ejaculatórioa 5,58 + 0,73 (n=9) 5,29 + 0,63 (n=11) 4,75 + 1,77 (n=7) 5,33 + 0,61 (n=6) 

Eficiência copulatória a   0,71 + 0,09 (n=10) 0,74 + 0,09 (n=12) 0,67 + 0,27 (n=8)  0,63 + 0,28 (n=8) 

Índice de atividade sexual (IAS)a 13,31 + 1,92 (n=10) 12,79 + 1,90 (n=12) 12,05 + 2,37 (n=7) 13,22 + 1,47 (n=7) 

a Valores expressos em média ± desvio padrão. Análise de variância (ANOVA) e teste de post hoc de múltipla comparação Student-Newman-Keuls (SNK). b Valores expressos em mediana e intervalos interquartis (Q1-Q3). Análise de 
Kruskal-Wallis e teste post hoc de Dunn. (N=*) representa o n de animais que realizaram o comportamento em cada parâmetro a: GEe > GC, Ge e GE; b: GE e GEe > GC. p < 0,05.  
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4.23. Avaliação da fertilidade e da capacidade reprodutiva 

 

 A avaliação da fertilidade e da capacidade reprodutiva foi realizada em função do 

acasalamento dos animais em estudo com fêmeas saudáveis e primíparas, e não 

submetidas a quaisquer tipos de tratamentos. Os dados referentes aos índices de 

fertilidade, gestacional e placentário bem como às taxas de implantação, de reabsorção e 

de perdas pré- e pós-implantação estão apresentados na Tabela 10. Os resultados da 

avaliação reprodutiva foram aquilatados a partir das fêmeas prenhes, no 20º dia de 

gestação, as quais haviam sido acasaladas com os ratos dos diferentes grupos (GC, Ge, 

GE, GEe), nesta ocasião com 114 dias de idade. 

 Os pesos dos úteros gravídicos foram reduzidos nas fêmeas acasaladas com os 

animais do grupo GE em relação àquelas acasaladas com os ratos dos demais grupos (GC, 

Ge e GEe).  O peso das ninhadas e das placentas, resultantes dos acasalamentos com o 

grupo submetido somente ao estresse (GE), foram menores comparativamente ao grupo 

controle (GC). Por outro lado, o peso corpóreo das ratas no 20° dia de gestação, as quais 

foram acasaladas com ratos do grupo GE, não apresentaram diferenças significantes em 

relação ao controle. As taxas de implantação e gestacação, obtidas das fêmeas acasaladas 

com ratos do grupo estresse (GE), foram reduzidas em relação a aquela observada em 

fêmeas acasaladas com os ratos do grupo controle GC. Além disto, a taxa de perda pré-

implantação foi maior em fêmeas acasaladas com ratos deste mesmo grupo (GE) em 

relação à apresentada pelo grupo controle (GC). Entretanto, as taxas de reabsorção obtidas 

do acasalamento de fêmeas com ratos dos grupos estresse (GE) e estresse com 

escitalopram (GEe) apresentaram-se maiores que em relação às obtidas do acasalamento 

com ratos do grupo controle (GC) e somente escitalopram (Ge), todavia sem significância 

estatística. Além disso, a taxa de perda pós-implantação, obtida do acasalamento das 

fêmeas com ratos do grupo estresse (GE) apresentou valor maior, no entanto sem 

significância estatística em comparação aos demais grupos. Também, os índices 

gestacional e de fertilidade não diferiram entre os animais dos diferentes grupos 

experimentais, quando acasalados com fêmeas saudáveis. A quantidade de fetos por 

ninhada e a razão sexual (número de machos/número de fêmeas), obtidas através do 

acasalamento dos machos de todos os grupos com fêmeas saudáveis e primíparas, 

também não apresentaram diferenças significantes entre os grupos. Além disso, observou-

se uma redução na espessura das placentas oriundas dos acasalamentos dos animais dos 

grupos Ge, GE e GEe. Durante a realização das laparotomias, observou-se um útero 

gravídico com tamanho e espessuras reduzidos, os quais não correspondem a idade 
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gestacional de 20 dias, indicando atraso no desenvolvimento gestacional. Além disso, 

foram encontradas algumas reabsorções, os quais estão apresentados nas Figuras 25 A e 

C.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 25. Em A observa-se um útero gravídico que não correspondia à idade gestacional, na época da 

coleta (20 dias), apresentando aspecto. tamanho e espessura reduzidos, caracterizando-se como atraso 

gestacional. Ainda em A, observa-se uma reabsorção dentro do útero (seta). Em B, observa-se um útero 

gravídico com seus dois cornos, com tamanho e espessuras equivalentes com 20 dias gestacionais. Em C 

observamos as placentas e reabsorções (circuladas).  

C 

B A 
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Tabela 10:  Avaliação dos parâmetros reprodutivos em fêmeas controles, com 20 dias de 

gestação, as quais foram acasaladas com os animais dos grupos GC, Ge, GE, GEe. 

Parâmetros 

Grupos (n = 11) 

GC Ge GE GEe 

Peso  

Ratas prenhes (g)** 364,39  

(40,24 +12,72) 

356,95  

(43,96 +13,25) 

342,73  

(26,23 + 7,90) 

354,50  

(37,43 + 11,28) 

Útero gravídico (g)** 62,31 (4,14 +1,46) 64,89 (6,89 +2,18) 55,56 (6,70 +2,23) a 63,56 (7,35 +2,32) 

Ninhada (g)** 39,42 (4,90 + 1,55) 37,05 (3,91 + 1,30) 32,54 (4,46 + 1,48) b 35,90 (3,93 + 1,39) 

Placentas por ninhada (g)** 7,67 (0,99 + 0,31) 7,19 (0,86 + 0,26) 6,39 (1,13 + 0,37) b 7,17 (0,75 + 0,25) 

Taxas 

Reabsorção* 0 (0 – 7,27) 0 (0 – 8,33) 7,14 (0 – 10) 7,69 (0 – 9,09) 

Implantação* 100  

(98,3 – 100) 

92,86  

(92,31 – 100) 

91,43 b 

(84,62 – 100) 

93,49  

(85,43 – 100) 

Perda pré-implantação* 0 (0 – 1,66) 7,14 (0 – 7,69) 11,66 (5,35 – 18,67) c 7,14 (0 – 15,38) 

Perda pós-implantação* 0 (0 – 7,14) 0 (0 – 7,43) 7,14 (0 – 11,53) 0 (0 –  3,84) 

Índices 

Fertilidade (%)* 100 (100 – 100) 100 (93 – 100) 100 (92 – 100) 100 (100 – 100) 

Placentário * 0,22 (0,20 – 0,24) 0,19 (0,18 – 0,20)  0,20 (0,19 – 0,21)  0,20 (0,19 – 0,22) 

Gestacional (%)*** 100 91,66 90,90 b 100 

Razão sexual 

(Macho/Fêmea) 

1,37 (74/54) 0,84 (63/75) 0,77 (51/66)  1,20 (72/60) 

Nº fetos/ninhada** 12,70 (1,16 +0,36) 12,63 (1,62 +0,49) 11,12 (1,55 +0,54) 12,80 (1,98 +0,62) 

Placentas     

Peso individual (g)* 0,46 (0,40-0,49) 0,41 (0,39-0,45) 0,40 (0,37-0,44) 0,42 (0,40-0,47) 

Eixo 1 (mm)* 14,33 (13,68-14,63) 14,27 (13,88-14,55) 14,08 (13,93-14,63) 14,09 (13,88-14,70) 

Eixo 2 (mm)* 12,60 (12,23-13,43) 12,07 (12,04-12,72) 12,27 (11,55-13,0) 12,38 (11,86-12,5) 

Espessura (mm)* 2,58 (2,34-2,89) 1,87 (1,77-2,10) d 1,83 (1,60-2,0) d 1,94 (1,70-2,05) d 

*Análise de Kruskal-Wallis e teste post hoc de múltipla comparação Student-Newman-Keuls (SNK). 

Valores expressos em mediana e intervalos interquartis (Q1-Q3).  

** Análise de variância (ANOVA) e teste post hoc de múltipla comparação Student-Newman-Keuls (SNK). 

Valores expressos em média ± desvio padrão.  

***Teste exato de Fisher  

a: GE < GC, Ge, GEe; b:  GE < GC; c: GE > GC; d: Ge, GE e GEe < GC (p < 0,05; n = 11)  
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4.24. Avaliação de malformações fetais 

 

 Um total de 524 fetos foi avaliado em relação aos seguintes parâmetros: peso 

corporal, comprimento crânio-caudal, número de fetos vivos e mortos e, também, 

possíveis malformações externas (Tabela 11). O peso corporal e o comprimento crânio-

caudal mostraram-se reduzidos em fetos oriundos de pais submetidos ao estresse crônico, 

apresentando diferenças estatísticas significativas quando comparados com os fetos 

oriundos dos pais controles. A presença de malformações externas como, por exemplo, a 

ocorrência de fetos hidrópicos (Figura 26.A) foi observada nos animais oriundos de pais 

submetidos ao estresse e/ou tratados com escitalopram (Ge, GE e GEe); a fenda palatina 

(Figura 26.F) apareceu em um feto oriundo de pai submetido ao estresse e tratado com 

escitalopram (GEe); a gastrosquise (Figura 26.G-H) apareceu em fetos oriundos de pais 

submetidos ao estresse (GE) e o atraso no desenvolvimento (Figura 26.B-C) foi 

observado em todos os grupos, inclusive nos fetos oriundos de pais controles (GC, Ge, 

GE, GEe). Além disso, os fetos oriundos de pais submetidos ao estresse (GE) 

apresentaram um aumento no número de fetos malformados em relação aos demais 

grupos.  

 Um total de 243 fetos foi analisado em relação ao desenvolvimento ósseo, 

considerando os ossos do crânio, membros anteriores e posteriores, coluna vertebral, 

costelas e esternébrio (Tabela 12). As análises das falanges não foram realizadas devido 

ao período gestacional em que as ratas prenhes se encontravam (20° dia gestacional), por 

ser um período anterior àquele normalmente requerido para ossificação destas estruturas 

ósseas (Figura 26.L). A análise de malformações esqueléticas nos 3 grupos 

experimentais mostrou que um aumento da frequência destas anomalias ocorreu nestes 

grupos em comparação ao grupo controle (GC, 4,83%); quais sejam: 1- tratados com 

escitalopram (Ge, 18,84%), submetidos ao estresse (GE, 42,59%) e submetidos ao 

estresse com escitalopram (GEe, 41,37%). Além disso, observou-se um aumento não 

somente no número de fetos com alterações esqueléticas, como também na quantidade de 

ninhadas com fetos alterados nos grupos submetidos ao estresse e/ou tratados com 

escitalopram (Ge, GE e GEe). Foram observadas alterações no esternébrio como: 

agenesia (Figura 26.J), ossificação anormal (Figura 26.I) e ossificação incompleta 

(Figura 26.K) em todos os grupos submetidos ao estresse e/ou tratados com escitalopram. 

Já a ausência de esternébrio foi observada em fetos oriundos de pais submetidos ao 

estresse com escitalopram (GEe). O centro vertebral bipartido (Figura 26.M) apareceu 

em todos os grupos, incluindo dos fetos oriundos de animais controles. Por fim, alterações 
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nas costelas foram observadas, como: supranumerárias (uni e bilateralmente, Figura 

26.O-P) em fetos oriundos de pais submetidos ao estresse com escitalopram; e costelas 

disformes (Figura 26.N) em fetos oriundos de pais submetidos ao estresse (GE).  

 A análise de malformações viscerais foi realizada em 245 fetos através dos cortes 

seriados nas diversas regiões da (o): cabeça, pescoço, tórax, abdômen e pelve (Tabela 

13). Uma única alteração foi observada, de forma isolada, somente em um feto 

proveniente dos acasalamentos de pais dos grupos tratados com o escitalopram (GE), 

submetido ao estresse (GE) e submetido ao estresse com o tratamento de escitalopram 

(GEe). A anomalia visceral referiu-se ao aumento do tamanho do átrio (Figura 26.D). 

Portanto, as análises estatísticas realizadas não indicaram alterações significativas entre 

os grupos no que concerne ao desenvolvimento visceral. 
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Tabela 11-  Análise externa dos fetos oriundos do acasalamento e comportamento sexual dos ratos machos, aos 114 dias de idade, pertencentes aos 

grupos: Controle Sham (GC), Escitalopram (Ge), Estresse (GE) e Estresse + Escitalopram (GEe).  

  

  Grupos 

GC Ge GE GEe 

Fetos 

Vivos/Mortos 126/128 134/139 113/124 130/133 

Viabilidade (%) 98,43 96,40 91,12 97,74 

Peso (g) 2,80 (2,46 – 3,03) 2,50 (2,19 – 2,76) 2,44 (2,24 – 2,60) a 2,68 (2,35 – 2,980) 

Tamanho (cm) 3,05 (2,85 – 3,20) 2,95 (2,85 – 3,20) 2,92 (2,80 – 3,0) a 3,0 (2,85 – 3,20) 

Análise externa 

Atraso no desenvolvimento 1 2 9 2 

Gastrosquise 0 0 4 0 

Fenda palatina 0 0 0 1 

Hidrópicos 0 2 2 1 

Nº fetos examinados 128 139  124 133 

N° fetos com anomalias 1 4 15 a 4 

Anomalias externas (%) 0,78 2,87 12,09 a 3,00 

Ninhadas alteradas/total 1/10 2/11 5/11 3/10 

Teste exato de Fisher 

 

a: GE > GC, Ge, GEe, p<0,05. 
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Tabela 12-  Análise esquelética dos fetos oriundos do acasalamento e comportamento sexual dos ratos machos, aos 114 dias de idade, pertencentes 

aos grupos: Controle Sham (GC), Escitalopram (Ge), Estresse (GE) e Estresse + Escitalopram (GEe).  

 

a: Ge, GE e GEe > GC; b: GE e GEe > Ge. p<0,05 

 

  Grupos 

GC Ge GE GEe 

Fetos 

Anomalias esqueléticas 

Agenesia esternébrio 0 2 7 7 

Esternébrio anormal 1 4 2 1 

Ausência de esternébrio 0 0 0 2 

Ossif. incomp. esternébrio 0 3 10 5 

Centro vertebral bipartido 3 3 4 7 

Costela disforme 0 1 0 0 

Costela supranumérica 0 0 0 2 

Nº fetos examinados 62 69 54 58 

Nº fetos com anomalias 3 13 a 23 a,b 24 a,b 

Anomalias esqueléticas (%) 4,83 18,84 a 42,59 a,b 41,37 a,b 

Ninhadas alteradas/total 3/10 9/11 a 11/11 a 9/10 a 

Teste exato de Fisher 
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Tabela 13-  Análise visceral dos fetos oriundos do acasalamento e comportamento sexual dos ratos machos, aos 114 dias de idade, pertencentes aos 

grupos: Controle Sham (GC), Escitalopram (Ge), Estresse (GE) e Estresse + Escitalopram (GEe).  

 

  

  Grupos 

GC Ge GE GEe 

Fetos 

Anomalias viscerais 

Átrio aumentado 0 1 1 1 

Nº fetos examinados 64 69 65 70 

N° fetos com anomalias 0 1 1 1 

Anomalias viscerais (%) 0 1,44 1,53 1,42 

Ninhadas alteradas/total 0/10 1/11 1/11 1/10 

Teste exato de Fisher 
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Figura 26. Fotografias mostrando as alterações externas, viscerais e esqueléticas encontradas durante as 

avaliações fetais. A) Feto hidrópico (seta), B-C) Atraso no desenvolvimento D) Átrio aumentado (seta), E) 

Palato normal (seta), F) Palato com fenda (seta), G) Gastrosquise em visão frontal (seta), H) Gastrosquise 

em visão superior (circulado), I) Esternébrio com anormalidades (setas), J) Esternébrio com agenesia (seta), 

K) Esternébrio com ossificação incompleta (seta), L) Membro superior sem falanges, M) Disco vertebral 

bipartido (circulado), N) Costelas disformes (circuladas), O) Costela supranumerária (unilateral, seta), P) 

Costelas supranumerárias (bilateral, setas).  
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Depressão e ansiedade são problemas de saúde pública que afetam de 5-10% da 

população mundial e ocorrem frequentemente durante as idades reprodutivas (WIEGNER 

et al., 2015; WHO, 2021).  

Em 2009, Food and Drug Administration (FDA- USA) aprovou o escitalopram, 

um ISRS, para tratar transtorno depressivo maior (TDM) em pacientes adolescentes na 

faixa etária de 12-17 anos (EMSLIE et al., 2009). O escitalopram é um s-enantiômero do 

citalopram com farmacocinética semelhante, porém mais seletivo e com ação mais 

potente em baixas doses (HAYES et al., 2010). Apesar dos tratamentos medicamentosos 

para depressão melhorarem os sintomas depressivos, alguns estudos mostram que efeitos 

sexuais adversos pode ocorrer, como anorgasmia, disfunção erétil, diminuição na libido 

(CSOKA & SHIPKO, 2006; ATTIA & BAKHEET, 2013), queda na qualidade 

espermática (SAFARINEJAD, 2008; KOYUNCU et al., 2011; AKASHEH et al., 2014) 

e alterações da ejaculação em homens (TANRIKUT et al.,2010; BIJILSMA et al., 2013; 

AKASHEH et al., 2014). 

De fato, a serotonina tem um papel importante na modulação da secreção de 

gonadotrofinas e existem alguns receptores presentes nas células de Sertoli que 

participam da espermatogênese normal em ratos imaturos (MOGUILEYSKY et al., 1985; 

JUSTO et al., 1989; SYED et al., 1999; SHISHKINA & DYGALO, 2000).  

No sistema genital masculino, receptores de serotonina foram localizados nos 

vasos deferentes sendo responsáveis por sua contração (HAY, WADSWORTH, 1982). 

Os receptores de serotonina também foram identificados nos testículos, onde exercem 

função na regulação do fluxo sanguíneo testicular (COLLIN et al., 1996). Além disso, 

eles também estão presentes no epitélio epididimário, no sistema neuroendócrino e nos 

mastócitos (JIMÉNEZ-TREJO, 2007). No epidídimo, os receptores de serotonina 

exercem função relacionada à maturação dos espermatozoides. A enzima triptofano 

hidroxilase, que converte triptofano em serotonina, foi detectada em células epiteliais e 

neuroendócrinas do epidídimo, sustentando a proposição de ocorrência de síntese local 

de serotonina. Alguns estudos sugerem que estes mesmos receptores estariam também 

localizados em células de Sertoli e que desempenhariam função na espermatogênese 

(SYED et al., 1999). Os receptores de serotonina, em particular 5-HT2A, estão co-

localizados com receptores de LH e alguns estudos mostraram que, em células de Leydig, 

os receptores de serotonina podem ligar-se ao LH ou, ainda, desempenhar um papel na 

síntese de testosterona produzida por estas células. Receptores de serotonina 5-HT2A e 

5-HT3 também foram detectados na cauda de espermatozoides de rato, sugerindo que 

teriam alguma ação sobre a sua atividade funcional (FUJINOKI, 2011).  
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O tratamento com escitalopram pode ocorrer durante a adolescência, todavia os 

efeitos desta terapia sobre parâmetros espermáticos, tanto quantitativos quanto 

qualitativos, e as consequências sobre a fertilidade, bem como a viabilidade das progênies 

têm sido pouco exploradas e, portanto, ainda praticamente desconhecidas. O potencial 

efeito do tratamento com escitalopram sobre a fertilidade precisa ser considerado, 

especialmente nos pacientes jovens e adultos em fase reprodutiva. De fato, atualmente, 

reprodução e fertilidade são itens considerados relevantes para a qualidade de vida pela 

Organização Mundial de Saúde.  

Este é provavelmente o primeiro trabalho experimental que investiga os efeitos 

do protocolo de depressão induzida em ratos com tratamento de escitalopram nesta faixa 

etária. Existem poucas informações usando modelos animais, acerca das consequências 

reprodutivas tardias do tratamento com ISRS, especialmente o escitalopram, e os 

mecanismos neuroendócrinos que modulam os principais eventos reprodutivos (AYALA, 

2009). 

Estudos também mostram que o estresse crônico moderado, aplicado a roedores, 

pode provocar, por sua vez, mudanças neuroquímicas e alterações variadas no 

comportamento, tais como redução na atividade sexual e locomotora, aumento nos níveis 

de corticosterona, diminuição no consumo de solução de sacarose e distúrbios no ciclo 

circadiano, os quais também são observados em quadros de depressão em humanos 

(KATZ, 1981; STEWART et al., 1990; SOLBERG et al., 1999; GRONLI et al., 2005; 

MILLER et al., 2009). Em relação ao protocolo experimental de depressão induzida em 

ratos, foram observadas variações metodológicas na literatura, como: (I) tipos de 

estressores (II) horário e duração dos estressores (III) duração do experimento e idade de 

eutanásia. Contudo, a grande maioria dos trabalhos analisados utilizou animais adultos e 

um período de estressores equivalente a 4 semanas (GAMARO et al., 2003; GRIPPO et 

al., 2003; GRONLI et al., 2005; SAKR et al., 2015). Contudo, o protocolo de estresse 

crônico moderado é considerado um modelo válido para indução de depressão em 

roedores (HENNINGCEN et al., 2009). Todavia, o tipo, duração, severidade ou 

previsibilidade dos estressores aplicados podem causar diferentes respostas ao estresse 

(HARGREAVES, 1990; PARÉ & REDEI, 1993; PUCILOWSKI et al., 1993; MARTI et 

al., 1994). Portanto, o modelo utilizado parece ser conveniente para este tipo de estudo.  

 No presente estudo foi observado um aumento no tempo de imobilidade durante 

o TNF e uma redução no consumo de sacarose em resposta ao estresse crônico moderado 

(GE), indicando ocorrência de anedonia. Além disso, foi notado um aumento no peso da 

adrenal nos animais submetidos ao estresse, o que pode ser considerado outro índice de 
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efetividade do protocolo de estresse (GAMARO et al., 2003).  Os grupos GC e Ge 

mantiveram o tempo de imobilidade e o consumo de sacarose durante todo o tratamento, 

enquanto os animais submetidos ao estresse crônico, tratados com escitalopram, 

mostraram um aumento no consumo de sacarose e uma diminuição no tempo de 

imobilização ao final do tratamento medicamentoso em comparação aos animais do grupo 

estresse e sem o tratamento medicamentoso (GE). Aqui, como já era esperado o 

tratamento com medicamentos que afetam a neurotransmissão serotonérgica, como é o 

caso do escitalopram e outros, tais como fluoxetina, sertralina, paroxetina, citalopram 

(CASTAGNE et al., 2011); aumentou o tempo de natação no TNF. Por outro lado, ao 

contrário do que se esperava, não foram observadas diferenças nos níveis de 

corticosterona e no peso corpóreo final. Provavelmente, este fato deveu-se à amplitude 

do intervalo decorrido desde o término do protocolo de estresse até a eutanásia, quando 

se procedeu a coleta de sangue para a dosagem de corticosterona. Em resumo, a maior 

amplitude do intervalo decorrido entre o final dos estressores e o dia de eutanásia; pode 

ter provido tempo suficiente para um período de recuperação nos níveis de corticosterona 

e no ganho/perda de peso corporal (GRIPPO et al., 2003; GALAL et al., 2015), fato que 

poderia explicar as diferenças entre os resultados aqui observados e os reportados por 

outros autores que utilizaram ratos como modelo para avaliação do estresse crônico 

moderado (GAMARO et al., 2003; SAKR et al., 2015). 

 Estresse crônico moderado e tratamento com escitalopram causaram impacto 

negativo sobre os parâmetros espermáticos quantitativos e qualitativos. De fato, a 

qualidade espermática, no que concerne à atividade mitocondrial, integridade do 

acrossoma, motilidade, viabilidade e frequência de espermatozoides com morfologia 

normal mostrou-se reduzida em animais tratados com escitalopram que foram submetidos 

ou não aos protocolos de estresse. Portanto, os dados apresentados neste trabalho 

corroboram com estudos prévios sobre as alterações na qualidade espermática em 

humanos que avaliaram os efeitos tanto do estilo de vida estressante quanto de outros 

tipos de inibidores seletivos de recaptação de serotonina, tais como sertralina, fluoxetina, 

fluvoxamina. (BRAMBILLA et al, 2005; KUMAR et al., 2006; BHONGADE et al., 

2015; ZOU et al., 2018).  Apesar dos mecanismos, através do quais os ISRS agem 

afetando a qualidade espermática, serem pouco entendidos, sugere-se que a desregulação 

no metabolismo do triptofano poderia causar perturbações na espermatogênese normal 

(ELNAZER & BALDWIN, 2014) como também inibir a fosforilação oxidativa na 

mitocôndria dos espermatozoides, influenciando a síntese de ATP (KUMAR et al., 2006). 

Contudo, estudos mostram que ATP derivado de mitocôndrias não tem papel chave na 
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motilidade espermática; de fato, a glicólise parece ser o principal mecanismo utilizado 

para a aquisição de energia e motilidade. Assim, o papel das mitocôndrias na função 

espermática pode estar predominantemente relacionado a outros aspectos fisiológicos 

(AMARAL et al., 2013). No entanto, não há uma conclusão final sobre a fonte de energia 

da motilidade espermática, ou seja, fosforilação oxidativa ou glicólise. Além disso, 

pequenas quantidades de espécies reativas de oxigênio mitocondrial parecem ser 

fundamentais para que os espermatozoides adquiram competência para a fertilização 

(PIOMBONI et al., 2012).  

 Os hormônios FSH, LH e testosterona participam na manutenção das funções 

reprodutivas masculinas, além de uma complexa rede de fatores parácrinos testiculares.   

Alterações do eixo hipotálamo-hipófise-gônada podem impactar direta e negativamente 

na espermatogênese (BABU et al., 2004; RAMASWAMY & WEINBAUER, 2015). O 

hormônio liberador de gonadotrofina (GnRH) é sintetizado como um pró-hormônio sendo 

processado no hipotálamo e liberado no sistema porta-hipofisário de modo pulsátil; ele 

estimula a liberação de FSH e LH na circulação sanguínea (ATLI et al., 2017). Em 

mamíferos, o LH controla a biossíntese de testosterona, a qual é produzida pelas células 

de Leydig. O LH se liga a receptores existentes em células de Leydig estimulando, desta 

forma, a produção de monofosfato de adenosina cíclico (cAMP) que, então, estimula a 

produção deste hormônio a partir do colesterol (STOCCO, 2000). A testosterona assim 

produzida é, por sua vez, a responsável não só pelo desenvolvimento de caracteres sexuais 

secundários, mas também pela regulação da espermatogênese normal como também pela 

liberação/armazenamento adequado de espermatozoides no epidídimo. O FSH, por sua 

vez, liga-se a receptores presentes nas células de Sertoli as quais exercem papel 

fundamental no controle e na manutenção da espermatogênese (WISNIEWSKI et al., 

2015). Os neurotransmissores responsáveis pela comunicação neuronal no sistema 

nervoso central (SNC) podem afetar o eixo hipotálamo-hipófise-testículo (LOVINGER, 

2008), pois o controle neuroendócrino das funções reprodutivas é baseado na harmonia 

entre distintos sinais neuronais e hormonais que ocorrem em diferentes níveis deste eixo 

(MAFFUCI & GORE, 2009; OYOLA & HANDA, 2017). Medicamentos da classe de 

antidepressivos e ansiolíticos podem afetar a liberação de GnRH, modulando a atividade 

de neurotransmissores envolvidos nesta rede neuronal hipotalâmica, podendo assim afetar 

o eixo hipotálamo-hipófise-gônada (ILGIN, 2020) e, por conseguinte, a produção do 

hormônio masculino. 

 O tratamento com escitalopram pode alterar os níveis de testosterona, o que 

implicaria em alterações dos processos espermatogênicos e de maturação espermática, 
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este último ocorrendo na cabeça e corpo do epidídimo (ROBAIRE et al., 2006, 

ERDEMIR et al., 2014; HANSEN et al., 2017). As dosagens de testosterona plasmática 

revelaram que houve uma redução nos seus níveis em animais submetidos ao estresse, 

com e sem o uso de escitalopram. Os animais tratados somente com escitalopram 

apresentaram sugestiva redução dos níveis plasmáticos de testosterona, em comparação 

aos animais controle; estas dosagens, porém, não se mostraram estaticamente 

significantes. Este fato, poderia ser explicado em razão do período ocorrido entre o 

término do uso do medicamento e o dia da eutanásia, o que pode ter possibilitado uma 

recuperação do nível plasmático deste hormônio. Além disso, a dose de escitalopram 

administrada aos animais (10mg/Kg/dia) foi uma adaptação da dose mínima diária 

recomendada para humanos (10mg), e algumas pesquisas mostram que alterações de 

hormônios, como testosterona, são observadas somente em doses elevadas de 

antidepressivos e antiepilépticos (ATLI et al., 2017; BAYSAL et al., 2017). Contudo, a 

redução nos níveis de testosterona plasmática foi relatada, em ratos, com o uso 

prolongado de fluoxetina, um tipo de inibidor seletivo de recaptação de serotonina, 

resultante da ação danosa sobre as células de Leydig, as quais são andrógeno-dependentes 

(BATAINEH & DARADKA, 2007; ELSEDAWI et al., 2021). Neste estudo, o 

escitalopram causou redução de peso em alguns órgãos andrógeno-dependentes como 

próstata, vesícula seminal, testículo; sugerindo assim, uma alteração no eixo hormonal, 

porém corroborando com o que foi dito anteriormente sobre a recuperação do nível 

hormonal após a interrupção do uso do medicamento. Erdemir e colaboradores (2014), 

estudando a ação danosa de alguns antidepressivos da classe de inibidores seletivos de 

recaptação de serotonina, dentre eles o escitalopram, sobre a fertilidade de ratos machos, 

constataram alterações hormonais significantes somente em animais tratados com 

sertralina sugerindo, portanto, que um efeito mais brando sobre os níveis plasmáticos de 

testosterona teria ocorrido mediante o uso de outros medicamentos, quais sejam, a 

fluoxetina, a paroxetina e o escitalopram. 

 Além disto, os animais estressados, que foram tratados ou não com escitalopram, 

apresentaram diminuição do peso e do volume testicular. Os dados biométricos dos 

órgãos reprodutivos, observados na presente pesquisa, estão de acordo com os 

apresentados na literatura, que relataram que exposição ao estresse crônico em ratos, 

causa alterações nos órgãos reprodutivos, alterando diâmetros e expessuras testiculares, 

causando apoptose de células testiculares, bem como diminuindo os níveis plasmáticos 

de testosterona (HOU et al., 2014; ZOU et al., 2019). França e colaboradores (1998) 

comentaram que quando ocorre massiva perda celular no epitélio seminífero, um 
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acentuado declínio das medidas morfométricas testiculares consequentemente acontece. 

Neste caso, é provável que a apoptose de células da linhagem germinativa possa ter 

ocorrido em decorrência da ação danosa do escitalopram, como já relatado com o uso de 

outros antidepressivos desta classe, e pela exposição ao estresse crônico (GAO et al., 

2003; ILGIN et al., 2017; HAMDI, 2019; ELSEDAWI et al., 2021). O estresse crônico 

aumenta os níveis séricos de corticosterona o que pode acabar inibindo a síntese de 

testosterona e, como resultado, causar apoptose em células de Leydig e comprometer a 

esteroidogênese (GAO et al., 2003). Nossos resultados estão de acordo com o que foi 

citado anteriormente, tendo em vista que níveis plasmáticos de testosterona nos animais 

submetidos ao protocolo de estresse crônico moderado foram menores e os animais 

estressados sem uso de antidepressivo apresentaram um aumento no tamanho das 

adrenais, corroborando com a ideia do aumento sérico de corticosterona. Além disso, a 

análise histopatológica dos testículos, revelou que os túbulos seminíferos dos animais 

tratados com escitalopram e/ou submetidos ao estresse apresentaram maior freqüência de 

alterações estruturais em comparação aos dos animais controles. Essas alterações 

corroboram os dados relativos às alterações biométricas testiculares e de órgãos 

andrógeno-dependentes, além dos danos espermáticos causados pelo tratamento com 

escitalopram e estresse, conforme já relatados.   

 De fato, várias condições ou eventos associados à infertilidade masculina são 

indutores de estresse oxidativo (GALAL et al., 2016). Estresse oxidativo pode causar 

mudanças na dinâmica do fluxo sanguíneo da microvascularização testicular, na 

sinalização endócrina e na apoptose de células germinativas. O dano oxidativo pode 

ocorrer em várias classes de moléculas, incluindo lipídios, proteínas, ácidos nucleicos e 

açúcares. Isto significa que a célula, o núcleo, as membranas mitocondriais, o RNA e o 

DNA são vítimas potenciais do estresse oxidativo (TURNER & LYSIAK, 2008). O 

aumento nos níveis de espécies reativas de oxigênio (EROs) é, portanto, conhecido por 

ter impacto negativo sobre parâmetros espermáticos (AITKEN & ROMAN, 2008); ele é 

causado pelo desequilíbrio entre os níveis de EROs e de antioxidantes. Os tecidos 

testiculares são muito susceptíveis à oxidação e isso ocorre devido à grande quantidade 

de ácidos graxos poli-insaturados contidos na membrana das células germinativas e dos 

próprios espermatozoides (AITKEN, 1995; GRIVEAU & LANNOU, 1997; AGARWAL 

et al., 2014). Outro fator importante é que o estresse oxidativo prolongado nos testículos 

pode causar mudanças histopatológicas (AYINDE et al.,2012; EL-NEWESHY et al., 

2013). Os radicais livres podem induzir a peroxidação lipídica dos ácidos graxos poli-

insaturados presentes nas membranas das células germinativas e dos gametas, resultando, 
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em possível atrofia testicular e degeneração dos túbulos seminíferos (MANDAL & DAS, 

2011). De fato, conforme comentado, ácidos graxos insaturados são encontrados em 

quantidades elevadas nas células germinativas, em nível testicular. Isto favorece o 

aumento da produção de EROs em resposta a diferentes situações danosas (ASADI et al., 

2017), o que ocorreu, no presente trabalho, em relação à submissão ao estresse crônico 

moderado e ao tratamento com o escitalopram. Existe também um sistema natural de 

defesa antioxidante local, que protege o tecido testicular contra possíveis lesões causadas 

por EROs (AITKEN et al., 2008). Contudo, quando há superprodução de EROs, ocorre 

sobrecarrega do sistema antioxidante natural. Tal fato pode conduzir à peroxidação 

lipídica culminando com danos à membrana celular (MARITIM et al., 2003; RATO et 

al., 2014).  

 Na presente pesquisa, a análise de estresse oxidativo através da sonda BODIPY, 

mostrou que houve um aumento nos níveis de peroxidação lipídica nos espermatozoides 

dos animais submetidos ao estresse moderado crônico, que foram ou não tratados com o 

escitalopram, em relação aos animais controles. Além disso, avaliações do status 

oxidativo, em nível testicular e epididimário, utilizando, como marcador, o 

malondialdeído, um produto secundário da peroxidação lipídica (AYOUB et al. 2000), 

revelaram que houve um aumento deste marcador nestes tecidos.  O estresse oxidativo 

pode causar alterações nos componentes lipídicos da membrana de células imaturas da 

linhagem germinativa e nos espermatozoides, de modo que mudanças na fluidez e na 

permeabilidade destes últimos podem ocorrer (ASADI et al., 2017), resultando em 

alterações da reação acrossômica, fluidez inadequada da membrana celular e possíveis  

disfunções  do processo de fertilização (TRAMER et al.,1998; KO et al., 2014) Os dados 

de peroxidação  lipídica nos espermatozoides, aqui observados, estão de acordo com 

aqueles relativos à integridade do acrossoma, já que, tanto animais submetidos ao estresse 

como também os tratados com o escitalopram mostraram alteração destes parâmetros. 

Além disso, alguns trabalhos revelaram que o uso de sertralina e citalopram, inibidores 

seletivos de recaptação de serotonina, causaram aumento de estresse oxidativo em nível 

testicular aumentando os níveis de malondialdeído e diminuindo a atividade da enzima 

glutationa (GSH) (ATLI et al., 2017; ILGIN et al., 2017; HAMDI, 2019).  Além da lesão 

testicular, deve-se também considerar a possibilidade de dano epididimário e o dano 

direto ao espermatozoide. Desta forma, deve-se atentar, neste caso, para o fato de que 

membranas celulares de espermatozoides também são ricas em ácidos graxos 

poliinsaturados (PUFAs) e que estas células carecem de reparos enzimáticos. Tal fato 

torna estes gametas largamente expostos ao estresse oxidativo, aumentando a 
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vulnerabilidade do seu DNA à peroxidação lipídica (AITKEN, 1995; GRIVEAU & 

LANNOU, 1997; AGARWAL et al., 2014). Neste trabalho, os resultados obtidos pela 

dosagem de MDA em testículos apresentaram diferenças significantes nos animais 

submetidos ao protocolo de estresse crônico, os quais mostraram um aumento deste 

parâmetro analisado. Por outro lado, modificações estruturais do tecido epididimário 

podem resultar em desequilíbrio de seu microambiente, o qual é imprescindível para uma 

maturação espermática adequada, de modo a prejudicar a qualidade espermática. Além 

disso, o epidídimo do rato pode ser dividido anatomicamente em 4 regiões: segmento 

inicial, cabeça, corpo e cauda; formando um complexo segmentado (19 segmentos), onde 

cada segmento expressa e coordena seus próprios genes, proteínas, enzimas, eletrólitos e 

vias de sinalização (ROBAIRE et al., 2006; DOMENICONI et al., 2016). 

Consequentemente, as células de cada segmento possuem regulação diferenciada da 

expressão gênica e proteica, resultando em composições fluídicas distintas em cada região 

(ROBAIRE et al., 2006). Neste trabalho constatamos alterações no tecido epididimário 

nas suas diferentes porções; onde os animais submetidos ao estresse crônico (GE) 

apresentaram aumento nos níveis de MDA na região de cabeça+corpo ao passo que os 

animais submetidos ao estresse e/ou tratados com escitalopram (Ge, GE e GEe) 

apresentaram aumento nos níveis de MDA na região da cauda. As diferentes alterações 

encontradas em cada região podem ser reflexo da especificidade estrutural e funcional 

dos segmentos epididimários, resultando em distintas respostas ao tratamento com 

escitalopram e/ou à exposição ao protocolo de estresse. Além disso, estas alterações 

podem estar associadas às alterações encontradas em diversos parâmetros espermáticos 

aqui apresentados.  

 Em outro trabalho realizado por nosso grupo, no qual também utilizou-se o rato 

como modelo experimental, administrou-se o escitalopram, na mesma dose e  por um 

período aproximadamente similar (35 dias) mas que, diferentemente do protocolo 

utilizado nesta pesquisa, se estendeu desde a peripuberdade (41 dpp)  até a fase de jovem 

adulto (76 dpp); no presente trabalho, a administração  do referido anti-depressivo aos 

animais iniciou-se a partir do 70° dpp, estendendo-se até o 103° dpp  (maturidade sexual 

plena).  Como resultado, observou-se, no trabalho anterior, um aumento significativo dos 

níveis de malondialdeído, um marcador importante de peroxidação lipídica, tanto no 

testículo como no epidídimo (dados ainda não publicados), corroborando de certa forma 

os achados, em espermatozoides, apresentados neste relatório. Nesta pesquisa, o estresse 

oxidativo observado nos órgãos reprodutivos, como testículo e epidídimo, em razão da 

administração do escitalopram, corrobora os efeitos deletérios notados nos 
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espermatozoides. Contudo, a ação direta deste antidepressivo sobre os espermatozoides, 

durante o trânsito no epidídimo, também deve ser considerada, já que estas células 

apresentam membrana celular rica em ácidos graxos poliinsaturados (PUFAs), o que as 

torna suscetíveis ao dano oxidativo. De fato, o estresse oxidativo é o maior fator 

contributivo para a infertilidade masculina (AITKEN & SHAUN, 2008; AGARWAL et 

al., 2018; BARATI et al., 2019; SENGUPTA et al., 2022), resultando em alterações na 

atividade esteroidogênica das células de Leydig (HALES et al., 2005) e na diferenciação 

do epitélio germinativo em espermatozoides normais (NAUGTHON et al., 2001). 

 De acordo com os dados aqui apresentados, os ratos estressados e/ou tratados com 

escitalopram apresentaram alterações nos parâmetros espermáticos quantitativos. A 

produção diária de espermatozoides e o número de espermátides na etapa 19 sofreram 

diminuição causada pelo tratamento com escitalopram e/ou pela aplicação do protocolo 

de estresse. Como mencionado anteriormente, a longa exposição às drogas da classe ISRS 

pode causar prejuízos à fertilidade masculina.  

O escitalopram também é usado no tratamento de ejaculação precoce 

(HATZIMOURATIDIS et al., 2010). Os espermatozoides ficam estocados na porção 

caudal do epidídimo até a sua ejaculação; portanto, qualquer alteração neste órgão pode 

alterar o tempo de trânsito, o processo de maturação e comprometer a qualidade do 

gameta masculino. Em mamíferos, o epidídimo desempenha múltiplas funções tais como 

reabsorção do fluído dos túbulos seminíferos, transporte de espermatozoides, eliminação 

de gametas anormais, além da maturação do espermatozoide. Assim, alterações 

epididimárias podem causar comprometimento das funções essenciais e inerentes ao 

gameta masculino (SULLIVAN et al., 2005).  

Os espermatozoides provenientes diretamente do testículo, em diferentes espécies 

de mamíferos, são funcionalmente imaturos em decorrência da incapacidade destes 

gametas em “nadar”, de forma progressiva, e interagir de modo produtivo com o 

complexo cumulus-oócito. Na verdade, estes atributos funcionais desenvolvem-se 

progressivamente durante a passagem (descida) destas células através do epidídimo 

(ZHOU et al., 2018). Atraso no tempo de trânsito pelo epidídimo parece não alterar a 

capacidade fértil dos gametas (KEMPINAS et al., 1998). Em contrapartida, quando este 

tempo é acelerado podem ocorrer prejuízos à fertilidade, pois o tempo disponível para a 

aquisição da capacidade fertilizante dos espermatozoides, em nível epdidimário, é 

reduzido (KLINEFELTER et al., 1994). Os resultados deste estudo mostraram que 

animais tratados com escitalopram (Ge e GEe) tiveram alterações no tempo de trânsito 

espermático na região da cauda epididimária. De acordo com Jimenez-Trejo et al. (2007), 
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a cabeça do epidídimo do rato possui um sistema serotonérgico local que inclui a 

expressão de enzimas para a biossíntese de serotonina (5- hidroxitriptamina, 5-HT) além 

de vários subtipos de receptores para este ISRS, alguns envolvidos nas contrações do 

músculo liso da cauda do epidídimo; isto, indica que essa transmissão serotonérgica pode 

contribuir para a contração coordenada desta porção do ducto epididimário, durante o 

transporte de espermatozoides (MUELLER et al., 2019), evento fundamental para a 

fertilidade. Deste modo, o significado e impacto das alterações de trânsito epididimário 

aqui observadas, sobre a fertilidade dos animais mediante uso de escitalopram, 

necessitam maior investigação.  

Neste estudo, avaliaram-se os efeitos do estresse sobre o sistema reprodutivo 

masculino. Os mecanismos celulares e moleculares que envolvem a depressão induzida 

por estresse ainda são incertos (QIU et al., 2014); entretanto, o estresse pode induzir a 

liberação de corticosteroides pelas adrenais (MCEWEN, 2007) e o aumento nos níveis de 

corticosterona pode acarretar alterações no metabolismo da serotonina tanto no sistema 

nervoso central como no periférico (PARIS et al., 1987; MALYSKO et al., 1994, NISHI 

& AZMITIA, 1996). Portanto, a redução nos níveis sinápticos de serotonina (5-HT; 5-

hidroxitriptamina) nas regiões cerebrais somada a baixa produção de fatores neurotróficos 

derivados do cérebro na região hipocampal podem contribuir para a depressão induzida 

por estresse (DUMAN & MONTEGGIA, 2006).  

No presente estudo, a estrutura da cromatina dos espermatozoides foi avaliada 

empregando-se as técnicas: Laranja de Acridina, Ensaio COMETA, Azul de Touidina, 

Cromomicina A3 (CMA3) como também através da utilização de Kit específico para 

análise de fragmentação de DNA espermático em ratos (Halomax®). As análises em que 

se utilizaram respectivamente o método Laranja de Acridina, o Ensaio COMETA e o Kit 

Halomax avaliaram a fragmentação/integridade de DNA espermático enquanto as 

análises referentes aos métodos do Azul de Toluidina e da Cromomicina A3 avaliaram a 

integridade da cromatina dos espermatozoides. Durante a espermiogênese, grande parte 

das histonas presentes na cromatina dos espermatozoides são trocadas por protaminas, 

processo intitulado “protaminação”, permitindo uma condensação maior do material 

genético e garantindo maior resistência mediante exposição a fatores danosos (MILLER 

et al., 2010).  

Karimipour e colaboradores (2020) observaram, em camundongos oriundos de 

mães tratadas com fluoxetina (outro medicamento da classe do escitalopram - ISRS), um 

aumento significativo na fragmentação do DNA espermático. Em contrapartida, a análise 

dos resultados obtidos na presente pesquisa não apresentou diferenças significantes em 
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relação à fragmentação do DNA espermático, e isto pode ter acontecido, provavelmente, 

em razão do período ocorrido entre o término do tratamento e a eutanásia dos animais, 

proporcionando uma recuperação natural. De fato, alguns danos espermáticos causados 

por essa classe de medicamentos podem ser reversíveis após o fim da utilização da 

medicação (GALAL et al., 2016). Em relação à integridade e maturidade da cromatina 

espermática, observamos um aumento de espermatozoides CMA3 positivos, indicando 

uma baixa compactação da cromatina nestas células, dados que foram corroborados 

através da técnica de Azul de Toluidina, em que os resultados revelaram uma redução na 

compactação da cromatina em espermatozoides nos animais tratados com escitalopram 

e/ou submetidos ao protocolo de estresse crônico, em relação aos animais do grupo 

controle. O CMA3 e o corante Azul de Toluidina são marcadores eficazes na detecção 

indireta e direta, respectivamente, de espermatozoides com deficiência de protamina, os 

quais apresentam alterações na compactação fisiológica do DNA espermático, onde os 

marcadores se ligam em resíduos de fosfato do DNA espermático devido à frouxa 

compactação da cromatina (BIANCHI et al.,1993; SAKKAS et al., 1995, SHAMSI, 

IMAM, DADA, 2011). Novamente, o aumento da peroxidação lipídica, em 

espermatozoides e epidídimos de animais tratados com escitalopram e/ou submetidos ao 

estresse crônico moderado imprevisível, corrobora o papel do estresse oxidativo na piora 

da qualidade espermática. De fato, observou-se, aqui, não somente a ocorrência de 

alterações de parâmetros espermáticos, comumente investigados em análises de rotina, 

tais como vitalidade, motilidade, e morfologia, como também em parâmetros mais 

específicos, quais sejam:  integridade do acrossoma e estrutura da cromatina 

(protaminação).  

Alguns trabalhos sugerem que níveis adequados de FSH e testosterona são 

essenciais durante os estágios de condensação espermática. Desta forma, acredita-se que 

exista um mecanismo molecular de regulação endócrina durante a transição histona-

protamina, a qual mantém a integridade da cromatina durante a sua condensação, ocorrida 

durante a espermiogênese (ALEEM et al, 2008; GILL-SHARMA et al., 2011). Segundo 

Aleem e colaboradores (2008), os métodos convencionais para estudo da integridade da 

cromatina, tais como laranja de acridina e dispersão da cromatina, não são sensíveis para 

a detecção de mudanças na compactação da cromatina (falhas na protaminação) que 

sejam causadas por desequilíbrios hormonais (FSH e testosterona). Em resumo, 

alterações na condensação da cromatina de espermatozoides epididimários, causadas por 

mudanças nos níveis de testosterona ou FSH, podem estar associadas com desequilíbrio 

endócrino e queda de fertilidade (ALEEM et al., 2008). Além disso, exposições 



92 
 

 
 

ambientais, como o estresse crônico, podem interferir na diferenciação de células da 

linhagem germinativa, por meio do estabelecimento de marcas epigenéticas, as quais 

podem transmitir informações durante a fertilização, afetando o desenvolvimento e a 

saúde da prole (RODGERS, et al., 2015; MARCHO et al., 2020). Deste modo, ainda que 

os testes de fragmentação do DNA espermático aqui utilizados não tenham mostrado 

diferenças significantes entre os grupos, não podemos excluir a ocorrência de danos 

através de mecanismos e “marcas” epigenéticas que podem impactar negativamente o 

desenvolvimento das progênies. Corroborando esta ideia, é importante enfatizar que 

alterações significantes nos níveis de testosterona foram observadas nos grupos 

submetidos ao estresse e submetidos ao estresse com escitalopram (GE e GEe), como 

também alterações da condensação da cromatina em animais submetidos ao estresse e/ou 

tratados com escitalopram (Ge, GE e GEe).   

O comportamento sexual e a capacidade reprodutiva também foram alvos de 

estudo nesta pesquisa. O comportamento sexual de ratos machos envolve uma série 

neurotransmissores, neuropeptídios e de interações neuroendócrinas. Este comportamento 

pode ser alterado mediante a exposição a agentes ambientais, incluindo medicamentos, 

especialmente na fase de puberdade, em que ocorrem eventos hormonais complexos, 

aumentando a suscetibilidade de alterações comportamentais na vida adulta (GRAY et 

al., 1998; VIEIRA et al., 2017). 

Em roedores, o comportamento sexual masculino é caracterizado por em uma 

série de padrões motores estereotipados, executados em uma sequência ordenada, 

caracterizada inicialmente pela aproximação ou investigação do rosto e da região 

anogenital da fêmea, seguida pela realização de montas sem ou com intromissões, 

ejaculação e de intervalo pós-ejaculatório. Em ratos, no início do comportamento sexual, 

a fêmea receptiva normalmente permanece imobilizada enquanto o macho se aproxima 

da região traseira de seu corpo, abraça seus flancos com suas patas dianteiras, e inicia 

uma série de movimentos superficiais da pélvis (thrusting), caracterizando a monta. O 

pênis está parcialmente ereto durante esses movimentos. A fêmea, por sua vez, assume 

postura de lordose, com encurvamento característico do dorso e a cauda desviada para 

um lado, expondo a vagina. Em alguns casos, mesmo a fêmea estando receptiva, esta 

pode rejeitar o macho, principalmente se as suas abordagens não forem adequadas. A 

intromissão define o comportamento copulatório. A ocorrência da intromissão peniana é 

inferida pela presença de monta, com consequente lordose da fêmea, movimentos de 

penetração vaginal, seguidos da desmonta rápida e limpeza da área genital do macho. Esta 

sequência de movimentos requer ereção peniana e, também, atividade coordenada dos 
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músculos estriados do pênis, estando associada com a ativação dos reflexos ejaculatórios; 

portanto, a taxa de intromissão pode fornecer indícios sobre a função erétil (AGMO, 

1997; HULL & RODRÍGUEZ-MANZO, 2017). 

A ejaculação é evidenciada pela ocorrência de monta com intromissão, seguida 

pelo levantar-se do tronco do macho por alguns segundos e, em sequência, da desmonta 

lenta e limpeza genital.  A maioria dos mamíferos machos somente ejacula após a 

estimulação de várias intromissões. Após a ejaculação, os ratos machos entram em 

período refratário, ou seja, ausência de interesse sexual que pode variar de 5 a 10 minutos. 

Os primeiros 50% a 75% deste intervalo são considerados como período refratário 

absoluto, quando o macho não irá copular de novo, mesmo se estimulado (AGMO, 1997; 

HULL & DOMINGUEZ, 2007; HULL & RODRÍGUEZ-MANZO, 2017).  

Neste estudo, o comportamento sexual dos ratos machos foi avaliado sob dois 

aspectos distintos: a motivação sexual (libido) e a desempenho ou potência copulatória 

(execução dos atos copulatório). A motivação sexual é influenciada por fatores sensoriais 

e motores e é avaliada pela latência para a 1ª monta e a latência para a 1ª intromissão. 

Entretanto, a latência de intromissão pode também ser influenciada pela atividade motora 

e a função erétil, que podem ser prejudicadas por manipulações experimentais, sem afetar 

a motivação sexual. Portanto, a latência de monta é o melhor parâmetro para avaliar a 

motivação sexual (AGMO, 1997; CHEN et al., 2017; HULL & RODRÍGUEZ-MANZO, 

2017). Desta forma, aumento na latência para 1ª monta observada nos ratos dos grupos 

GE e GEe sugere alteração nos mecanismos relacionados à motivação sexual, mas sem 

efeito sobre a ereção peniana. 

 Além do número e da latência de montas estarem associadas à motivação sexual, 

deve-se considerar que resposta aos estímulos sensoriais do rato também afetam este 

parâmetro. Desta forma, aumento na sensibilidade tátil ou na sensibilidade olfatória pode 

afetar a capacidade do rato macho de localizar a fêmea. Portanto, deve-se ter cautela na 

análise do aumento do número e da latência das montas (AGMO, 1997).   

Embora as intromissões sejam essenciais para a estimulação peniana e o 

comportamento copulatório de ratos machos, que culmina com a ejaculação, a realização 

de montas também desempenha papel importante para o padrão de comportamento sexual 

do rato macho. O comportamento de monta determina o padrão temporal da cópula por 

contribuir para o estado de excitação e estimular a ejaculação (BITRAN & HULL, 1987; 

AGMO, 1997; HUIJGENS et al., 2021). Portanto, o comportamento de monta está 

relacionado tanto à motivação sexual quanto à performance copulatória.  
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A performance copulatória é avaliada pelo número de montas e de intromissões, 

latência para a 1ª ejaculação, intervalo pós-ejaculatório, número de ejaculações em um 

determinado intervalo de tempo (neste estudo foi de 30 minutos), eficiência copulatória 

e índice copulatório (HULL & RODRÍGUEZ-MANZO, 2017).  

Embora a maioria dos parâmetros do comportamento sexual não tenham 

apresentado diferença significante entre os grupos experimentais, deve-se considerar a 

proporção de ratos que não apresentaram monta nos 10 minutos iniciais do teste, a partir 

da introdução da fêmea receptiva, e a proporção de ratos que alcançaram a 

ejaculação. Nos grupos GC e Ge, 100% dos animais realizaram a monta e ejacularam pelo 

menos uma vez durante os 30 minutos do teste. Por outro lado, nos grupos GE e GEe, 

81,8% dos ratos apresentaram comportamento de monta nos primeiros 10 minutos do 

teste, com aumento significante na latência da primeira monta, e destes, somente 63,6% 

ejacularam. Ainda, o grupo GEe apresentou aumento significante no número de montas. 

  A serotonina é o neurotransmissor mais amplamente distribuído no cérebro e suas 

vias de sinalização são essenciais para várias funções, incluindo o comportamento sexual. 

Vias serotonérgicas em áreas cerebrais críticas para a orquestração de comportamentos 

sexuais incluem núcleos hipotalâmicos, principalmente a área pré-óptica medial 

(MPOA), a área septal, a amígdala e a estria terminalis, no sistema límbico, e as áreas 

olfatórias (HULL & DOMINGUEZ, 2007; OLIVIER, 2014).  

O sistema serotonérgico está envolvido na coordenação dos processos motores, 

autonômicos e sensoriais, de forma que a serotonina atua como moduladora do 

comportamento sexual e não como um mediador central, de forma que o aumento de 

serotonina extracelular acarretada por inibidores seletivos de recaptação de serotonina 

pode alterar a comportamento sexual em humanos e ratos. Entretanto, devido à grande 

variedade de receptores serotonérgicos (famílias de receptores de 5-HT 1 a 7), os efeitos 

deste neurotransmissor se modificam de acordo com o receptor ativado e via de 

sinalização desencadeada, podendo ser excitatória ou inibitória (SNOERENM et al., 

2014).  

Conforme já abordado anteriormente, o escitalopram é um inibidor seletivo da 

recaptação da serotonina, que se liga à proteína transportadora da serotonina (SERT) e 

inibe a recaptação da serotonina pelo neurônio pré-sináptico. Essa atividade aumenta a 

quantidade de serotonina na fenda sináptica, potencializando a neurotransmissão 

serotonérgica no sistema nervoso central. Desta forma, a serotonina interage tanto com 

os receptores pós-sinápticos, quanto com autoreceptores pré-sinápticos. A estimulação 

dos autoreceptores 5-HT1A pré-sinápticos ocasiona, inicialmente, modulação na 
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liberação de serotonina, seguido por dessensibilização destes receptores, alteração no 

mecanismo de automodulação e, consequentemente, aumento da libertação de serotonina 

para a fenda sináptica. Embora a serotonina seja geralmente inibidora sobre o 

comportamento copulatório, a ativação de receptores 5-HT1A diminui a latência e o 

número de intromissões e estimula o reflexo ejaculatório; no entanto, com a 

dessensibilização dos autoreceptores 5-HT1A, pode ocorrer retardo no reflexo 

ejaculatório. A paroxetina e a fluoxetina parecem mais potentes na dessensibilização 

dos receptores 5-HT 1A e inibição dos reflexos ejaculatórios quando comparadas ao 

citalopram e a fluvoxamina. Por outro lado, a ativação de receptores 5-HT1B, 5-HT2C e 

de outros receptores 5-HT2 determina um efeito inibitório sobre o comportamento 

copulador masculino e aumento do limiar ejaculatório, mas promovem a ereção peniana 

(AHLENIUS et al., 1989; FERNANDEZ-GUASTI et al., 1992; AHLENIUS & 

LARSSON, 1999; RODRÍGUEZ-MANZO et al., 2002; SNOERENM et al., 2014; 

ANGOA-PÉREZ & KUHN, 2015). Além da diminuição da atividade serotonérgica via 

receptores 5-HT 1A, o aumento na transmissão dopaminérgica e noradrenérgica ocorrem 

no modelo de depressão em roedores induzida por estresse crônico imprevisível 

(MAHAR et al., 2014; LU et al., 2019; DU et al., 2020) e podem influenciar no 

comportamento sexual em direções opostas e mascarando possíveis efeitos sobre a 

motivação e a eficiência copulatória. 

Desta forma, no presente estudo, os parâmetros de comportamento sexual 

avaliados não apresentaram diferenças significativas entre os grupos experimentais, em 

parte, provavelmente, devido à ativação dos diferentes tipos de receptores serotonérgicos 

e os complexos mecanismos serotonérgicos envolvidos no controle das fases do 

comportamento sexual masculino.  

O comportamento sexual masculino é altamente dependente da testosterona e de 

seus produtos metabólitos, o estrógeno e a di-hidrotestosterona. No entanto, os níveis de 

testosterona necessários para a ocorrência normal da espermatogênese são muito maiores 

que aquela exigida para estimular o comportamento sexual e, portanto, reduções na 

concentração de testosterona nem sempre afetam o comportamento (DAVIDSON et al., 

1978; ALVARENGA et al., 2010).  

Mos e colaboradores (1990) relataram que animais sem experiencia sexual 

apresentam maior estímulo dos mecanismos ejaculatórios, alcançando a ejaculação mais 

rapidamente quando comparados a animais experientes. Entretanto, não ocorreu nenhum 

efeito sobre a motivação sexual e o desempenho copulatório de ratos após o tratamento 

com ISRSs. Os autores então sugeriram que este fator poderia mascarar os efeitos 



96 
 

 
 

inibitórios potenciais esperados dos bloqueadores de recaptação de 5-HT no rato e pode 

justificar, também, a ausência de significância estatística dos parâmetros de 

comportamento sexual observados no presente estudo, já que também foram utilizados 

ratos machos não experientes.  

No que se refere à capacidade reprodutiva, foram observadas algumas alterações 

quando se analisaram os dados obtidos do acasalamento de animais, que foram 

submetidos somente ao estresse, mostrando que o protocolo com os diferentes estressores 

foi capaz de alterar a fertilidade. Alguns estudos, nos quais camundongos  foram 

submetidos a protocolos de estresse crônico, revelaram a existência de marcadores 

epigenéticos em células  da linhagem germinativa, relacionados ao  aumento na expressão 

de um tipo de RNA, o sncRNA (“small noncoding RNA”), como também a  mudanças 

na metilação do DNA (CARONE et al., 2010; DIETZ et al, 2011; RODGERS et al., 

2013; LAMBROT et al., 2013; DIAS & KESSLER, 2014). Espermatozoides passam por 

várias etapas de diferenciação, desenvolvimento e maturação; o período de exposição ao 

estresse pode afetar mecanismos distintos ao longo da espermatogênese (RODGERS & 

BALE, 2015). No protocolo utilizado neste projeto, a exposição ao estresse teve início da 

peripuberdade e se desenvolveu por 56 dias consecutivos, garantindo um período superior 

a 53 dias - tempo de espermatogênese em ratos da linhagem Wistar (HUCKINS, 1965).  

Liu e colaboradores (2012) relataram a existência de miRNAs nos espermatozoides, os 

quais são essenciais para a embriogênese normal, quando a inibição dos mesmos pode 

culminar em falha do desenvolvimento. Em um outro trabalho realizado por Chan e 

colaboradores (2017), a exposição de camundongos machos ao estresse crônico gerou, 

nos espermatozoides, um aumento destes miRNAs, comprovando o efeito negativo do 

estresse crônico sobre os gametas masculinos. Por fim, em outro estudo sobre a herança 

paterna observou-se que alterações espermáticas, tais como problemas na maturação e na 

motilidade, decorrentes da exposição ao estresse, podendo afetar a fertilização e eventos 

pré-implantacionais, consequentemente afetando o desenvolvimento da prole (RANDO, 

2012). Os dados da presentes pesquisa indicam alguns efeitos negativos do estresse sobre 

os gametas paternos causando diminuição na taxa de implantação, alteração no peso dos 

fetos e das placentas, além de aumento significativo de perdas pré-implantacionais. A 

análise dos dados de animais tratados com o escitalopram, por sua vez, não mostrou 

interferência significante deste antidepressivo sobre a fertilidade, nas condições do 

presente experimento. Todavia, sabe-se que a produção de espermatozoides em roedores 

excede muito a quantidade necessária para que ocorra fertilização, tornando-se necessário 

um dano mais acentuado na espermatogênese para que ocorra um impacto significativo 
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sobre à progênie (ZENICK & CLEGG, 1989; BELTRAME et al., 2019). Além disso, a 

queda na qualidade seminal não está, necessariamente, relacionada à queda na fertilidade 

(DROBNIS & NANGIA, 2017). 

Neste estudo, foi também constatado que a exposição crônica de ratos ao 

escitalopram, desde a fase de jovem adulto até a fase adulta, de maturidade sexual plena, 

causou aumento de estresse oxidativo espermático, bem como diminuição da 

protaminação e da integridade na estrutura da cromatina espermática, em relação ao grupo 

controle. Importante ressaltar que alterações na integridade, estrutura e na compactação 

da cromatina podem ocorrer independentemente da presença de alterações de outros 

parâmetros seminais qualitativos e quantitativos (SALEH et al., 2002; TANRIKUT et al., 

2010; BEEDER & SAMPLASKI, 2020).  

De acordo com Zou e colaboradores (2019) duas explicações são sugeridas com 

respeito aos mecanismos moleculares envolvidos nos prejuízos sobre a espermatogênese, 

causados pelo estresse, quais sejam: (I) indução da parada do ciclo celular nas 

espermatogônias durante a fase G0/G1; (II) dano e apoptose em espermátides que, no 

caso de exposição ao estresse, parecem ser as células mais susceptíveis. De fato, foram 

observadas alterações na produção diária de espermatozoides, na concentração e no 

trânsito epididimário; além de alterações nos parâmetros espermáticos qualitativos nos 

animais submetidos ao protocolo de estresse (GE e GEe), o que poderia ser explicado por 

estes dois tópicos mencionados acima.  

Existe ampla literatura relacionada a diferentes eventos ocorridos durante a 

gestação, com uma diversidade de fatores, incluindo exposição a tratamentos 

medicamentosos e exposições ambientais. De fato, a associação entre saúde materna e 

desenvolvimento da prole tem sido bastante estudada e é relativamente bem definida. No 

entanto, a importância da qualidade seminal e da integridade da cromatina e do DNA 

espermático no desenvolvimento pós-concepção da prole foi por muito tempo 

negligenciada. Contudo, a saúde paterna e o desenvolvimento pós-fertilização podem ser 

influenciados por mecanismos ligados a alterações do epigenoma do espermatozoide 

(metilação do DNA, modificações de histonas e perfis de RNA). Neste aspecto, 

investigamos a associação das alterações espermáticas e de possível ocorrência de 

malformações congênitas na prole de ratos adultos mediante o tratamento crônico com o 

escitalopram a partir da fase de jovem adulto e a exposição ao estresse crônico moderado 

a partir da peripuberdade.  

As avaliações dos fetos resultantes do acasalamento dos animais tratados com as 

fêmeas saudáveis mostraram a ocorrência de malformações externas como atraso no 
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desenvolvimento, gastrosquise (não fechamento da parede abdominal e exteriorização das 

alças intestinais), falha no fechamento do palato (fenda palatina) e hidropisia fetal 

(acúmulo de líquidos em diversas partes do corpo). O aumento significante de 

malformações externas nos fetos oriundos de pais expostos ao estresse crônico, pode ser 

indicativo de efeito teratogênico de origem paterna. Além disso, em vista das alterações 

importantes, como hidropisia fetal e gastrosquise, observadas nos fetos oriundos de pais 

submetidos ao estresse ou tratados com escitalopram devemos atentar para possíveis 

efeitos teratogênicos, em ambos os casos, considerando que estas alterações não foram 

encontradas em fetos oriundos de pais controles. No que se refere à avaliação visceral, 

houve apenas a ocorrência isolada de hipertrofia atrial, nos fetos oriundos de pais 

estressados e/ou tratados com escitalopram. Em relação à avaliação esquelética, maior 

frequência de alterações ocorreu nos fetos oriundos de pais submetidos ao estresse e/ou 

tratados com escitalopram. Com base nestes dados, podemos relacionar a exposição ao 

estresse crônico e o tratamento com escitalopram com maior incidência de anomalias 

fetais. Em resumo, a exposição ao estresse crônico causou um maior impacto no 

desenvolvimento fetal tanto na análise externa quanto na esquelética. Por outro lado., 

tanto o estresse como o tratamento com escitalopram não impactaram negativamente 

sobre o desenvolvimento visceral dos fetos. No entanto, os grupos tratados com 

escitalopram apresentaram alterações esqueléticas em grande incidência quando 

comparado aos animais controles.  

 Com o crescente aumento dos casos de depressão em todo mundo, um 

consequente aumento de prescrição de medicamentos para tratamento de distúrbios 

psiquiátricos vem ocorrendo, tanto em homens como em mulheres em fase reprodutiva. 

Os efeitos do uso de antidepressivos durante a gestação, tanto em curto como em longo 

prazo, têm sido amplamente investigados. Contudo, como já mencionado, há escassez de 

dados no que concerne à utilização paterna destas substâncias e seu impacto sobre o 

desenvolvimento da progênie, com base, sobretudo, nas conhecidas alterações observadas 

nos espermatozoides, frente a uma diversidade de agentes danosos, em grande parte 

medicamentosos (VIKTORIN et al., 2018). No entanto, a associação entre a qualidade do 

genoma e epigenoma do espermatozoide com o sucesso da fertilização e gestação, bem 

como no bom desenvolvimento e saúde das progênies já é reconhecida.  Em resumo, a 

integridade do genoma paterno desempenha papel importante no estabelecimento da 

gestação, como também na sua manutenção e viabilidade (SAKKAS & ALVAREZ, 

2010). Assim, podemos sugerir que uma frequência maior das alterações fetais 

encontradas nos grupos tratados com escitalopram poderia estar relacionada, ainda que 
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parcialmene, com alterações da compactação da cromatina e redução na protaminação. 

Desta forma, é de suma importância um entendimento abrangente sobre o nível de 

impacto que a saúde reprodutiva masculina apresenta, não somente no que concerne à 

fertilidade, como também para as mães e as proles, (MORGAN et al., 2020).  

Os efeitos do estresse sobre a reprodução masculina estão envolvidos com a 

relação do sistema simpático-adrenal e o eixo hipotálamo-pituitária-adrenal (HPA) 

(FLAK et al., 2014). O estresse de duração crônica pode trazer efeitos negativos sobre o 

sistema reprodutivo em animais (SAKR et al., 2015). O estresse crônico aumenta os 

níveis de glicocorticoides o que acaba ativando o eixo HPA, suprindo a função do eixo 

hipotálamo-pituitária-gonadal (HPG) (ZOU et al., 2019).  Segundo Gilbeau e Smith 

(1985), no estresse crônico, ocorre uma supressão na liberação do hormônio liberador de 

gonadotrofinas (GnRH) causando uma diminuição na secreção do hormônio folículo 

estimulante (FSH). Além disso, o estresse crônico aumenta os níveis séricos de 

corticosterona o que pode acabar inibindo a síntese de testosterona, conforme já discutido 

anteriormente (GAO et al., 2003). Estes eventos acabam levando a uma disfunção no 

receptor acoplado à proteína G (GPR54) resultando em danos na barreira hematotesticular 

(HAUTANEN, 2000; WANG, 2011; CHEN et al., 2012). A exposição parental a 

experiências estressantes pode resultar em reprogramações epigenéticas levando a 

mudanças de padrões na expressão gênica e nas funções celulares, a longo prazo. Mais 

especificamente, o estresse pode causar alterações epigenéticas nos gametas 

(espermatozoides e oócitos) resultando na transmissão destas “marcas” epigenéticas no 

zigoto (RODGERS & BALE, 2015). Além disso, o estresse pode causar alterações 

epigenéticas diretamente sobre o desenvolvimento fetal, através de alterações nos tecidos 

extraembrionários como, por exemplo, a placenta, a qual tem papel chave no 

desenvolvimento embrionário-fetal, de modo que estas alterações podem permanecer nas 

progênies, até a fase adulta (CHAN et al., 2017).  

A Sirtuína-1 (SIRT1) é uma desacetilase NAD (+) dependente que pertence à 

classe III de histonas desacetilases. Ela é altamente preservada entre as espécies e atua 

epigeneticamente na regulação da expressão gênica (BOSCH-PRESEGUE et al., 2015; 

LEI et al., 2019). Além disso, SIRT1 regula a acetilação de fatores de transcrição 

específicos, enzimas e proteínas, modulando suas funções (VAQUERO et al., 2007; 

PENG et al., 2011; HALLOWS et al., 2012). Alguns estudos em modelos animais 

revelam a importância da SIRT1 na regulação das emoções (LIBERT et al., 2011; 

FERLAND et al., 2013; LO IACONO et al., 2015; ABE-HIGUCHI et al., 2016; KIM et 



100 
 

 
 

al., 2016). No entanto, a ação exata da SIRT1 sobre os neurônios, em quadros de 

depressão, ainda não está clara. Sabe-se que a SIRT1 está amplamente distribuída no 

cérebro, em altos níveis, nas regiões do hipocampo e córtex (QIN et al., 2006; MICHAN 

et al., 2007; RAMADORI et al., 2008; MICHAN et al., 2010; ZAKHARY et al., 2010), 

pois são regiões ricas em neurônios glutamatérgicos (TANG et al., 2017). Existem 

evidências de que alterações no sistema glutamatérgico constituem a principal 

característica patológica em transtornos de humor, servindo, portanto, como alvo 

farmacológico. Neste caso, a relação entre SIRT1 e depressão, através de alterações no 

sistema glutamatérgico é sugerida por alguns autores (KISHI et al., 2010, KOVANEN et 

al., 2015; LU et al., 2018). A SIRT1 está diretamente envolvida no desenvolvimento de 

comportamentos depressivos causados por protocolo de estresse crônico, em modelos 

animais (LU et al., 2018; LEI et al., 2019). Quando a SIRT1 é ativada, o desenvolvimento 

de comportamentos depressivos e anormalidades nas estruturas dendríticas, os quais são 

induzidos pelo estresse crônico, podem ser bloqueados (ABE-HIGUCHI et al., 2016). Na 

presente pesquisa, a redução nos níveis de SIRT1 nos ratos submetidos ao estresse 

crônico, ainda que no tecido testicular e, também, as alterações de comportamento 

apresentadas por estes mesmos animais durante os testes de nado forçado e consumo de 

sacarose, corroboram o envolvimento da SIRT1 em quadros de depressão, e vêm reforçar 

a eficácia do protocolo de estresse crônico no modelo de estudo aqui utilizado.  

O papel das sirtuínas na regulação da fertilidade, tanto masculina quanto feminina, 

foi relatado após um estudo onde analisaram fenótipos reprodutivos alterados de 

camundongos SIRT1-/- (MC BURNEY et al., 2003). Além disso, alguns trabalhos 

mostraram que a redução na imunoexpressão da SIRT1 compromete o desenvolvimento 

fetal, aumenta as taxas de morte pós-natal e causa redução no peso fetal (MCBURNEY 

et al., 2003; LI et al., 2007; COUSSENS et al., 2008), correspondendo com os dados da 

capacidade reprodutiva e de malformações fetais dos animais submetidos ao estresse 

crônico aqui apresentados.  

Além das alterações histopatológicas observadas nos testículos dos animais 

submetidos ao estresse e/ou tratados com escitalopram, observou-se, também, uma 

redução significativa da imunoexpressão testicular de SIRT1 nestes grupos em 

comparação aos animais controles. Os resultados obtidos estão de acordo com dados da 

literatura, em pesquisas utilizando modelos de depressão em animais, nas quais também 

se observou redução nos níveis de SIRT1, porém em regiões cerebrais (ABE-HIGUCHI 

et al., 2016; LU et al., 2018 LEI et al., 2019). Também, há poucos estudos a respeito do 

binômio “tratamento com antidepressivos X expressão de SIRT1”, principalmente sobre 
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órgãos reprodutivos masculinos. Por outro lado, Wong et al (2015), investigando, no 

cérebro de camundongos, a área pré-óptica, não observaram relação significante entre 

terapia com citalopram e expressão do gene para SIRT1. Contudo, notaram, nesta mesma 

região, um aumento da regulação do gene para SIRT4, mediante esta mesma terapia 

(WONG et al., 2015). No entanto, os resultados aqui apresentados revelaram que o 

tratamento com escitalopram foi capaz de reduzir a imunoexpressão de SIRT1 em 

testículos, talvez devido a mecanismo de ação e potência diferenciados, quando 

comparados a aqueles observados na terapia com citalopram. De fato, o escitalopram é 

um S (+) -enantiômero do citalopram, porém mais seletivo que este último e com ação 

mais potente em doses mais baixas (HAYES et al., 2010).   

Por fim, estudos mais detalhados são necessários para elucidar o papel das 

sirtuínas na biologia reprodutiva masculina. 
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6 CONCLUSÕES E COMENTÁRIO FINAL 
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A presente pesquisa, de cunho translacional, mostrou que a terapia com 

escitalopram, um inibidor seletivo da recaptação de serotonina, pode causar danos no 

sistema reprodutivo masculino dos animais, quais sejam: i) alterações de parâmetros 

espermáticos, tanto qualitativos como qualitativos, quantitativos;  ii) alterações 

histopatológicas testiculares; iii) redução da imunoexpressão de SIRT1 no epitélio 

seminífero;  iv) aumento da incidência de malformações fetais esqueléticas.   

Por sua vez, o estresse crônico moderado, aliado ou não à terapia com o 

escitalopram, causou alterações reprodutivas similares, que acarretaram prejuízos à 

fertilidade masculina, aumento da incidência de malformações fetais esqueléticas e 

externas (estresse crônico isolado), além de declínio no comportamento sexual e nos 

níveis plasmáticos de testosterona.  

Desta forma, considerando a alta incidência de distúrbios psiquiátricos e o largo 

uso do escitalopram, como medicação antidepressiva bastante utilizada, atualmente, em 

crianças, adolescentes e em jovens adultos, maior atenção deve ser dada a saúde 

reprodutiva desta população, considerando-se a importância da qualidade do genoma 

paterno para a fertilidade e o desenvolvimento adequado da progênie. 
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ANEXO 1 – Aprovação do Comitê de Ética em Pesquisa da EPM/UNIFESP 
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ANEXO 2 – Aprovação do Comitê de Ética em Pesquisa da EPM/UNIFESP 

(Prorrogação do prazo em decorrência do upgrade de mestrado para doutorado 

direto) 
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ANEXO 3 –  Aprovação na proficiência em inglês (Cultura Inglesa) – Exame 

realizado 21/08/2019 
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ANEXO 4 –  Manuscrito publicado dentro da área de atuação do orientador em 

revista indexada (o aluno como 1º autor e o orientador como último)  
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ANEXO 5 –  Segundo manuscrito relacionado à tese submetido à publicação, em 

revista indexada (o aluno como 1º autor e o orientador como último) 
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ANEXO 6 –  Prêmio José Carlos Prates – Melhor apresentação oral na categoria 

Doutorado no XXI Congresso do Programa de Pós-Graduação em Biologia 

Estrutural e Funcional da UNIFESP/EPM (Referente à Tese de doutorado do aluno) 
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ANEXO 7 –  Manuscritos publicados dentro da área de atuação do orientador em 

revista indexada (o aluno como coautor e a orientadora como última) 
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ANEXO 8 –  Manuscrito publicado dentro da área onde o aluno e a orientadora 

encontram-se como coautores  
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ANEXO 9 – Certificado de participação como membro da Comissão de Mídias 

Sociais do Programa de Pós-Graduação em Biologia Estrutural e Funcional da 

Universidade Federal de São Paulo (UNIFESP)  


