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A TRAJETORIA EM FORMA DE POEMAS
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Poema 1: No meio do caminho

No meio do caminho tinha uma pedra
Tinha uma pedra no meio do caminho
Tinha uma pedra

No meio do caminho tinha uma pedra

Nunca me esquecerei desse acontecimento
Na vida de minhas retinas tao fatigadas
Nunca me esquecerei que no meio do caminho
Tinha uma pedra
Tinha uma pedra no meio do caminho

No meio do caminho tinha uma pedra.

Carlos Drummond de Andrade

Poema 2: Tem os que passam

Tem os que passam
e tudo se passa
com passos ja passados
tem os que partem
da pedra ao vidro

deixam tudo partido

e tem, ainda bem,
0s que deixam
a vaga impressao

de ter ficado

Alice Ruiz
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Poema 3: Biografia do orvalho

A maior riqueza do homem ¢ a sua incompletude.
Nesse ponto sou abastado.
Palavras que me aceitam como sou — eu nao
aceito.

Nao aguento ser apenas um sujeito que abre
portas, que puxa valvulas, que olha o reldgio, que
compra pao as 6 horas da tarde, que vai la fora,
que aponta lapis, que v€ a uva etc. etc.
Perdoai.

Mas eu preciso ser Outros.

Eu penso renovar o homem usando borboletas.
Manoel de Barros
Poema 4: Incenso fosse musica
Isso de querer
ser exatamente aquilo
que a gente ¢
ainda vai

nos levar além.

Paulo Leminski
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Resumo

Introducdo: A prevaléncia de depressio em adolescentes tem aumentado
significativamente em todo o mundo. Escitalopram ¢ um inibidor seletivo da recaptagao
de serotonina aprovado para tratamento de transtornos psiquidtricos em criancas e
adolescentes pela Food and Drugs Administration. Objetivos: Investigar os parametros
espermaticos, o comportamento sexual e o desenvolvimento fetal de ratos adultos
expostos ao estresse cronico moderado imprevisivel (ECMI), desde a peripuberdade até
a fase adulta, tratados ou ndo com escitalopram. Materiais e métodos: Cento e oito ratos
machos foram distribuidos em quatro grupos: GE - submetidos a ECMI; Ge -
Escitalopram (10 mg/kg, via gavagem); GEe - ECMI + ES; GC - Controle Sham. O
protocolo para indugdo da depressao consistiu na exposicdo dos animais a nove
estressores diferentes (um estressor/dia), aleatoriamente durante 8 semanas, desde a
peripuberdade (41 dias pos-parto, dpp) até a idade adulta (97 dpp). O periodo de
tratamento com escitalopram comecgou em 70 dpp e durou 4 semanas. A eutanasia foi
realizada para coleta de material bioldgico aos 114 dpp. Foram avaliados parametros
morfométricos e biométricos dos o6rglos reprodutivos, pardmetros espermaticos
qualitativos e quantitativos, andlises de estresse oxidativo, dosagens hormonais,
comportamento sexual, capacidade reprodutiva, malformagdes fetais e imunoexpressao
de SIRT1 nos testiculos, além da histopatologia testicular. Resultados: Foram observadas
redugdes da producao diaria e da concentracao de espermatozoides no epididimo de ratos
tratados e/ou submetidos ao ECMI. Esses grupos (Ge, GE, GEe) também apresentaram
reducdo da: atividade mitocondrial; integridade acrossomica; compactacdo da cromatina
espermatica; motilidade e vitalidade dos espermatozoides, além de aumento da frequéncia
de espermatozoides morfologicamente anormais. O tempo de transito espermatico atraveés
do epididimo foi significativamente maior nos ratos tratados com escitalopram (Ge, GEe).
Nao foram observadas diferencas quanto a fragmentacdo do DNA espermatico. A
peroxidagdo lipidica aumentou significativamente nos niveis epididimario (Ge, GE e
GEpge) e testicular (grupo GE). Animais estressados, tratados ou ndo com escitalopram,
apresentaram reducao na motivagdo sexual e nos niveis de testosterona. Os grupos Ge,
GE e GEe apresentaram maior percentual de tubulos seminiferos com alteracdes na
histoarquitetura de seu epitélio e redugdo na imunoexpressao de SIRT1. Aumento de
alteragcdes esqueléticas na progénie também ocorreram nestes grupos. Animais
estressados (GE) apresentaram queda nos parametros de fertilidade. Conclusao: ECMI,

com ou sem o tratamento com escitalopram, causa: 1) alteragdes do estado oxidativo no
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espermatozoide e 6rgaos reprodutivos masculinos, piorando os parametros espermaticos
qualitativos e quantitativos; ii) reducdo da motivagdo sexual e dos niveis de testosterona
e iii) aumento na frequéncia das alteracdes 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: 1)
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 INTRODUCAO




1.1. Enunciado do problema

De acordo com a Organizacao Mundial de Satide (OMS), depressao ¢ atualmente um
dos principais problemas de saide no mundo afetando cerca de 280 milhdes de pessoas
(ZEGERS-HOCHSCHILD, 2009; OMS, 2021). Na Am¢érica Latina, o Brasil lidera o
ranking de prevaléncia de depressao, sendo, também, o segundo pais com mais casos das
Américas (MINISTERIO DA SAUDE, 2022).

A depressdo, 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, apds a pandemia de COVID-19, transtornos psiquidtricos
como a depressao se tornaram mais evidentes, trazendo, entdo, maior preocupagao em
relacdo ao uso de medicamentos antidepressivos especialmente em jovens adultos (CHEN
et al., 2020).

Tratamentos com antidepressivos e antipsicoticos sdo amplamente utilizados, em
curto e longo prazo, para controle de depressdo, de transtornos causados pelo autismo,
como também na terapia de criangas e adultos que apresentem atraso no desenvolvimento
neurolégico (ERDEMIR et al., 2014). Dentre os agentes mais utilizados na pratica
psiquiatrica estdo os inibidores da monoamina oxidase, os antidepressivos triciclicos, os
inibidores seletivos da recaptacdo de serotonina (ISRS), os inibidores de captacdo de
serotonina e noradrenalina, os inibidores seletivos de captacdo de noradrenalina e
dopamina, os noradrenérgicos bem como o0s antidepressivos serotoninérgicos e
benzodiazepinicos. Todos constituem conjuntos de drogas, as quais podem ser prescritas
quer de forma isolada quer de forma combinada (SHEEHAN & MAO, 2003).

Em criangas e adolescentes, o transtorno depressivo maior (TDM) é um problema de
saude publica que requer gerenciamento baseado em evidéncias (FARLEY, 2005). Em
adolescentes, as significativas morbidade e mortalidade, associadas a depressao tém sido
motivo de preocupacdo, hd algum tempo, ja que o suicidio representa 12% da mortalidade
neste grupo, tornando-se uma das principais causas de morte nesta faixa etaria. De fato,
adolescentes deprimidos tém apresentado uma taxa 14 vezes maior em tentativas de
suicidio, ao longo da vida, quando comparados ao grupo de adolescentes nao deprimidos
(BIRMAHER et al., 1996). Além disto, a taxa de recorréncia para transtorno depressivo
maior (TDM) neste grupo, dentro de um periodo de 5 anos, tem sido mencionada estar
em torno de 70% (WEISSMAN et al., 1999)

Estudos epidemioldgicos mostram que, muitas vezes, depressao e ansiedade ocorrem

durante os anos reprodutivos, a partir dos 20 anos (WIEGNER et al., 2015). Em se



tratando de pacientes adolescentes com depressdo, diferentes opgdes de tratamento
clinico estdo disponiveis as quais incluem varias formas de psicoterapia, gerenciamento
médico isolado ou uma combinagdo de ambas as abordagens. Apesar do sucesso da
psicoterapia na populacao de pacientes com depressao ou com transtornos psiquiatricos
que incluam sintomas depressivos (CURRY, 2001), énfase substancial tem sido dada a
pesquisa relacionada ao tratamento farmacologico, com base em resultados bem-
sucedidos, mas que foram obtidos a partir de pacientes adultos. O uso de antidepressivos
em criancas e adolescentes foi aprovado pelo orgao 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 recaptagdo de
serotonina (ISRSs) dentre eles o escitalopram que € usado para tratamento em Transtorno
Obsessivo Compulsivo (TOC) e Transtorno de Déficit de Atencdo/Hiperatividade
(TDAH) em adolescentes, possuem indicagdes aprovadas pelo FDA na populacio
pediatrica. Em 2009, o escitalopram foi aprovado para tratamento agudo e de manutengao
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, sio
frequentemente prescritas e seu uso esta diretamente ligado a frequéncia da desordem
mental, observada em 6-18% da populacdo (PIRRAGLIA et al., 2003; CARRASCO &
SANDNER, 2005; CHON et al., 2017). O Centro de Controle e Prevencao de Doengas ¢
o Centro Nacional de Estatisticas de Satde dos EUA (CDC / NCHS) relataram que, de
acordo com dados de 2007-2008, 4,8% dos adolescentes receberam tratamento com
antidepressivos neste mesmo pais (GU et al., 2010).

O papel da serotonina na etiologia de uma série de disturbios psiquiétricos, como
ansiedade e depressdo ¢ bem conhecido. Ela est4 presente em quantidades significativas
em muitas estruturas do Sistema Nervoso Central (SNC) e tem papel na regulagdo de uma
ampla variedade de fungdes fisiologicas e na secrecdo de hormdnios, inclusive aqueles
relacionados a reprodug¢do (AYALA, 2009). Os ISRSs aumentam a quantidade de
serotonina nas fendas sindpticas por inibicdo das bombas de recaptagdo de serotonina
(HAY & WADSWORTH, 1982). Pesquisas apontam que a serotonina pode ter papel
tanto inibitorio como facilitador na modulacdo da secre¢do de gonadotrofinas
(MOGUILEVSKY et al., 1985; JUSTO et al., 1989; SHISHKINA & DYGALO, 2000;
ARAGON et al., 2005). Alteragdes nos neurdnios serotonérgicos, causados por
medicamentos, sdo bem caracterizadas. No entanto, pouco se sabe, a partir de modelos

experimentais que utilizam animais, a respeito das consequéncias reprodutivas de tais



alteracdes ¢ sobre as relagdes dos efeitos destes medicamentos na transmissao
serotoninérgica cerebral com os mecanismos neuroendocrinos, os quais modulam eventos
reprodutivos, tais como a secrecdo de gonadotrofinas, espermatogénese € 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 deterioracao dos parametros
espermaticos. Serotonina desempenha um importante papel na modulagdo da secrecao de
gonadotrofinas como também na matura¢do sexual em ratos machos (MOGUILEVSKY
et al., 1985; JUSTO et al. 1989; SHISKINA & DYGALO, 2000).

Conforme ja mencionado, depressdo e ansiedade muitas vezes ocorrem durante os
anos reprodutivos (WIEGNER ef al., 2015). Assim, embora os tratamentos
medicamentosos para a depressdo em geral melhorem sintomas depressivos, efeitos
adversos desses medicamentos podem ocorrer, incluindo alteracdes dos Orgdos
reprodutivos e da funcao 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 sdo também indicados para tratamento de
ejaculagdo precoce (HATZIMOURATIDIS et al., 2010), como ¢ o caso da sertralina,
paroxetina, fluoxetina e do escitalopram sendo utilizados na pratica urolégica
(HELLSTROM, 2011). Koyuncu e colaboradores (2011) observaram alteragdes seminais
em pacientes com ejaculacdo 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 sémen humano, para subsequente analise sob um
microscopio de luz, observou-se redu¢do de motilidade e de viabilidade dessas células,
sugerindo uma agdo espermicida, a qual poderia ser atribuida a possivel interagdo de
drogas deste grupo com a membrana celular do espermatozoide e também a uma possivel
acdo destas sobre a membrana interna mitocondrial, o que provocaria a inibig¢do da sintese
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 transitoria em dois pacientes depressivos que haviam tomado
citalopram e sertralina por mais de 6 meses, mas que, entretanto, demonstraram melhora
significativa nos parametros seminais dentro de algumas semanas apos a descontinuidade
do uso dos ISRSs. No que se refere a integridade do DNA, Safarinejad e colaboradores
(2008) observaram um aumento do dano ao DNA do espermatozoide em pacientes
depressivos que ja estavam recebendo diferentes tipos de ISRSs. Damberg et al. (2000)

também observaram, em ratos, danos e fragmentacdo no DNA, porém em neuronios



cerebrais, os quais foram desencadeados por aumento do estresse oxidativo, apos o uso
cronico de citalopram.

Hé poucos trabalhos a respeito do impacto de drogas antidepressivas, em particular
dos ISRSs, sobre a reprodugao masculina, utilizando modelo animal de estresse cronico
moderado imprevisivel (RODGERS et al., 2013; SAKR et al., 2015; ROBOON et al.,
2017). Além disto, dados existentes sobre pardmetros espermaticos de pacientes
deprimidos sdo em geral fragmentados (SAFANIREJAD et al., 2008; TANRIKUT et al.,
2010; ELNAZER & BALDWIN, 2014). Sao ainda mais escassas, informagdes a respeito
do impacto destes tratamentos medicamentosos sobre a reprodugdo masculina, em longo
prazo, com énfase na produ¢do e na qualidade espermatica, quando aplicados a partir da
infancia e da adolescéncia. Estudos experimentais concernentes a extensdo dos efeitos
negativos do tratamento cronico com escitalopram sobre a integridade do DNA e a
estrutura da cromatina de espermatozoides, sdo praticamente inexistentes. Também nao
ha dados sobre as repercussdes finais de tratamentos com ISRSs, em particular com o
escitalopram, sobre a fertilidade e a capacidade reprodutiva (taxas de implantacio e
perdas embrionarias), como também sobre a viabilidade e o desenvolvimento da progénie
de pacientes ou animais de experimentacdo, que receberam estes tratamentos
respectivamente desde a pré-puberdade ou a partir da adolescéncia ou peripuberdade.

Por outro lado, tanto estresse como depressdo; estdo associados a alteragdes do
sistema reprodutivo via interagdo com os eixos hipotdlamo-hipéfise-suprarrenal (HPS) e
hipotalamo-hipofise-gonada (HPG) (SWAAB et al., 2005). O estresse psicoldgico pode
reduzir principalmente o nivel sérico de testosterona total, resultando em secundario
aumento dos niveis séricos de LH e FSH e alteracdo da qualidade seminal (BHONGADE
et al., 2015). Outro aspecto importante ¢ que modelos experimentais utilizando roedores
indicam a ocorréncia da transmissao de experiéncias paternas a prole através de “marcas”
epigenéticas do espermatozoide (CARONE et al.,2010; GUERRERO-BOSAGNA et al.,
2010; NGetal.,2010; DIETZ et al.,2011; VASSOLER et al., 2013). Em outras palavras,
o estilo de vida e a exposi¢ao paterna a diferentes fatores, ao longo da vida, pode induzir
a reprogramacao epigenética das células germinativas e causar, na prole, um impacto na
regulagdo do eixo de estresse Hipotdlamo-Pituitaria-Adrenal - HPA (RODGERS et al.,
2013). Ainda que espermatozoides ndo apresentem o maquindrio necessario para a
remodelagdo da cromatina, as alteragdes de histonas como também dos padroes de
metilagdo e de algumas populagdes de RNA dos espermatozoides podem indicar que

respostas hereditarias estariam ocorrendo durante a espermatogénese frente a exposicao



a fatores ambientais e a experiéncia de vida paterna (GODMANN et al., 2009; SKINNER
& GUERRERO-BOSAGNA, 2009; RODGERS et al., 2013).

As sirtuinas sdo proteinas altamente expressas em diferentes tipos de células
germinativas, atuando positivamente sobre a reprodugcdo 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 expressdao de SIRT1 interrompe a transi¢cao de histona para protamina
(protaminagdo), a qual ocorre durante a espermiogénese. Como o estresse cronico pode
alterar mecanismos epigenéticos e, também, levar marcas epigenéticas para a prole,
resolveu-se investigar a expressao desta proteina nos testiculos. Desta forma, propomos
uma analise de parametros reprodutivos de animais adultos expostos ao ECMI a partir da
peripuberdade, os quais foram tratados ou ndo com o escitalopram, um ISRS amplamente
utilizado em disturbios neuropsiquiatricos, ndo somente em individuos adultos, mas
também em criangas ¢ adolescentes.

Com base no exposto, este trabalho investigou os efeitos do estresse moderado
cronico sobre os parametros 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 exposicdo ao ECMI, aliado ou nio ao tratamento com
escitalopram, sobre a estrutura da cromatina, a fragmentacdo do DNA bem como sobre a

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

1.2. Justificativa

Na sociedade moderna, o estresse esta intimamente relacionado as disfungdes mentais
e pode induzir depressdo e ansiedade. O rato ¢ um modelo reconhecido e largamente
utilizado em estudos que versam sobre toxicologia reprodutiva (RUSSEL, 1990). O uso
do modelo de indugdo de estresse cronico moderado e imprevisivel (ECMI), em ratos,
como uma abordagem pré-clinica de depressao, tem sido também amplamente explorado
para investigacdo das psicopatologias induzidas pelo meio ambiente (KAFFMAN &
KRYSTAL, 2012; YANG et al., 2015; HUI et al., 2016).

A serotonina € necessaria para a espermatogénese normal em ratos sexualmente
imaturos e tem papel modulador na secre¢ao de gonadotrofinas (MOGUILEVSKY et al.,
1985; JUSTO et al., 1989; SHISHKINA, DYGALO, 2000). Tratamentos com ISRSs

podem ocorrer durante a fase de adolescéncia e puberdade dos pacientes e pouco se sabe



sobre possiveis danos espermaticos quantitativos e qualitativos nestes pacientes, quando
adultos, bem como sobre suas consequéncias futuras para a fertilidade e a viabilidade de
suas proles. Dados obtidos a partir de triagens clinicas tém apontado para o papel dos
ISRSs em anormalidades do sémen. Contudo ainda ndo foi possivel obter dados oriundos
de triagens clinicas mais amplas que tenham estabelecido uma ligagdo definitiva entre
ISRS e infertilidade masculina no que concerne ndo s6 a capacidade fertilizante do
espermatozoide, mas também ao indice de sucesso no desenvolvimento de gestacdes
(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 agdo danosa de ISRSs sobre pardmetros
reprodutivos, ha escassez ainda maior de dados, nestes casos, informando sobre sucesso
de fecundacao, da implantagao e da viabilidade fetal, de modo que esta pode ser uma area
de amplo interesse (RIGGIN & KOREN, 2015), considerando o aumento do numero de
pacientes jovens em idade reprodutiva, e até mesmo adolescentes, que fazem uso destes
medicamentos.

Outro aspecto ndo menos importante; € o estresse psicologico, que pode
desencadear alteragcdo da qualidade seminal (BHONGADE et al., 2015) e o fato de que
exposicao masculina ao estresse, tanto durante a puberdade quanto na fase adulta, pode
causar reprogramacao de células germinativas, resultando na transmissdo, para a prole,
de fenétipo de desregulagdo do eixo de estresse hipotdlamo-hipofise-adrenal (RODGERS
etal., 2013).



2 OBJETIVOS




2.1. Objetivos gerais

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

objetivo principal avaliar os parametros espermaticos 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 periodo

completo de espermatogénese, os quais foram ou nao tratados com o escitalopram a partir

da fase adulta jovem.

2.2. Objetivos especificos

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

escitalopram sobre a reproducao de ratos adultos, propds-se:

10-

Realizar uma avaliagdo histopatologica dos testiculos;

Realizar a contagem do numero de espermatides na etapa 19 no testiculo e calcular
a producdo diaria de espermatozoides;

Calcular a concentragdo dos espermatozoides no segmento da cauda epididimaria
e o tempo de transito espermatico;

Avaliar os niveis hormonais plasmaticos de testosterona e corticosterona;

Avaliar os niveis de fragmentacdo do DNA espermatico bem como a estrutura e a
protaminagdo da cromatina dos espermatozoides;

Avaliar a integridade do acrossoma e funcionalidade das mitocondrias dos
espermatozoides;

Avaliar a viabilidade, motilidade e morfologia dos espermatozoides;

Avaliar a peroxidagao lipidica em nivel testicular e epididimario;

Avaliar a capacidade reprodutiva dos animais na fase adulta e o comportamento
sexual dos mesmos;

Avaliar o efeito paterno sobre malformagdes fetais externas e internas.
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3 MATERIAL & METODOS
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3.1. Comité de Etica

O trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da UNIFESP/HSP
(CEUA) em 2018, protocolado sob o n° 6763010218. Todos as normas exigidas pelo
Comité de Etica foram seguidas, incluindo o monitoramento periédico dos animais por

uma veterinaria responsavel, Marcia Carolina Millan Olivato.

3.2. Animais e Grupos

Para este estudo foram utilizados 108 ratos machos (Rattus norvegicus albinus)
em peripuberdade (40 dias de idade) pertencentes a linhagem Wistar. Estes animais foram
obtidos através do acasalamento de matrizes, sendo 15 machos e 30 fémeas, provenientes
do Centro de Desenvolvimento de Modelos Experimentais para Medicina e Biologia
(CEDEME), da Universidade Federal de Sao Paulo (UNIFESP). O acasalamento ocorreu
sempre ao anoitecer. Na manha seguinte, foi realizado o teste de prenhez (até as 8:00
horas da manha), através da verificagdo da presenca de espermatozoides no esfregaco de
epitélio vaginal. Uma vez constatada a positividade do teste, o dia da realizacdo do mesmo
correspondeu ao primeiro dia de gestacdo (WITSCHI, 1962). As proles obtidas foram
acondicionadas no biotério setorial da Disciplina da Biologia do Desenvolvimento, em
gaiolas plésticas (40 x 30 x 15 cm), sob maravalha e em condigdes padronizadas de
temperatura (22-23°C), higiene, alimenta¢do e luminosidade (12 horas de luminosidade
/12 horas de escuriddo). Agua e ragdo (Nuvilab CR-1 irradiada, Empresa Nuvital) foram
livremente ofertadas, excetuando-se em dias especificos de acordo com a descri¢cdo do
item 2 (Tabela 1). O desmame dos filhotes ocorreu aos 22 dias de idade.

Para a realiza¢do da analise da capacidade reprodutiva e do comportamento sexual
dos ratos machos, foram utilizadas 80 fémeas adultas (em média, 2 fémeas para cada
macho), também fornecidas pelo CEDEME e acondicionadas no biotério setorial da
Disciplina da Biologia do Desenvolvimento sob as mesmas condi¢des padronizadas de
temperatura, higiene, alimentacao e luminosidade.

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

a) Grupo GE, submetido ao estresse cronico moderado imprevisivel (ECMI). Para este
grupo, os procedimentos foram realizados de acordo com a descri¢do 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 aco inox BD-12 (canula com diametro 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 horario entre 9 e 10 horas da manha. Na semana
subsequente (quinta semana a partir do inicio da indugao 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 ndo abrupta, mas gradual, de acordo com o
recomendado pelo fabricante, evitando possiveis sintomas indesejaveis ocorridos devido
a descontinuacao abrupta. Desta forma, o tratamento com escitalopram prolongou-se por
33 dias consecutivos, conforme explicado no item 2.3 subsequente.

¢) 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 agua filtrada.

Antes do inicio dos experimentos, aos 40 dias de idade (antes do inicio da
submissao dos ratos machos aos estressores), todos os animais foram submetidos aos
testes de nado for¢ado (TNF) e de consumo de solugdo de sacarose 1%, conforme descrito
no item 2.4. O teste do nado for¢ado também foi realizado aos 69 dias (24 horas antes do
inicio do tratamento com escitalopram), e aos 99 dias de idade (24 horas apos o fim da
submissao 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 estd apresentado na Figura 1.

PNF TINF TNF TNF
Teste Prenhez T T T T
T 1 22 30 34 39 40 41 55 69 70 &3 a7 99 101 103 114
Prenhez = Amamentacéo HS Escitalopram (10mg) 5mg 2,5mg
l v v v v v
TS TS TS TS TS
Acasalamento Nascimento \
Estressores ..
Eutanasia +

Coleta orzdos, sangue e

Figura 1. Esquema do desenho experimental realizado neste estudo, exibindo a idade em que cada animal
foi submetido aos testes de validag@o do estresse, ao estresse cronico e/ou ao tratamento com escitalopram
até o momento da eutandsia e a idade das coletas. Legenda: HS: Habituagcdo de sacarose 1,5% (5 dias);
PNF: Pré-teste de Nado Forcado (10 min); TNF: Teste do Nado For¢ado (5 min); TS: Teste de consumo de
sacarose 1% (24 hrs)

espermatozoides
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3.2.3. Modelo de depressao induzida por estresse cronico moderado imprevisivel
(ECMI)

O ECMI, em roedores, ¢ um modelo utilizado para simulacao da depressao clinica
induzida pelo estresse cronico ambiental. No modelo de depressdo induzida por estresse
cronico moderado imprevisivel, a exposicdo dos animais a diversos tipos de agentes
estressores induz o desenvolvimento de comportamentos similares ao depressivo, similar
ao de pacientes com transtornos psiquiatricos, tais como anedonia, alteragdes no sono,
diminui¢do 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 niveis de corticosterona e no peso da glandula suprarrenal, alteragdes
em concentracdes plasmaticas de lipideos e proteinas, diminui¢ao na atividade de enzimas
antioxidantes e aumento de citocinas pro-inflamatorias (LUCCA et al., 2009). Além
disso, 0 modelo vem se mostrando efetivo em estudos que avaliam o efeito antidepressivo
do escitalopram (MONTGOMERY et al., 2001; CHRISTENSEN et al., 2011; YILMAZ
etal.,2011).

Os procedimentos de indugdo de ECMI duraram 8 semanas para cada animal.
Desta forma, a indu¢do ECMI foi iniciada nos grupos (GE, GEe) no 41° DPP e realizada
por 56 dias consecutivos, garantindo um periodo de 53 dias, tempo de duracdo da
espermatogénese no rato (HUCKINS, 1965). A validagcdo da inducdo do estresse foi
realizada em 3 momentos, por meio do teste do nado forgado, a primeira aos 40 dias de
idade (um dia antes do inicio da submissao dos ratos machos aos estressores), a segunda
aos 69 dias (24 horas antes do inicio do tratamento com escitalopram), e a tltima aos 99
dias de idade (24 horas ap6s o fim da submissao dos animais aos estressores) de acordo
com os testes descritos no item 3.2.4. Ap6s 4 semanas (28 dias completos e consecutivos
de indu¢do de ECMI), teve inicio, aos 70° DPP, o tratamento com escitalopram que foi
mantido por 33 dias, portanto, concluido no 103° DPP. A eutanasia dos animais de todos
os grupos ocorreu no 114° DPP, ou seja, 17 dias ap6s o término do experimento referente
aindu¢ao do ECMI (97° DPP) e 11 dias apds o término do tratamento com o escitalopram
(103° DPP). O periodo entre o fim dos tratamentos e a realizacdo da eutanasia (17 dias)
foi assim considerado com o intuito de melhor avaliar o efeito cronico do estresse,
eliminando-se, neste caso, uma possivel influéncia direta de um Unico estressor sobre os
parametros avaliados, em especial, sobre aqueles referentes ao comportamento sexual dos

animais. O protocolo experimental para indu¢do 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
etal.,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 sequéncia de estressores em cada semana. A duragao
de 56 dias para inducdo do estresse, por abranger um periodo completo de
espermatogénese no rato (53 dias, segundo HUCKINS, 1965) tem, por objetivo,
possibilitar a exposi¢ao das células da linhagem germinativa ao estresse, em todas as fases
de maturagao. Os estressores foram selecionados de modo aos animais nao se habituarem
com eles e, também, de maneira a ndo induzir dor ou influenciar diretamente, no ganho

de peso.

Quadro 1- Protocolo para inducao de estresse cronico moderado ¢ imprevisivel

ESTRESSOR

DURACAO

Confinamento em tubo cilindrico com tamanho ¢ largura de acordo com tamanho do animal

60 min

Novo objeto (8 bolinhas de gude com tamanho e cores semelhantes)

Durante a noite

Isolamento social 24hrs
Maravalha molhada Durante a noite (200 mL
agua/100g maravalha)
Cheiro de predador (1:5,000 - 2,4,5-trimethylthiazole; Acros Organics) 60 min
Mudangas multiplas de caixas 3x/dia

Privagdo de comida

13 hrs- Semanas alternadas com
privagdo de dgua

Privagdo de 4gua

13 hrs - Semanas alternadas com
privacdo de comida

Privagdo de sono (um periodo de continua escuriddo na fase clara)

24 hrs

3.2.4. Testes do nado Forcado (TNF) e avaliacao do consumo de solucio de sacarose

1%

Os ratos foram submetidos ao teste do nado forcado (TNF), antes do inicio dos

experimentos (aos 40° DDP), antes do inicio do tratamento com o medicamento
escitalopram (aos 69° DDP) e aos 99° DPP (apds vinte e quatro horas de descanso
decorrentes da exposi¢ao ao ultimo agente estressor). O TNF ¢ o modelo mais usado para
a avaliag@o do efeito antidepressivo de drogas, podendo também ser usado para verificar

a presenca do comportamento similar a depressdao, em ratos (SLATTERY & CRYAN,
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2012). Ele foi proposto inicialmente por Porsolt e colaboradores (1977), e ¢
extensivamente utilizado para avalia¢do do status depressivo do animal, quantificado pelo
periodo de imobilidade, sendo diretamente proporcional a sua intensidade de anedonia
(SLATTERY & CRYAN, 2012). Os ratos foram inseridos individualmente dentro de um
cilindro de acrilico com uma profundidade de 30 cm contendo agua 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 forgado para reconhecimento e adaptagao, houve
uma modifica¢dao no tempo do pré-teste que, originalmente, consistia em 15 minutos. No
entanto, 0s animais eram muito jovens € pequenos € nao 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 nao foram encontrados dados na literatura sobre este teste nesta faixa
etaria (40 DPP). No dia seguinte, os ratos foram submetidos ao teste individualmente, por
um periodo de 5 minutos o qual foi registrado com o auxilio de uma cadmera de filmagem.
Ap6s o teste, cada animal foi seco e colocado na sua respectiva gaiola.

Os comportamentos dos animais foram registrados na forma de videos 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 Versao 2005 em:

a) Imobilidade: o animal permanece imovel ou apresenta somente movimentos suficientes
para manter a cabeca fora da agua;

b) Escalada: o animal movimenta rapidamente as patas dianteiras verticalmente,
geralmente ao longo das paredes do recipiente;

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

sem deslocamento pela dgua)

A B C
r ¥ ¥

30 cm
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Figura 2 — Esquema mostrando os trés tipos de movimentos analisados durante a realizacdo do
Teste de Nado For¢ado. 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 avaliagdo do ECMI, para
investigacdo de anedonia, através da medida do consumo de solugdo de sacarose 1%
(STREKALOVA et al., 2004; HENNINGCEN et al., 2009; SAKR et al., 2015). Antes
da realizagdo do teste de sacarose e do inicio dos experimentos, os animais de todos os
grupos foram habituados, do ponto de vista do paladar, ao consumo da solugdo de
sacarose a partir do 30° DPP até o 34° DPP, ou seja, por 5 dias. O teste de ingestdo de
sacarose foi realizado aos 39° DDP (48 horas antes do inicio do experimento), 55° DDP,
69° DDP, 83° DDP e aos 97° 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 solugdo de sacarose 1% e outra apenas contendo agua filtrada, colocadas
em lados distintos da gaiola. Para evitar possiveis efeitos da preferéncia lateral no
comportamento de beber, a posicdo das garrafas foi trocada apds 12 horas. Privagdes de
dgua e comida ndo foram aplicadas antes do teste. O consumo de 4gua e solucdo de
sacarose foram avaliados simultaneamente em grupos controles e experimentais atraveés
da pesagem das garrafas (STREKALOVA ef al., 2004) antes e apds o teste. A ingestdo
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

avaliacdo de ganho de peso corporeo.

3.3. Coleta e analise dos orgaos reprodutivos e das glandulas adrenais

Os ratos machos foram submetidos a eutanasia, de acordo com os procedimentos
experimentais e com a finalidade a que se destinam, incluindo as matrizes (ratos machos
e fémeas) que, apos serem disponibilizadas para outros acasalamentos e formagao dos
grupos experimentais, também sofreram eutandsia. Os animais destinados aos grupos
experimentais foram submetidos a eutandsia aos 114 DPP, na fase adulta, para analises
espermaticas e dos orgaos reprodutores. Nesta idade ja ha a producao didria méaxima de
espermatozoides no testiculo, bem como ha maxima concentracao de espermatozoides na

cauda do epididimo (ROBB et al., 1978). No dia da eutanasia, os animais receberam uma
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injecdo intraperitoneal de heparina (Clexane ®, 100UI/Kg de peso corporeo) para
realizacdo da coleta sanguinea. Transcorridos 15 minutos, os animais receberam injecao
intraperitonial de cetamina (na dose de 240 mg/Kg de peso corpdreo) a qual foi associada
ao Cloridato de xilazina (miorrelaxante de ag¢do central, na dose de 24 mg/Kg, via
intraperitoneal). Esta ¢ 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 incisdo transversal na veia cava inferior (OLIVA & MIRAGLIA, 2009).
Os testiculos e epididimos foram rapidamente coletados, pesados em balanca semi-
analitica (Marte - Modelo AS 1000) e reservados para as analises subsequentes. Além dos
testiculos e epididimos, foram coletadas as prostatas, as vesiculas seminais e as glandulas

adrenais, para obtencao dos pesos.

3.4. Processamento de material testicular para analise em microscopia de luz
3.4.1. Analise histopatolégica

Fragmentos dos testiculos direitos foram fixados por imersdao, em solugdo
fixadora de Bouin, por 24 a 48 horas. Ao término deste periodo, os fragmentos foram
lavados inicialmente em é4gua destilada, desidratados em concentragdes crescentes de
alcool etilico, diafanizados em xilol, infiltrados e incluidos em parafina. Dois cortes
transversais nao consecutivos (10 cortes transversais de mesma espessura separando cada
um) de fragmentos testiculares (por animal), com espessura de 4pm, foram processados
para avalia¢do histopatologica de acordo com os procedimentos de Oliva e Miraglia
(2009). Para tanto, foram submetidos ao método histoquimico do &cido periddico-reativo
de Shiff (PAS) com contracoloragao pela Hematoxilina de Harris.

Assim, duzentos cortes de tibulos seminiferos, tratados pelo método do PAS + H,
foram analisados por animal (100 em cada secdo testicular) de maneira aleatéria e
documentadas através de um sistema de analise de imagem computadorizado (Leica
Qwin-V3; Leica-Cambridge, Reino Unido), acoplado a um microscopio de luz (Olympus
Bx50). A andlise foi realizada sob lente objetiva com ampliacao de 20x e as imagens
capturadas por meio de uma camera digital conectada ao equipamento.

As seguintes alteracdes foram avaliadas: 1- presenga de restos celulares no interior
do limen e descamacdo de células da linhagem germinativa para o limen tubular; 2-

vacuolizacdo intraepitelial.
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3.4.2. Imunohistoquimica: imunomarca¢io da proteina SIRT1 no epitélio
seminifero

Para a analise imunohistoquimica, os testiculos direitos foram fixados, por 24
horas, em solu¢ao de Bouin. Duas se¢des testiculares ndo consecutivas dos testiculos
incluidos em parafina, com espessura de 4 micrometros e obtidas com intervalo de dez
secoes por animal (de mesma espessura entre cada uma) foram desparafinizadas e
hidratadas. Os cortes foram imersos em tampao citrato (pH 6,0), submetidos a
recuperacdo do antigeno em micro-ondas (500w) e lavados em tampao fosfato (PBS, pH=
7,4). Em seguida, para a inativacdo da peroxidase endogena, as laminas contendo os
cortes foram imersas em solu¢do de perdxido de hidrogénio (3%) por 15 min e, em
seguida, enxaguadas em PBS. Além disso, a fim de inibir colorag¢do de fundo e bloquear
ligagdo ndo especifica, eles foram tratados com albumina de soro bovino (BSA) a 10%,
durante 45 minutos. Assim, as se¢des foram incubadas com anticorpo primario anti-
Sirtuinl (SIRT1) (coelho anti-camundongo, Abcam, ab189494, nimero de lote
GR3250046-134, Cambridge, EUA, 1: 4500), durante a noite e em camara timida, a 4° C
(geladeira), com excec¢ao do controle negativo. Apds 3 lavagens em PBS, os cortes foram
inicialmente incubados com o anticorpo secundario 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 apds cada etapa.
Na sequéncia, foram tratados com 3,3- tetrahidrocloreto de diaminobenzidina (DAB-
K3468, DAKO), em temperatura ambiente, por 1 min. A hematoxilina de Carraris foi
usada para contracoloracgao.

Assim, 20 cortes de tubulos seminiferos foram analisados por animal de maneira
aleatoria e as imagens documentadas através de um sistema de andlise de imagem
computadorizado (Leica Qwin-V3; Leica-Cambridge, UK), acoplado a um microscopio
de luz (Olympus Bx50). As células que apresentaram coloragdo marrom-clara e marrom-

escura foram consideradas positivas.

3.4.3. Analise da imunomarcacio de SIRT1 no epitélio seminifero

A avaliagdo da imunomarcagao de SIRT1 no epitélio seminifero foi realizada de
acordo com as seguintes analises: 1- quantitativa e 2- qualitativa. Para a andlise
quantitativa, obteve-se a densidade de volume do epitélio seminifero. A densidade de

volume (Vv) é um parametro estereoldgico que caracteriza a ocupagdo relativa de
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componentes especificos em um tecido ou 6rgao. De acordo com os principios basicos da
estereologia, a densidade de area dos perfis analisados (AA) ¢ comparavel a sua densidade
de volume (Vv) e, portanto, apresenta uma interpretacao equivalente (GUNDERSEN et
al., 1988). Desta forma, dados sobre os volumes relativos de determinados tecidos
analisados podem ser inferidos a partir das medigdes das suas areas calculadas. Assim,
para obter o Vv para a proteina SIRT1 no epitélio seminifero, foram delineadas as areas
imunomarcadas cujas imagens foram capturadas, utilizando-se um sistema de analise de
imagem (Leica Qwin-V3, Leica), acoplado a um microscopio de luz (Olympus BX-50).
Como resultado, o Vv foi calculado pela razao entre a area total, no epitélio seminifero,
a qual era imuno-positiva (Ae+) para a expressdo de SIRT1 e a area total do epitélio
seminifero (At) que foi analisada (Aet/At) (STUMPP et al., 2006; PACCOLA e
MIRAGLIA, 2016; VAZ et al., 2020). Foram examinadas duas secOes testiculares
distintas por animal e vinte campos, por se¢do, para cada animal. A imunoexpressao de
SIRT1, referente a andlise estereoldgica, foi avaliada apenas na area do epitélio
seminifero. Para a andlise qualitativa, a imunoexpressao de SIRT1 foi avaliada em relacao
a presenca ¢ intensidade da imunomarcacao em todos os tipos de células do epitélio
seminifero, ou seja, em células da linhagem germinativa e células de Sertoli, como

também no tecido intersticial.

3.5. Avaliacdo Espermatica Quantitativa

Os testiculos e os epididimos esquerdos dos animais foram destinados para analise

espermatica quantitativa, e congelados a -20°C, quando coletados, no dia da eutanaésia.

3.5.1. Contagem de espermatides no testiculo e producido diaria de
espermatozoides

Os testiculos esquerdos, previamente pesados e congelados imediatamente apos a
coleta a -20°C, foram descongelados, descapsulados e homogeneizados, segundo o
método descrito por Robb e colaboradores (1978). Apds o descongelamento do testiculo,
foi retirada sua tinica albuginea, de modo que o tecido testicular possa ser colocado em
um tubo pléstico, 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 a homogeneizacdo com o auxilio do
homogeneizador Quimis Q-252K-28, em velocidade de 12.000 rpm. Apo6s diluir-se 10

vezes uma pequena amostra desta mistura contendo Triton X100, esta foi transferida para
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camaras de Neubauer (5 campos por animal), procedendo-se a contagem das espermatides
em etapa 19 da espermiogénese, as quais sdo resistentes a homogeneizagdo. Para o calculo
da produgdo diaria de espermatozoides (PDE), a concentracdo de espermatozoides por
testiculo ¢ dividida por 6.1, que ¢ o nimero de dias em que as espermatides em etapa 19

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

3.5.2. Contagem do numero de espermatozoides e calculo do transito dos
espermatozoides no epididimo

As porcdes epididimarias esquerdas, ou seja, cabecatcorpo e cauda foram
separadas logo apds a coleta e congeladas até o momento da homogeneizagao, conforme
descrito para o testiculo. Apds diluir-se 20 vezes uma amostra destes homogeneizados,
foi realizada a contagem dos espermatozoides em camara de Neubauer para cada um
destes segmentos. A média aritmética dos campos contados (OLIVA, MIRAGLIA, 2009)
resulta no niimero de espermatozoides/orgdo; este nimero ¢ dividido pela PDE para
obtencao do tempo de transito dos espermatozoides em dias, ou seja, o nimero de dias
requeridos para que eles atravessem as diferentes porgdes epididimarias (ROBB et al.,
1978). Os valores foram calculados em relagdao ao 6rgdo e grama de 6rgdo, os quais sao

respectivamente: valor absoluto e relativo.

3.6. Analise espermatica qualitativa

Na época da eutanasia, conforme descrito no item 2.5, os animais tiveram o0s
orgdos reprodutivos coletados. A cauda de cada epididimo direito de parte dos animais
foi colocada em PBS (Phosphate-buffered saline) e foram realizadas incisdes suficientes
para a liberacdo do contetdo com os espermatozoides, deixando-se extravasar o fluido
epididimario, por alguns minutos. Parte do fluido epididimario foi coletado e congelado

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

3.6.1. Avaliacao da atividade mitocondrial de espermatozoides

A atividade mitocondrial dos espermatozoides, colhidos da cauda dos epididimos
direitos de parte dos animais, foi avaliada pelo método descrito por Hrudka (1987), o qual
demonstra a a¢do da enzima citocromo C-oxidase (CCO), uma das responsaveis pela

respiracdo celular e pelo metabolismo energético das células. Este método baseia-se na
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oxidagdo da 3,3’-diaminobenzidina (DAB) pelo complexo citocromo C, que inclui a
CCO. As amostras de fluido epididimario colhidas foram imediatamente incubadas com
DAB, a 37° C, durante 60 minutos. A avaliacdo da atividade mitocondrial foi realizada
sob microscopio de contraste de fase — PH3 (Olympus BX-51TF); foram analisados para
este escopo 200 espermatozoides para cada animal. A classificagdo da atividade
mitocondrial da peca intermedidria dos espermatozoides obedece a escala de quatro
classes (I a IV), proposta por Hrudka (1987): classe I (100% da peca intermedidria corada
— ativo; a bainha mitocondrial tem a aparéncia de um cilindro compacto e quase todas as
mitocOndrias sdo ativas); classe Il (mais de 50% da pega intermediaria corada; bainha
mitocondrial aparece fragmentada, isto €, consiste em segmentos ativos € inativos com
predominancia dos ativos); classe III (menos de 50% da peca intermedidria corada;
espermatozoides com menos da metade da bainha mitocondrial ativa e com poucas
mitocoOndrias ativas dispersas) e classe IV (auséncia de coloragdo 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 coloragdo com
Peanut agglutinin (PNA), de acordo com a técnica empregada por Varisli ef al. (2009)
com modifica¢des. O PNA ¢ uma proteina tetramérica com especificidade para residuos
do terminal PB-galactose de glicoproteinas. Logo apds a retirada dos epididimos direitos,
a porcdo caudal do 6rgdo ¢ isolada. Entdo, as caudas dos epididimos direitos sdo
colocadas em PBS (Phosphate-buffered saline), e sdo realizadas incisodes suficientes para
a liberagdo do conteudo de espermatozoides, deixando-se extravasar o fluido
epididimario, por alguns minutos. Foram quantificados e analisados, em microscopio de
epifluorescéncia Nikon Eclipse CI (Nikon) e com filtro apropriado, 200 espermatozoides
por animal, classificados em: a) integros (espermatozoides exibindo fluorescéncia intensa
e moderadamente brilhante na regido do acrossoma) e b) nao integros (espermatozoides
apresentando fluorescéncia fraca, irregular ou ausente na regido do acrossoma), de acordo

com Varisli et al. (2009).

3.6.3. Analise morfologica dos espermatozoides
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A avaliagcdo morfologica dos espermatozoides constitui um importante parametro
da analise espermatica. Para este fim, foram realizados esfregacos utilizando
espermatozoides colhidos da cauda dos epididimos direitos no dia da eutanasia. Os
esfregacos foram corados pelo método de Shorr (1941) e entdo, analisados através do
microscopio de luz sob aumento de objetiva de 50 vezes; 200 espermatozoides sdo
observados por animal. Os espermatozoides foram entdo classificados em normais e
anormais e a frequéncia de anormalidades da cabeca, pega intermediaria e da cauda, foram
computadas de acordo com dados de Filler (1993) e Miranda-Spooner et al. (2016), quais
sejam:

- Espermatozoides sem curvatura caracteristica da cabeca;

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

- Espermatozoides com implantagdes angulares da peca intermediaria;

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

e com implantagdo irregular;

3.6.4. Vitalidade espermatica

A vitalidade espermatica foi avaliada por meio da utilizacdo do corante eosina.
Esta técnica baseia-se no fato de que células mortas apresentam membranas lesadas que
permitem a penetracdo de corantes. Para a preparagdao dos esfregacos em laminas
histoldgicas, foram utilizados 10ul do corante (eosina 5%, diluida em solugdo fisioldgica
0,9%) e amostras de 20ul de espermatozoides coletadas a partir da cauda epididimaria
direita de cada animal, conforme anteriormente descrito. Apos a secagem dos esfregacos,
foram analisados 200 espermatozoides, sob microscopio de luz, em aumento de objetiva
de 50x (ASADI et al., 2013), computando-se os espermatozoides corados (mortos) € ndo

corados (vivos).

3.6.5. Analise dos parametros de motilidade dos espermatozoides

Para a realizacdo do estudo da motilidade, foi utilizada uma amostra de um
microlitro do conteudo espermatico, retirada da cauda de epididimos direitos, através de
pequenas incisdes feitas com bisturi (lamina n°22) que permitiram o extravasamento do
seu conteudo. A amostra foi diluida em 40 microlitros de meio HBSS (diluicao 1:40) e
depositada em camaras de Neubauer. Esta andlise foi feita em tempo maximo de 60

minutos ap6s a coleta. Foram determinados a quantidade de espermatozoides moéveis
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(progressivos e nao progressivos) € imodveis. Foram contabilizados apenas os
espermatozoides dispostos nos dois quadrantes externos da camara de Neubauer,
utilizando-se uma féormula para obten¢do da concentragdo final, em mililitros, de acordo

com Keel & Karow (1980).

3.6.6. Analise da estrutura da cromatina dos espermatozoides

Para as andlises da estrutura da cromatina dos espermatozoides a por¢ao caudal
do epididimo foi isolada e limpa, retirando-se toda a camada de tecido adiposo ali
presente. Entdo, a cauda do epididimo foi colocada em solucdo de PBS e incisdes
suficientes foram realizadas, nesta por¢ao do epididimo, com a finalidade de liberagao do
conteido de espermatozoides. Em seguida, a solucdo de PBS contendo os
espermatozoides foi filtrada (filtros de 100pm), lavada em solugdo hipotonica (0,45%
NaCl) e, entdo, os espermatozoides foram ressuspendidos em PBS e imediatamente

congelados a — 80°C até o momento das analises, descritas a seguir:

a) Anadlise da fragmentacio do DNA (Laranja de Acridina)

Com o intuito de avaliar a integridade da estrutura da cromatina dos espermatozoides,
utilizou-se o método de andlise de fragmentagdo 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 desnaturagdao em
pH extremamente baixo, com subsequente exposi¢do a uma solucdo de coloragao
contendo o corante laranja de acridina (Acridine Orange — AQO) o que foi aquilatado
através de leitura, em tempo real, em um citometro de fluxo. Os citogramas e histogramas
foram analisados por meio de um sistema computadorizado especifico. Ao final, os dados
gerados pela leitura por citometria de fluxo foram lancados no programa Winlist 7.0
(Verity software House — Verity Software, Topsham, Me) para definir: (1) o Indice de
fragmentacdo do DNA (IFD); (2): o desvio padrao do IFD e (3): a porcentagem de células
fora da distribuigdao normal.

No dia da anélise, as amostras foram devidamente descongeladas em banho-maria
por 2 minutos, a 37°C. Para o controle positivo do ensaio, uma amostra contendo
espermatozoides de animal controle foi diluida em solugdo de peroxido de hidrogénio

(7%), em temperatura ambiente por 10 min. Todas as amostras foram sonicadas, com um
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sonicador ultrassonico, em dois ciclos de 30 segundos, com intervalo de 30 segundos
entre os ciclos para, desta forma, separar-se a cabega dos espermatozoides da porgao
correspondente a cauda dos mesmos. Visando preservar as amostras durante o processo
de sonicacdo, as mesmas ficaram imersas em gelo para evitar o calor excessivo
proveniente do equipamento. Na sequéncia, foram diluidos 200uL das amostras, contendo
as cabecas e as caudas dos espermatozoides (4x10° cabecas/ml de PBS), em 400uL de
solugdo de desnaturagdo (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.
ApoOs a incubagdo, foram acrescentados 1,2 mL da solucdo de coloragdo de laranja de
acridina (0,126M de Na2HPO4, 0,037M de tampao de acido citrico, ImM de EDTA
dissodico), acrescidos de 0,15 M de NaCl em pH 6,0 e contendo 6ug/mL de laranja de
acridina (Merck/ Calbiochem-USA, Cotia, Brasil). Apds o periodo de repouso desta
solucdo, 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 minimo, 5.000 eventos (cabegas de espermatozoides).

b) _Andlise da fragmentaciao do DNA (Ensaio Cometa)

O ensaio cometa consiste na andlise de células isoladas, diluidas em gel de
agarose, expostas a pH alcalino, e submetidas a eletroforese horizontal. Este ensaio
permite a observacdo da integridade das fitas de DNA alcali-labeis, de maneira que
fragmentacdes 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 andlise em espermatozoides de
roedores (HAINES et al., 2002; CODRIGNTON et al., 2004; VENDRAMINI et al.,
2012). As andlises foram realizadas sob microscopio de epifluorescéncia Nikon Eclipse
CI, acoplado ao sistema de andlise de imagem especifico para Ensaio Cometa (LUCIA
Comet Assay, v.7.02.00, Republica Tcheca). Um total de 100 espermatozoides por lamina
(uma lamina por animal) foram analisados, validando-se parametros de fragmentacao do

DNA (VENDRAMINI ef al., 2012).

c¢) Avaliacdo da protaminacdo da cromatina dos espermatozoides (Chromomycin A3

Assay)

O protocolo utilizado para detecgdo da deficiéncia 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 regides
onde hé deficiéncia de protaminas; assim, pode-se determinar os espermatozoides
imaturos funcionalmente e com anomalias na estrutura da cromatina através da redugao
da protaminagao, pela ligagdo do CMA3 ao DNA espermatico (BIANCHI et al., 1993).
As amostras contendo espermatozoides foram descongeladas (em ambiente com
gelo) e diluidas em PBS para uma concentragdo 10° células/mL. O corante Cromomicina
A3 (CMAD3) foi dissolvido em solugao tampao Mcllvaine (17ml de 0,1 mol/L acido citrico
misturado com 83ml de 0,2 mol/L de Na2HPO4 e 10mmol/ L de MgCI2, pH 7,0) em uma
concentracdo de 25mg/mL. As amostras com espermatozoides foram entdo incubadas
com 0 CMA3 (230752; Calbiochem), no escuro, por 20 minutos a 25°C, posteriormente
lavadas duas vezes em PBS, sonicadas no gelo e armazenadas no escuro a 4°C até o
momento da andlise. O controle positivo foi obtido com a pré-incubagdo dos
espermatozoides em 200 mmol de ditiotreitol a 37°C por 10 minutos (MASELLI et al.,
2012). A analise do material foi realizada em citdmetro de fluxo FACSCANTO II (BD
Biosciences, Sao Paulo, Brasil). Um total de pelo menos 10.000 espermatozoides por

amostra foi avaliado.

d) Analise de compactacio 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 acido, com posterior coloragdo com TB,
resultando em grande variedade de tonalidades nas cabecas dos espermatozoides, de
acordo com a disponibilidade de grupos fosfato no DNA, ndo ligados a cromatina; assim,
eles estariam acessiveis para se ligarem as moléculas desse corante (BELETTI, 1992).
Portanto, esse teste ¢ baseado na afinidade da TB com os grupos fosfato livres do DNA
de espermatozoides, com baixa compactagdo e protaminagdao. O teste de TB ¢
amplamente utilizado para analise da compactagdo da cromatina espermatica devido a
sua coloracdo de execug¢do simples e por ser replicavel (SHAMSI et al., 2011). Portanto,
¢ um bom marcador para avaliar a compactagdao da cromatina.

Esfregacos de espermatozoides foram fixados em etanol / acetona (1: 1) a 4°C, por
30 min, e posteriormente secos em temperatura ambiente. Apds a secagem, as laminas
foram expostas a hidrolise acida (HC1 0,1N) a 4°C, por 10 min. Em seguida, elas foram

lavadas em agua destilada (3x 1 min / cada) e imersas em solucdo de TB 0,05%, por 20
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min. Em seguida, as laminas foram rapidamente lavadas em dgua destilada e as laminulas
rapidamente colocadas posteriormente.

A anélise dos espermatozoides foi realizada em microscopio de luz (Olympus BX-
50) e foram analisados 200 espermatozoides por animal, os quais foram classificados de
acordo com a coloracdo em: espermatozoides com cromatina intacta (coloragdo azul
claro) e espermatozoides com cromatina ndo compactada (coloracdo azul escuro ou

purpura) (REZAKHANIHA et al., 2018).

e) Analise da fragmentacio do DNA espermatico (Kit Halomax)

As amostras congeladas contendo espermatozoides foram descongeladas e
diluidas em PBS para obter uma concentragdo de 6x10° células/mL. A andlise da
fragmentacdo do DNA espermatico 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 aliquotas de
espermatozoides foram processadas utilizando-se as laminas fornecidas pelo kit, de
acordo com as instru¢des do fabricante. Este teste baseia-se na dispersdo da cromatina
apoOs exposi¢do a uma solugdo de lise, conforme evidenciado pela formagao de halos de
cromatina. Assim, numa segunda fase, com o objetivo de evidenciar estes halos, as
amostras foram coradas com o kit comercial para fluorescéncia verde (Halotech DNA
SL). Em sequéncia, foram analisadas em microscopio de epifluorescéncia 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) Avaliacio da estrutura da cromatina e integridade do DNA dos espermatozoides

(Ensaio Laranja de Acridina)

O fluido da cauda do epididimo foi coletado e centrifugado (3000x g por 5 min),
o sobrenadante removido e a amostra foi ressuspensa em PBS para obter uma
concentracio final de 5x10° espermatozoides/mL. Aliquotas de 7uL foram utilizadas para
a obtencdo de esfregacos, os quais foram secos em temperatura ambiente, por 60 min e,
em sequéncia, submersos por 12 h em solugdo de Carnoy (trés partes de metanol para

uma parte de acido acético glacial), a 4°C, para fixacdo. Em seguida, foram secos em
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temperatura ambiente e, em sequéncia, cobertos com 3 mL de solu¢do de Laranja de
Acridina. Esta solugdo foi obtida usando-se 10 mL (1g/ mL) de Laranja de Acridina, 40
mL (0,1 M) de 4cido citrico e 2,5 mL (0,3 M) de fosfato dissddico (pH 2-3). Os esfregacgos
de espermatozoides foram mantidos no escuro por 15 min e depois cuidadosamente
lavados em agua destilada e cobertos com uma laminula, antes da secagem. As laminas
obtidas foram analisadas utilizando-se microscopia de fluorescéncia com filtro azul de
460 nm. Duzentos espermatozoides foram contados por esfregaco/animal. As cabegas dos
espermatozoides com fluorescéncia verde foram consideradas normais (cromatina
integra), enquanto aquelas com fluorescéncia vermelha ou laranja foram consideradas

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

4.0. Dosagem plasmatica de testosterona e corticosterona

Aos 114° DDP, os animais pertencentes aos diferentes grupos experimentais (n=10)
receberam uma injecdo intraperitoneal de heparina (Clexane ®, 0,1mg/100g de peso
corpdreo) para realizacdo da coleta sanguinea. Transcorridos 15 minutos, os animais
receberam injecdo intraperitonial de cetamina (na dose de 240 mg/Kg de peso corpoéreo)
a qual foi associada ao Cloridato de xilazina (miorrelaxante de agdo central, na dose de
24 mg/Kg, via intraperitoneal). Esta ¢ 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
descrigdo 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 (Centrifuga refrigerada - Eppendorf, Centrifuge 5430 R); o plasma foi separado,
congelado e armazenado a temperatura de — 20° C, para posterior analises das dosagens
plasmaticas de corticosterona e testosterona, pelo método ELISA (DHANABALAN et
al., 2010).

Os procedimentos para determinacgdo dos niveis de corticosterona, no plasma, foram
realizados utilizando-se Kit especifico de ensaio imunoenzimatico pelo método ELISA
(Kit ELISA — Enzime-linked Immunosorbent Assay) (MARCON et al., 2008). Estes Kits
empregam a técnica de inibicdo competitiva ensaio imunoenzimatico (ELISA), a qual se
baseia na correlacdo inversa entre 0 hormdnio dosado e a concentracdo na amostra, por
verificacdo da intensidade colorimétrica do ensaio (SARKAKI et al., 2009;
DHANABALAN et al., 2010). Foi utilizado o Kit especifico para corticosterona de rato
(sensibilidade: 4,74 ng/ml) da marca Uscn Life Science Inc.
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Os procedimentos para determinacdo dos niveis de testosterona, no plasma, foram
realizados utilizando-se Kits especificos de ensaio imunoenzimatico também pelo método
ELISA (Kit ELISA — Enzime-linked Immunosorbent Assay) (MARCON et al., 2008).
Foram utilizados os Kits especificos para testosterona de rato (sensibilidade: 159,5 pg/ml)

da marca Uscn Life Science Inc.

5.0. Analise de estresse oxidativo

Para analise do estresse oxidativo, no dia da eutanasia, os testiculos
(descapsulados) e os epididimos foram retirados; amostras de 0,1g destes 6rgaos foram
congeladas em Freezer a -80°C. Posteriormente, as amostras foram descongeladas e
homogeneizadas em solu¢do de KCI 1,15% para determinacdo de peroxidagao lipidica

(MDA — Malondialdeido).

5.0.1. Dosagem de peroxidacao lipidica

Um dos produtos da peroxidac¢ao lipidica ¢ o malondialdeido (MDA), considerado
um importante marcador do estresse oxidativo, de facil mensuragdo através de uma reacao
com 4cido tiobarbitirico (TBARS) (MARNETT, 1999; BENEDETTI et al., 2012). Para
realizacdo desta andlise, foi utilizado o método descrito por Abd-Allah et al. (2009). Apos
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 4cido acético (20%, pH 3.5), 0,2ml de dodecilsulfato de sdédio (8,1%), 1,5ml de
TBA (0,8%) e 0,7ml de 4gua. Os tubos foram entao agitados e incubados em banho-maria
a 95°C, por 60 minutos. A medida de absorbancia foi realizada em espectrofotometro
(SpectraMax Plus384, Sunnyvale, CA, USA) a 523nm. As concentragdes foram expressas

em nmolar de malondialdeido/g de tecido.

5.0.2. Analise do nivel de peroxidacio lipidica em espermatozoides
utilizando-se 0 marcador BODIPY

M¢étodos para avaliar a produgdo de espécies reativas de oxigénio (EROS)
consistem na mensuracao indireta das mesmas, através da qual se quantifica a
concentragdo de produtos resultantes da peroxidacdo lipidica, tais como o MDA

(AYOUB,YOUSIF, AZIZ, 2000) e, mais recentemente, na marcagao por sondas, como o
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boron dipyrromethene difluoride (C11 BODIPY) (AITKEN et al., 2008). O BODIPY
pode apresentar coloragdes fluorescentes diferentes as quais sdo caracterizadas nas faixas
vermelhas e verdes, dependendo do nivel de peroxidagdo lipidica. Desta forma, uma vez
que se tenha a producao de EROS aumentada, a fluorescéncia passa da cor vermelha para
a verde. As amostras previamente obtidas do fluido epididimario foram ajustadas para a
concentragio de 107 espermatozoides/mL em PBS. Para a avaliagdo fluorimétrica as
amostras foram tratadas com C11 BODIPY 665/676 (B3932; Molecular Probe), a uma
concentracgao final de 2 uM (a partir de aliquotas 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 solugdo de PBS para retirar o excesso da
sonda (BROUWERS & GADELLA, 2003). A avaliacdo da peroxidagdo lipidica nas
membranas de espermatozoides foi realizada em citometro de fluxo FACSCANTO 11
(BD Biosciences, Sao Paulo, Brasil) (NEILD et al., 2005; DOMINGUEZ-REBOLLEDO
etal.,2010).

6.0. Acasalamentos, avaliacio do comportamento sexual e da capacidade
reprodutiva

Ap0s o término dos tratamentos respectivos, aos 114° DPP, um minimo de dez
animais de cada grupo foi avaliado quanto ao comportamento sexual, em sala escura, com
o auxilio de lampadas 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 a eutanasia para coleta dos 6rgdos reprodutivos.

6.0.1. Avaliacao do comportamento sexual

Cerca de 20 minutos antes do inicio da avaliacdo do comportamento sexual, as
fémeas que estavam em proestro/estro foram pareadas com machos vasectomizados
(KLINEFELTER et al., 1994; KEMPINAS et al., 1998; SCARANO, 1999) para analise
da receptividade, sendo permitidas a realizacdo de algumas montas e observada a
presenca de postura de lordose nas ratas, indicando a receptividade sexual efetiva.
Aquelas que apresentaram receptividade (com lordose) foram selecionadas para a

avaliacdo do comportamento sexual dos ratos machos experimentais, enquanto as demais
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foram novamente testadas e utilizadas nos dias subsequentes para a avaliacdo 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 periodo aproximado de 1 hora. A cirurgia foi realizada sob condi¢des assépticas
e com o auxilio de um heat-pad, permitindo a manutencdo da temperatura corpdrea dos
animais durante e apés a cirurgia. A area operada foi previamente submetida a tricotomia
e, em sequéncia, desinfetada com solugdo de clorexidina degermante (Riohex 2%®). Os
ductos deferentes de cada lado foram expostos, um de cada vez, através de uma incisao
longitudinal (aproximadamente 8 a 10 mm de comprimento) na regido inguinal
correspondente. Os ductos deferentes direito e esquerdo foram ligados em duas regides
distintas. Assim, cada ducto foi duplamente ligado (nao cortado) de modo que as ligaduras
se posicionem a aproximadamente 5 mm de distancia, uma da outra. Considerando que o
didmetro médio do deferente de um rato ¢ de 1,2 mm e o limen ¢ raramente superior a
0,4 mm, foram aplicados os principios e os instrumentos de microcirurgia na realizacao
da operacdo, utilizando-se lupa estereoscopica e fio de algoddo 2-0 para realizacdo das
ligaduras. O primeiro ponto de ligadura foi fixado a cerca de 1,5 cm da extremidade do
ducto na base da bexiga urindria, enquanto o segundo ponto foi fixado 0,5 cm a partir do
primeiro. Ap0s a realizagdo das ligaduras, cada ducto foi seccionado, ou seja, dividido,
por meio de uma incisdo, entre os pontos ligados havendo, entdo, interrup¢do na via
condutora de espermatozoides. Deste modo, o pequeno fragmento do ducto deferente
entre as ligaduras foi removido. O fechamento da incisdo foi realizado em dois planos,
com sutura continua, utilizando-se fios de “vicryl” 3-0 para a aponeurose e de
“mononylon” 4-0 para pele. O cuidado pds-operatorio foi realizado por meio do uso do
analgésico cetoprofeno, ndo opioide, na dose de 5Smg/Kg, administrado 2 vezes ao dia,
durante 3 dias, através de via subcutinea. Os animais recém vasectomizados foram
mantidos, por uma semana (7 dias), em gaiolas individuais de polipropileno catalogadas
(30x20x19 cm). Apds 3-4 semanas, os ratos vasectomizados foram liberados para o uso
nos acasalamentos para selecdo de fémeas receptivas destinadas aos procedimentos de
analise do comportamento sexual. Apds o teste de receptividade de todas as fémeas, os
machos vasectomizados foram submetidos a eutanésia.

Para avaliagdo do comportamento sexual, os ratos foram individualmente
colocados em caixa medindo 56x35x31 cm, desprovida de tampa para que ocorra a
circulagdo de ar e com parede frontal de vidro, idealizada especialmente para a

observagdo do comportamento sexual de ratos. Antes do inicio da avalia¢ao, 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 fémea primipara, em fase de pro-estro/
estro e apresentando receptividade. Os seguintes pardmetros comportamentais foram
registrados:
a) presenca ou nao de monta nos primeiros 10 minutos iniciais do teste;
b) presenca ou ndo de ejaculagio subsequentes a observag¢ao da primeira monta;
¢) laténcia para a primeira monta: tempo transcorrido até a primeira monta do macho
sobre a fémea a partir da introducao da fémea na caixa de observacao;
d) laténcia para a primeira intromissdo: tempo decorrido até a primeira monta com
intromissao vaginal computado a partir da introdugdo da fémea na caixa de observagao.
A ocorréncia da intromissao peniana sera inferida pela presenca conjunta dos seguintes
sinais: monta com duracdo superior a 2 segundos, lordose (encurvamento caracteristico
do dorso) da fémea, e limpeza da area genital do macho apds a monta (licking).
e) laténcia para a primeira ejaculacdo: tempo decorrido até a primeira ejaculagio
computado desde a introdu¢do da fémea na caixa de observagdo. A ejaculacdo foi
evidenciada pela observacdo de monta e intromissao, seguidas pelo levantar do tronco do
macho e parada por alguns segundos, seguida do periodo refratario, ou seja, auséncia de
interesse sexual do macho nos minutos seguintes.
f) niimero de intromissdes até a primeira ejaculacao;
g) nimero de montas até a primeira ejaculagao;
h) laténcia para a primeira monta pds-ejaculagido: tempo computado entre a primeira
ejaculacdo até a primeira monta pos-ejaculatoria;
1) laténcia para a primeira intromissao pds-ejaculacao: tempo decorrido desde a primeira
ejaculacdo até a primeira intromissao pds-ejaculatoria;
j) nimero de ejaculacdes apoOs a primeira intromissao, observado por um periodo de 30
minutos;
k) nimero de montas pos-ejaculacdo: numero de montas desde a primeira ejaculagdo até
o final do tempo de observagao;
1) nimero de intromissdes pds-ejaculagdo: numero de intromissdes desde a primeira
ejaculagdo até o final do tempo de observacao.

As laténcias foram registradas com auxilio de crondmetros manuais e expressas
em segundos. Os animais que ndo apresentaram monta nos 10 minutos iniciais de
observacdo foram devolvidos as caixas originais e ndo foram testados novamente; porém

eles foram mantidos com as respectivas fémeas para garantir o acasalamento,



32

procedimento necessario para avaliagao da capacidade reprodutiva e da fertilidade dos
ratos machos.

Na manha seguinte ao acasalamento, foram obtidos esfregacos de células do
epitélio vaginal para a detec¢ao da presenca de espermatozoides. O dia em que o teste se
apresentou positivo (presenca de espermatozoides) foi considerado o primeiro dia do
desenvolvimento embrionario (dia 1) (WITSCHI, 1962). As fémeas prenhes foram
separadas dos machos e a evolugdo da prenhez acompanhada. A partir da obtengdo destes
dados, os seguintes indices sao calculados:

a) numero total de montas durante o periodo total de observacao:

b) frequéncia de montas por minuto: razdo entre o numero de montas e o tempo
transcorrido entre a primeira monta e a primeira ejaculacao;

¢) Frequéncia de intromissdes por minuto: a razdo entre o numero de intromissdes ¢ a
laténcia para a primeira ejaculagao;

d) Intervalo inter-intromissdes: laténcia para a primeira ejaculacio dividida pelo nimero
de intromissdes até a primeira ejaculagio;

e) Eficiéncia copulatoria (em %): nimero de intromissdes dividido pelo numero total de
montas até a primeira ejaculagcdo multiplicado por 100;

f) indice de atividade sexual (IAS): sera calculado para todos os animais avaliados, da
seguinte forma:

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

Onde: LPM = Laténcia para primeira monta; LPI = Laténcia para primeira intromissao;
LPE = Laténcia para primeira ejaculagio; VTM40 = Raiz quadrada do niimero total de
montas e intromissdes no tempo total de observacao; t = tempo total de observagao; e -

“0” se o animal ndo ejacular e “4” se o animal ejacular’).

6.0.2. Fertilidade e capacidade reprodutiva

No 20° dia de gestagdo, as ratas prenhes (resultantes dos acasalamentos com os
animais para avaliagdo do comportamento sexual) foram submetidas a eutanésia
(cetamina na dose de 240 mg/Kg de peso corpoéreo associada ao cloridrato de xilazina,
miorrelaxante de a¢do central, na dose de 24 mg/Kg, via intraperitoneal), para a coleta do
utero e dos ovarios e para o registro do peso do utero com os fetos, do peso e anélise
macroscopica das placentas, do niimero de corpos luteos, do niimero de sitios de
implantacdo, da presenca de reabsorgdes (precoces ou tardias), do numero de fetos vivos

ou mortos € do peso dos fetos para posterior determinagdo dos parametros relativos a
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fertilidade, prenhez e sitios de implantagao (COSTA-SILVA et al.,2007, VENDRAMINI
et al., 2012), tais como:
a) Taxa de implantag@o = (Sitios de implantagdo/ n® de corpos luteos) x 100;
b) Taxa de perdas pré-implantacionais = (n° de corpos lateos — n° de implantagdes) / (n°
de corpos lateos) x 100;
c¢) Taxa de reabsor¢do = (n° de reabsorcdes / n° de implantagdes) x 100;
d) Taxa de perdas pos-implantacionais = (n° de implanta¢des — n° de fetos vivos) / (n° de
implantagdes) x 100;
e) Razdo sexual = n° de fetos machos/ n°® de fetos fémeas;
f) indice de fertilidade: n° de fetos vivos / total de fetos.
g) Indice placentario = (média peso placentario / média peso fetal);

Além disso, as placentas foram pesadas individualmente e, em seguida, foram
obtidos os valores biométricos dos seguintes eixos: didmetro maior, didmetro menor e

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

7.0. Eutanasia, coleta e analise de fetos

No 20° dia de gestacdo, as ratas prenhes que foram acasaladas com os animais
tratados, foram submetidas a eutanasia por superdosagem dos seguintes anestésicos
associados: (Cetamina, 240 mg/Kg + Cloridrato de Xilazina, 24 mg/Kg, por via
intraperitoneal). Embora o método de eutandsia utilizado nas fémeas prenhes seja
suficiente para promover o Obito dos fetos, por haver interrupcdo do suprimento
sanguineo para os mesmos, os fetos foram também submetidos a eutandsia, pois tivemos
de exterioriza-los individualmente. Desta forma, a consciéncia dos fetos (inconscientes
antes do nascimento) seria desencadeada em razdao do inicio da respiracdo (Guia
Eutanasia — CEUA_UNIFESP, 2019). Portanto, os fetos exteriorizados individualmente
foram rapidamente submetidos a eutanasia por meio da administragdo de sobredoses de
Cetamina (240 mg/Kg) + Cloridrato e de Xilazina, (40 mg/Kg,) por via intraperitoneal,
as mesmas aplicadas as fémeas. Foi escolhido este tipo de eutandsia em vista da
necessidade de obter-se fetos com o corpo integro para a andlise das malformacdes
externas e internas.

Em sequéncia, os fetos foram analisados externamente verificando a presenca de
malformagdes, isto ¢, analisando-se a forma, o tamanho, o numero e a posi¢do de
estruturas craniofaciais, dos membros anteriores e posteriores, das regides toracica,

abdominal, pélvica, dorsal, ventral e caudal. Apods a analise, os fetos de cada ninhada
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foram separados aleatoriamente em dois grupos. Os fetos do primeiro grupo foram
fixados em solu¢do de Bodian e destinados a andlise visceral, de acordo com a técnica de
microdissecc¢ao, proposta por BARROW & TAYLOR (1969), com finalidade de estudar
as regides toracicas, abdominais e pélvicas; também foi utilizada uma adaptacao dos
cortes estratégicos propostos por WILSON (1965), com a finalidade de estudar-se a
regido da cabega. O segundo grupo de fetos foi direcionado para a andlise esquelética
empregando-se a técnica descrita por STAPLES & SCHNELL (1964); as malformagdes
foram denominadas e classificadas de acordo com SOLECKI et al. (2003) e
PAUMGARTTEN et al. (2009).

7.1. Analise visceral dos fetos

Para a andlise visceral das malformacgdes fetais foram consideradas 3 grandes
regides: 1- cabeca, 2- tronco superior e 3- tronco inferior (Figura 3). A cabeca do feto foi
analisada através da técnica de cortes proposta por WILSON (1965), com adaptagdes. O
primeiro corte foi feito transversalmente na regido da cavidade oral; a outra parte do
cranio, a qual foi retirada, foi utilizada para o segundo, terceiro e quarto cortes frontais
nas regides pré-glabelar, orbital e vértex, respectivamente. Por meio destes cortes foi
possivel a andlise do polo cefilico, em seu ter¢o superior onde foram observadas as
orbitas e globos oculares, além do cortex e os hemisférios cerebrais; enquanto no pélo
cefalico, em seu terco médio, foram avaliados o palato e as narinas.

A andlise do pescogo e das regides toracica, abdominal e pélvica foi realizada de
acordo com a técnica de microdissec¢do proposta por BARROW & TAYLOR (1969).
Inicialmente foi realizado um corte na regido do pescoco onde foi possivel analisar o
posicionamento € a morfologia da traqueia, do esofago e da medula espinal. Em seguida,
foi feito um corte transversal no abdome superior, logo abaixo do diafragma, para retirada
da porgao superior do figado com o fim de analisar-se a integridade da superficie inferior
da cupula diafragmatica, os vasos supra-hepaticos, a passagem da aorta e da veia cava
inferior. Apds a remogao do diafragma, foi possivel também visualizar sua superficie
superior.

Posteriormente, foi realizada a toracotomia anterior que permitiu a analise do
timo, dos pulmoes e a disposicao do coragdo. Subsequente a retirada do timo, dos lobos
pulmonares e das auriculas do coragdo, foram avaliadas as dimensdes e a disposicao do
coracdo e dos grandes vasos. Logo apds, foi feita uma dissec¢do do coragdo através da

realizagdo de 02 cortes, separando ventriculo e atrio direitos, septo interventricular e
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ventriculo e atrio esquerdos; desta forma, foi possivel analisar a integridade das cavidades
cardiacas e do septo interventricular, como também observar os grandes vasos ¢ as valvas
cardiacas.

Na cavidade abdominal foram observados os lobos hepaticos que, em sequéncia,
foram retirados para melhor observacao do estdmago, das alcas intestinais e do baco.
Posteriormente foram retiradas as alcas intestinais, juntamente com o estdbmago ¢ o bago,
para que se procedesse a analise das gonadas e das vias genitais internas. Foram também
avaliados os rins, as glandulas suprarrenais e os ureteres. Em sequéncia, os rins foram
retirados para realizagdo de um corte transversal na regido do hilo, com o intuito de

avaliar-se a regido da papila renal.

Figura 3 — Esquema de cortes propostos por Wilson (1965). Observam-se as regioes de analise: cabega

(verde), tronco superior (laranja) e tronco inferior (azul marinho).

7.2. Analise esquelética fetal
A andlise esquelética dos fetos foi realizada segundo a técnica proposta por

STAPLES & SCHNELL (1964), que se refere a, inicialmente, realizar a eviscera¢do dos

fetos e a retirada do tecido adiposo marrom, presente no dorso do feto. Posteriormente foi
feita a diafanizacao dos tecidos moles utilizando solu¢ao de KOH 1%, durante 3 dias; em
seguida, os fetos foram corados em uma nova solugcdo de KOH 1% onde foi adicionado
o corante alizarina red a partir da solucao estoque (5Smg/mL), onde os fetos permaneceram
imersos por 2 a 3 dias. Finalizado este processo, os fetos foram armazenados em glicerina
até o dia da andlise.

Os fetos foram analisados utilizando-se um estereomicroscopio (LEICA modelo
125). Procedeu-se a avaliacdo dos mesmos no sentido cranio-caudal. Os ossos foram
observados quanto a sua posi¢do, forma, presenca e auséncia, como também quanto ao
tamanho e o nivel de calcificacdo (Figura 4). Foram, desta forma, avaliados: os 0ssos

faciais e palatinos; os ossos dos membros anteriores (clavicula, escapula, imero, ulna e
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radio); as vértebras e costelas; e os 0ssos dos membros posteriores (ilio, isquio, pubis,
fémur, fibula e tibia).

Em razdo da idade gestacional em que os fetos foram coletados (20 dias) e, desta
forma, considerando o estagio do desenvolvimento em que eles se encontravam, as
falanges dos membros superiores e inferiores nao puderam ser avaliadas, ja que ainda nao

apresentavam calcificagdo.

Figura 4 - Esquema ilustrando a ossificagdo de fetos de ratos.

8.0. Analise estatistica
A andlise estatistica dos dados foi realizada utilizando-se o programa estatistico

SigmaPlot 12.0. Para a comparagcdo dos resultados obtidos dos diferentes grupos
experimentais, utiliza-se o teste paramétrico de andlise de variancia (One Way Analisys
of Variance -ANOVA). Quando as diferencas se mostraram significantes, foi empregado
o teste "a posteriori" de comparagdes multiplas de Student-Newman-Keuls (SNK). Por
outro lado, os resultados que ndo apresentaram distribuicdo normal e similaridade de
variancia foram submetidos ao teste nao-paramétrico de analise de variancia de Kruskal-
Wallis, com teste de Dunn "a posteriori". A andlise estatistica dos fetos foi realizada
utilizando-se o programa estatistico Graphpad Prism 9. Para dados qualitativos e
frequéncias, utilizou-se o teste do Qui-quadrado seguido, quando apropriado, pelo teste
exato de Fisher. As diferencas foram consideradas significantes quando p < 0,05 ou p <
5%.

9.0. Descarte de residuos
Os residuos quimicos e bioldgicos, bem como os materiais utilizados, foram

armazenados e/ou descartados obedecendo as normas estabelecidas pela Universidade

Federal de Sao Paulo - UNIFESP, para o gerenciamento correto dos mesmos.
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4 RESULTADOS
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4.1 Teste do Nado Forcado

O comportamento de imobilidade foi avaliado durante os testes de 5 minutos em
trés diferentes momentos de tratamento: 40, 69, 99 DPP (Figura 5) Aos 40 DPP (antes
de iniciar o protocolo de estresse) ndo foram observadas diferencas 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 comparacdo aos grupos GC e Ge. Aos 99 DPP (2 dias apds o término dos
estressores e no ultimo dia do tratamento do escitalopram 10mg/Kg), os grupos GE e GEe
apresentaram um aumento no tempo de imobilidade em comparagdo aos demais grupos
(GC e Ge). Além disso, o grupo GEe apresentou uma reducao no tempo de imobilidade

em comparagdo ao grupo GE.
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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). Analise de variancia (ANOVA) e teste post hoc de multipla comparagdo Student-Newman-Keuls
(SNK). Valores expressos em médias + desvio padrdo. a: GE, GEe > GC, Ge; b: GE > GEe. Em D ¢ E,
fotografias representando o teste de nado forcado em animais de diferentes idades: 40 DPP (D) e 69 DPP
(E).
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4.2 Analise do consumo de solucao de sacarose a 1%

O consumo de solugao de sacarose foi avaliado nos dias 38,55,69,83 ¢ 97 (Figura
6). Durante as primeiras duas semanas de exposi¢ao aos estressores (55 DPP), nenhuma
diferenga significante foi observada entre os grupos em relagdo a anedonia. Apds 1 més
de exposi¢do aos estressores (69 DPP) todos os animais que foram estressados (GE e
GEe) apresentaram uma reducao significante no consumo da solucao de sacarose em
comparacao aos grupos controle e escitalopram (GC e Ge, respectivamente). No dia 83,
todos os grupos que foram submetidos ao protocolo de estresse apresentaram uma
reducdo no consumo de sacarose em comparagdo aos grupos de animais nao estressados
(GC e Ge); além disso, o grupo que recebeu escitalopram durante o periodo de estressores
(GEe) mostrou um aumento no consumo de sacarose em relagdo ao grupo somente
submetido aos estressores (GE), mas sem diferencas entre eles. No ultimo dia dos
estressores (97 DPP), os ratos estressados tratados com escitalopram por quase um més
apresentaram um aumento significante no consumo de solugdo de sacarose a 1% em
comparagdo aos ratos somente estressados. Aos 97 DPP, o grupo GE apresentou menor

consumo de sacarose em relagdo aos demais grupos.
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Figura 6. Grafico representando o consumo de sacarose em diferentes idades de animais referentes
a todos os grupos. Valores submetidos a analise de variancia (ANOVA) e teste post hoc de multipla

comparagdo Student-Newman-Keuls (SNK). Valores expressos em médias + desvio padrao.

a: GC, Ge > GE, GEe; b: GC, Ge > GE; c: GC, Ge e GEe > GE.

4.3. Analise biométrica dos 6rgaos reprodutivos
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Os dados biométricos dos 6rgaos reprodutivos obtidos dos animais aos 114 DPP
dos diferentes grupos experimentais estdo representados na Tabela 1. O peso e volume
testicular absoluto foram significantemente menores nos grupos Ge, GE ¢ GEe em
comparacao ao grupo controle (GC). No entanto, os eixos testiculares nao apresentaram
diferencas estatisticas entre os grupos, mesmo apresentando valores menores que o
controle.

O peso absoluto do epididimo foi menor nos animais tratados com escitalopram
(Ge e GEe) em relagdo aos outros grupos (GC e GE), no entanto sem diferencga
significante. Além disso, o peso absoluto da prostata ventral foi significantemente menor
nos grupos Ge e GEe quando comparados aos demais grupos.

Os ratos do grupo GEe apresentaram um peso de vesicula seminal cheia menor
que os demais grupos. Além disso, uma diminui¢do no peso absoluto da vesicula 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: Parametros biométricos dos o6rgaos reprodutivos obtidos aos 114 dias de idade nos grupos Controle (GC), Escitalopram (Ge), Estresse (GE)

e Estresse + Escitalopram (GEe).

Parametros Grupos (n =10)
GC Ge GE GEe

Peso absoluto epididimo (g)* 0,696 +0,057 0,675 +0,057 0,694 +0,062 0,682 +0,068
Peso absoluto vesicula seminal 1,590 +0,166 1,548 + 0,176 1,569 + 0,139 1,326 + 0,142 a
cheia (g)*
Peso absoluto vesicula seminal 0,714 +0,059 0,557 +0,085 b 0,669 +0,074 0,544 +0,082 b
vazia (g)*
Peso absoluto prostata ventral 0,652 +0,034 0,569 +0,048 b 0,670 +0,046 0,569 +0,054 b
(g)*
Testiculares
Peso absoluto (g)* 1,858 +0,132 1,748 + 0,116¢ 1,729 + 0,124 ¢ 1,651 + 0,084 ¢
Volume (cm?®) * 1,775 40,147 1,665 +0,117 ¢ 1,643 +0,099 ¢ 1,577 +0,113 ¢

Eixo maior (mm)*
Eixo menor 1 (mm)**

Eixo menor 2 (mm)*

21,031 £0.763

11,0 (10,5 — 11,5)

11,969 +0,531

20,857 +0,770

11,25 (10 - 11,5)

11,750 +£0,915

20,625 +0,806

11(10,12 - 11,5)

11,750 +0,775

20,833 +0,880
11(10-11)

11,633 +0,442

* Valores expressos em média =+ desvio padrao. Andlise de varidncia (ANOVA) e teste post hoc de multipla comparacdo Student-Newman-Keuls

(SNK).

**Valores expressos em mediana e intervalos interquartis (Q1-Q3). Analise de Kruskal-Wallis e teste post hocde Dunn.

a: GEe < GC; b: Ge e GEe < GC e GE; c: Ge, GE e GEe < GC.
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4.4. Ganho de peso corporeo

A avaliacao do ganho de peso corporal ao longo do tratamento esta apresentada
na Figura 7. Os animais apresentaram pesos similares aos 41 DPP em todos os grupos.
Porém, apds 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 diferenca estatistica. Ao final do
tratamento com escitalopram (99 DPP), os animais que receberam medicamento
antidepressivo (Ge e GEe) apresentaram uma diminui¢do 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 diferenca estatistica.
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Figura 7. Grafico representando o ganho de peso corporal em diferentes idades dos animais
referentes a todos os grupos. Valores submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e teste post hoc de
multipla comparagdo Student-Newman-Keuls (SNK). Valores expressos em médias + desvio padrio. a:

GC > Ge e GEe.
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4.5. Peso das adrenais

O peso das adrenais (bilateral) foi avaliado pela razao do peso da adrenal pelo
peso corporal (Figura 8). Os animais estressados (GE) apresentaram um aumento na

razao em comparagao aos demais grupos (GC, Ge e GEe).
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Figura 8. Histograma representando o peso das adrenais aos 114 DPP dos animais pertencentes
aos grupos GC, Ge, GE e GEe. Valores submetidos a analise de variancia (ANOVA) e teste post hoc de
multipla comparagdo Student-Newman-Keuls (SNK). Valores expressos em médias + desvio padrdo. a:

GE > GC, Ge e GEe.
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4.6. Analise histopatologica testicular

Aos 114 dpp foram coletados os testiculos dos animais e, apds o processamento do
materia,l foram realizados cortes de 4um de espessura, os quais foram preparados de
acordo com técnicas histologicas rotineiras, seguido do método histoquimico do PAS+H.
Este método possibilitou evidenciar os distintos estadgios de diferenciacdo de células da
linhagem germinativa e,principalmente, as espermatides em diferentes etapas da
espermiogénese.

Os animais pertencentes ao grupo Controle (GC) apresentaram epitélio seminifero,
integro, preservado, e organizado nas tipicas associac¢des celulares, correspondentes aos
diferentes estagios do ciclo do epitélio seminifero (Figura 9 e 10). Os animais tratados
com escitalopram (Ge, GEe) e aqueles submetidos ao estresse cronico moderado, mas
sem o tratamento com o antidepressivo (GE), apresentaram alguns tipos de alteracdes do
epitélio seminifero, cuja frequéncia mostrou-se maior em relacdo aos animais controles
(GC) (Figuras 9 e 10).

Algumas secdes tubulares apresentaram evidente esfoliacdo e descamacdo das
células da linhagem germinativa para o limen, bem como presenca de pequenos vacuolos
intraepiteliais (Figura 9). Os animais submetidos ao protocolo de estresse, com ou sem o
tratamento com escitalopram, apresentaram aumento significativo na porcentagem de
tubulos seminiferos com descamagdo de células germinativas para o interior do limen
(Tabela 2) A frequéncia de vacuolos intraepiteliais ndo mostrou diferengas significantes

entre os grupos (Tabela 2).
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Figura 9. Histograma representando a percentagem de se¢des de tibulos seminiferos com

histoarquitetura normal, aos 114 DPP dos animais pertencentes aos grupos GC, Ge, GE e GEe. Valores
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submetidos a analise de variancia (ANOVA) e teste post hoc de multipla comparagdo Student-Newman-

Keuls (SNK). Valores expressos em médias = desvio padrdo. a: Ge, GE e GEe > GC.p< 0,05.

Tabela 2 — Frequéncias (em percentagens) de se¢des de tibulos seminiferos com descamacao de

células germinativas para o interior do limen e vacuolizagao 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)  Descamagdo células germinativas Vacuolizagdo intraepitelial (%)*

para o limen (%)*

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 padrao. Andlise de variancia (ANOVA) e teste
de comparagao multipla 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 secdes de tubulos seminiferos nos animais de todos os grupos
experimentais (método do PAS+H). Observe a integridade do epitélio seminifero e a auséncia de
descamagdo de células da linhagem germinativa nos animais do grupo controle (GC). Intensa descamagdo
de células da linhagem germinativa para o limen tubular (setas) pode ser notada nos animais submetidos
ao protocolo de estresse (GE e GEe). A presenga de vacuolos intraepiteliais em segdes de tibulos
seminiferos de animais submetidos ao estresse e/ou tratamento com escitalorpam (Ge ¢ GEe) esta indicada
por asteriscos. Barra de escala = 50 um.
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4.7. Imunomarcacio de SIRT1 no epitélio seminifero

No que se refere a analise quantitativa, a Tabela 3 mostra os respectivos dados
referente da densidade de volume (Vv) de células positivas para SIRTI1, no epitélio
seminifero de ratos dos grupos GC, Ge, GE, GEe. Observou-se uma reducdo deste
parametro nos animais submetidos ao estresse e/ou tratados com escitalopram (Ge, GE e
GEe) em relacao aos animais controles (GC). Assim, tanto o estresse quanto o tratamento
com escitalopram reduziram a expressao de SIRT1 nos testiculos.

A analise qualitativa da imunoexpressao da proteina SIRT1 nos testiculos de ratos
de todos os grupos (GC, Ge, GE e GEe), mostrou uma imunomarcagdo nuclear positiva
nas espermatogdnias, nos espermatocitos primdarios e secunddrios, bem como nas
espermatides redondas (Figuras 11A-B). Esta imunomarcacao positiva foi observada em
secdes tubulares em todos os estagios do ciclo do epitélio seminifero. Nao foram
observadas diferengas no padrdo de marcagao desta proteina nos testiculos dos animais
pertencentes aos quatro diferentes grupos estudados. Espermatdcitos primarios em
diferentes fases da profase I da meiose (leptdéteno a paquiteno) mostraram marcagao
nuclear muito forte para a proteina SIRT1 (Figuras 11A-F). As células de Sertoli e de
Leydig e outras células intersticiais foram negativas para a marcag¢do desta proteina
(Figura 11E-F). As espermdtides em alogamento e alongadas, nas etapas 9 a 19 da
espermiogénese, ndo mostraram marcagdo positiva para a SIRT1 (Figura 11F). Nao foi
observada qualquer marcacao nas laminas do controle negativo, conforme o esperado. As

imagens do controle negativo sdo mostradas nas Figuras 11G-H.

Tabela 3 — Densidade de volume (Vv) da imunomarcagao positiva para SIRT1 no
epitélio seminifero de animais dos grupos Controle Sham (GC), Escitalopram (Ge),

Estresse (GE) e Estresse + Escitalopram (GEe), aos 114 dias de idade.

Grupos (n =5) Vv da imunomarcagao positiva para SIRT1 no epitélio
seminifero
GC* 0,420 + 0,08
Ge* 0,327+ 0,07 a
GE* 0,243+ 0,03 a
GEe* 0,292 + 0,05 a

*Valores expressos como média + desvio padrdao. Analise de varidncia (ANOVA)
e teste de comparacao multipla post hoc de Student-Newman-Keuls (SNK).
a: Ge,GE e GEe < GC
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Figura 11. Fotomicrografias de segdes testiculares submetidas a imunomarcagdo para proteina
SIRT1. Nota-se a marcagao positiva em espermatogonias, espermatocitos e espermatides redondas (em A
¢ B). Observam-se espermatdcitos primarios em profase I da meiose mostrando intensa marcagio de nucleo
(setas em C e D). As células de Sertoli (cabegas de seta em C ¢ E) e de Leydig e outras células intersticiais
(cabegas de seta em D e F) foram negativas para a marcagdo desta proteina. As espermatides alongadas,
nas etapas 9 a 19 da espermiogénese, também ndo mostraram marcagdo positiva para a SIRT1 (setas em
F). Nao foi observada qualquer marcagdo nas laminas do controle negativo, como esperado. As imagens do

controle negativo sao mostradas nas Figuras 11G-H.

4.8. Avaliacao espermatica quantitativa

Nos grupos Ge, GE e GEe houve uma reducao significante tanto da contagem de
espermatides no estagio 19 quanto da producdo didria de espermatozoides quando
comparados ao grupo controle (GC). Além disso, os animais dos grupos Ge e GEe
apresentaram uma diminui¢do no niamero relativo de espermatozoides em comparacao ao
grupo controle (Tabela 4).

A contagem espermatica nas porgdes epididimarias estdo apresentadas na Tabela
4. Na regido de cabeca + corpo do epididimo de animais dos grupos Ge, GE e GEe houve
reducdo do numero absoluto (/6rgdo) e relativo (g/6rgdo) de espermatozoides em
comparacao ao grupo controle GC. No entanto; apesar da reducdo, ndo houve diferenca
significante no nimero absoluto (/6rgao) de espermatozoides no grupo GE em relagdo ao
controle GC.

Na cauda do epididimo, por sua vez, foi observado aumento significante no tempo
de transito espermatico nos grupos Ge e GEe em comparagdo ao grupo controle GC. Além
disso, neste mesmo segmento epididimario, o grupo GEe apresentou um aumento no

tempo de transito em comparagdo ao grupo Ge.



Tabela 4. Parametros espermaticos obtidos aos
Escitalopram (GEge).
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114 dias de idade nos grupos Controle (GC), Escitalopram (Ge), Estresse (GE) e Estresse +

Grupos (n=9)

Parametros espermaticos quantitativos GC Ge GE GEe
Testiculo

Produgao diaria espermatozoide 28.881 +5.525 21.06 +3.267 a 24.767 +3.058 a 21.284 +3.223 a
(x10%testiculo) *

Espermatozoides por 6rgio (x10%/6rgio) * 176.171 +33.701 132.267 +17.476 a 147.792 +20.787 a 125.955 +20.676 a
Espermatozoides por grama de 6rgao 114.562 +17.426 95.963 +16.363 b 105.675 +15.722 89.525 +12.369 b
(x10%/g/testiculo) "

Epididimo (cabeca + corpo)

Transito de espermatozoides (dias)” 5.482 +1.009 5.896 +0.777 5.657 +0.639 5.882 +0.785
Espermatozoides por 6rgio (x10%6rgio) * 150.329 +21.749 125.887 +14.395 b 135.782 +24.235 117.099 +14.286 b
Espermatozoides por grama de 6rgao 473.828 £51.41 408.75 +53.823 a 425.714 £56.687 a 395.0 +50.896 a
(x10%/g/testiculo) "

Epididimo (cauda)

Transito de espermatozoides (dias)* 7.759 +1.464 10.523 +1.355 ¢ 9.027 +1.634 11.456 +1.775 ¢,d
Espermatozoides por 6rgdo (x10%6rgio) * 219.722 +35.882 194.863 +23.301 213.731 +£29.193 226.296 +£32.965
Espermatozoides por grama de 6rgao 863.393 +98.886 864.808 +121.482 871.0 £81.102 869.091 +89.438

(x10%/g/testiculo) "

* Valores expressos em média + desvio padrao.
(SNK).

Andlise de varidncia (ANOVA) e teste de post hoc de multipla comparacdo Student-Newman-Keuls

a: Ge, GE e GEe < GC; b: Ge, GEe < GC; c: Ge, GEe > GC; d: GEe > Ge
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4.9. Avaliacio da atividade mitocondrial

Foi observada uma redugdo significante no niimero de espermatozoides com
100% de atividade mitocondrial nos grupos estressados que foram ou ndo tratados com
escitalopram (GE e GEe) e no grupo somente tratado com escitalopram (Ge) em
comparagdo ao grupo controle (GC). A analise também revelou um aumento na
frequéncia de espermatozoides classe II (mais de 50% da peca intermediaria corada) nos
animais que receberam escitalopram e/ou submetidos aos estressores (Ge, GE e GEe)
quando comparados aos animais controles. No entanto, nao foram observadas diferencas
estatisticas no que se refere as Classes Il 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 nUmero maior de
espermatozoides com menor atividade mitocondrial em relagdo aos animais controles.
(Tabela 5). Na Figura 12 estdo apresentadas fotomicrografias de espermatozoides nas
diferentes classificagdes em relagdo a atividade mitocondrial, sendo: (A-1) Classe I, (B-

1) Classe I, (C-1) Classe III e (D-1) Classe IV.

Tabela 5: Analise da atividade mitocondrial nos grupos experimentais Controle, Escitalopram, Estresse e Estresse

+ Escitalopram (GC, Ge, GE, GEe) aos 114 DPP.

Grupos (n=12)
Atividade mitocondrial

GC Ge GE GEe
Classe 1" 93,61 +2,033 85,61 +5,29 a 81,80 +4,57 a 84,41 +5,19 a
Classe 11 " 6,00 +0,964 14,5+1,612 b 18,667 +2,437 b 17,286 +2,797 b
0(0—0,25) 0(0-0,75) 0(0—1,0) 0(0—1,0)
Classe 11 )
Classe TV O 0(0—0) 0(0—-0,25) 0(0-0,25) 0(0-0,75)

* Valores expressos em média = desvio padrao. Analise de varidncia (ANOVA) e teste post hoc de multipla
comparacao Student-Newman-Keuls (SNK).

**Valores expressos em mediana e intervalos interquartis (Q1-Q3). Analise 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 anadlise da

atividade mitocondrial. Figura A-1 representa um espermatozoide de Classe | (100% da peca
intermediaria corada), Figura B-1 representa um espermatozoide Classe Il (mais de 50% da peca
intermediaria corada), Figura C-1 representa um espermatozoide Classe Ill (menos de 50% da
peca intermediaria corada), Figura D-1 representa um espermatozoide Classe IV (auséncia de

mitocdndrias ativas). Barra de 10 um.
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4.10. Avaliacio da integridade do acrossoma

Os espermatozoides foram classificados entre integros (alta intensidade de
fluorescéncia) e nao integros (baixa ou nenhuma intensidade de fluorescéncia) como
representado na Figura 13 (B1-B2). Utilizando o corante com PNA, foi observado que a
frequéncia de espermatozoides com acrossoma integro foi significantemente menor em
todos os grupos tratados e/ou estressados (Ge, GE, GEe) em comparac¢ao aos animais
controles (GC). Contudo, em relacdo a este parametro, nao foram encontradas diferengas
significantes entre os animais expostos somente ao estresse, tratado com escitalopram e

submetidos ao estresse mais escitalopram (Figura 13-A).
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Figura 13. Em A, histograma representando a porcentagem de espermatozoides integros pertencentes aos
animais dos grupos GC, Ge, GE e GEe. Analise de varidancia (ANOVA) e teste de post hoc de multipla
comparagdo de Student-Newman-Keuls (SNK). Valores expressos em média + desvio padrdo. a: Ge, GE
e GEe < GC. Em B, fotomicrografia de espermatozoides corados com PNA apresentando acrossoma ndo

integro (B-1) e integro (B-2). Barra: 10pm.
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4.11. Avaliacdo da morfologia espermatica

Conforme observado na Figura 14-A, a frequéncia de espermatozoides com
alteracdo morfoldgica foi maior nos grupos Ge, GE ¢ GEe em comparacao ao grupo
controle (GC). Um espermatozoide de forma normal esta representado na Figura 14(B);
enquanto as alteragdes morfoldgicas, como cauda dobrada e alteragdo na forma da cabeca

estao representadas na Figura 14(C-F).
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Figura 14. Em A, representacdo grafica (box plof) dos dados obtidos referente a porcentagem de
espermatozoides com alteragdes morfologicas dos animais pertencentes aos grupos GC, Ge, GE ¢ GEe.
Analise 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, sdo mostradas fotomicrografias de espermatozoides
representando as principais alteragdes morfologicas encontradas, sendo: espermatozoides com morfol ogia
normal (A), cauda dobrada (C-D), cauda enrolada (E) e cauda quebrada e alteracdo na forma da cabeca (F).

Coloragao pelo método de Schorr. Barra: 10 pm.

4.12. Avaliacio da vitalidade espermatica

Os grupos Ge, GE e GEe apresentaram reducdo significante na porcentagem de
espermatozoides vivos em comparacao ao grupo controle GC (Figura 15). No entanto, o
tratamento somente com escitalopram parece ndo ter impactado tanto na vitalidade
espermatica 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 espermatica em comparagao aos

ratos tratados somente com escitalopram.
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Figura 15. Histograma representando a porcentagem de espermatozoides vivos
pertencentes aos animais dos grupos Controle (GC), Escitalopram (Ge), Estresse (GE) e
Estresse + Escitalopram (GEe). Andlise de varidncia (ANOVA) e teste post hoc de
multipla comparagdo Student-Newman-Keuls (SNK). Valores expressos em médias =+

desvio padrao. a: Ge, GE, GEe < GC; b: Ge > GEe.



4.13. Avaliacdo da motilidade espermatica
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De acordo com os dados observados na Tabela 6, o tratamento com escitalopram

e a exposi¢do ao estresse causaram diminui¢dao significante na qualidade de dois

parametros da motilidade espermadtica quando comparado aos animais controles. A

porcentagem de espermatozoides moveis ndo progressivos aumentou em todos estes

grupos (Ge, GE, GEe) ao passo que os moveis progressivos diminuiram nos mesmos.

Além disso, a frequéncia de moveis progressivos foi menor no grupo submetido aos

estressores mais tratamento com escitalopram quando comparado ao grupo que recebeu

somente escitalopram.

Tabela 6: Dados referentes a motilidade dos espermatozoides de animais aos 114 dias de

idade relativos aos grupos Controle (GC), Escitalopram (Ge), Estressores (GE),

Estressores + Escitalopram (GEe).

- L Grupos (n=7)
Motilidade espermatica
GC Ge GE GEe
Progressivo*® 59,11 48,34 48,25 +6,88 a 45,58 +10,38 a 37,21 +3,06 a,b
Nao-progressivo* 19,71 +3,61 28,50 +6,30 ¢ 30,25 +2,30 ¢ 31,78 +6,80 ¢
21,42 +3,32 25,83 +6,19 26,14 +3,63 26,88 +3,72

Imével*

* Valores expressos em média + desvio padrdo. Andlise de varidncia (ANOVA) e teste
post hoc de multipla comparagdao Student-Newman-Keuls (SNK). a: Ge, GE e GEe <

GC; b: GEe < Ge; c: Ge, GE e GEe > GC.
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4.14. Analise da fragmentacao do DNA espermatico (Ensaio Laranja de Acridina -
Citometria)

A anélise para avaliar a estrutura da cromatina nos espermatozoides foi realizada
em citometro de fluxo, utilizando-se o ensaio Laranja de Acridina. Foram avaliados os
seguintes parametros: a) Porcentagem do indice de fragmentacdo de DNA (% IFD); b)
Média do IFD; c) Desvio padrao do IFD (Figura 16). Os espermatozoides que possuem
fragmentacdo de DNA sdo identificados na % IFD; a maior concentragao de
espermatozoides ¢ composta pela média do IFD e o desvio padrio representa a
distribui¢do dos espermatozoides no IFD.

Os animais tratados com escitalopram (Ge e GEe) apresentaram um aumento no
indice de fragmentacdo do DNA espermatico (% IFD), no entanto sem diferencas
significantes. O desvio padrao e a média de IFD ndo apresentaram diferencas significantes

entre os grupos (GC, Ge, GE, GEe).
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Figura 16. Analise da fragmentacdo do DNA de espermatozoides nos grupos GC, Ge, GE e GEe, em
citometro de fluxo, e utilizando-se a técnica de Laranja de Acridina. Valores submetidos a andlise de

variancia (ANOVA) e teste post hoc de multipla comparacdo Student-Newman-Keuls (SNK). Valores
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expressos em médias + desvio padrdo. p < 0,05, n =9. Em A, representado o indice de fragmentagdo do

DNA, em B o desvio padrdo do IFD e em C a média do IFD.

4.15. Analise da fragmentacido do DNA espermatico (Ensaio Laranja de Acridina -
Fluorescéncia)

O ensaio Laranja de Acridina permite evidenciar a ocorréncia de quebras de DNA
espermatico com base na fluorescéncia emitida. Ndo foram observadas alteracdes

significantes entre os grupos mediante a utiliza¢do deste ensaio (Figura 17).
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Figura 17. Porcentagem de espermatozoides com fragmentagdo de DNA em animais dos grupos GC, Ge,
GE e GEe. Valores expressos como média + desvio padrdo. Ensaio Laranja de Acridina. Analise de

varidncia (ANOVA) e teste post hoc de StudentNewman-Keuls (SNK), de comparagdo multipla; n=7.
(p=<0.05)
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4.16. Analise da fragmentacio do DNA espermatico (Kit Halomax)

A avaliagdo através do Kit Halomax permite evidenciar a ocorréncia de quebras
de DNA espermatico com base na presenga de um halo formado ao redor da cabega de
cada espermatozoide. Quando o DNA esta intacto, a cabeca se mantém intacta (Figura
18A), no entanto quando o DNA esta fragmentado hd a formag¢dao de um grande halo
(Figura 18B).

Observou-se um aumento de fragmentacdo no DNA do grupo submetido ao
estresse cronico (GE), que, entretanto, ndo diferiu significativamente dos demais grupos.
Portanto, ndo foram observadas diferengas relevantes entre os grupos no que se refere a

este parametro (Figura 18C).
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Figura 18. Em A e B, fotomicrografias de espermatozoides corados com Kit Halomax apresentando DNA
integro (A) e DNA fragmentado - presenga de halo (B). Barra: 10 um. Em C, histograma revelando a
porcentagem de espermatozoides mostrando fragmentagdo do DNA, em animais dos grupos GC, Ge, GE e
GEe. Valores expressos como média £ desvio padrdo. Kit Halomax para rato. Analise de varidncia

(ANOVA) e teste post hoc de StudentNewman-Keuls (SNK), de comparagdo multipla; n = 7.
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4.17. Avaliaciao da fragmentacio do DNA espermatico (Ensaio COMETA)

A avaliagdo através do Ensaio Cometa permite evidenciar a ocorréncia de quebras
de DNA esperméatico com base no deslocamento do material genético pela lamina de
agarose durante a corrida de eletroforese, formado um rastro (semelhante a cauda de um
cometa). Os parametros analisados como porcentagem de DNA da cauda, comprimento
de cauda, momento de cauda e momento de Olive ndo apresentaram diferencas entre os
grupos experimentais (Tabela 7). Existem diferentes graus de fragmentagdo espermatica
avaliados durante o teste, através de um software (Lucia Comet), os quais podem ser

visualizados na Figura 19 (A-C).

Tabela 7 — Fragmentacdo do DNA espermatico pelo Ensaio Cometa nos animais dos

Grupos GC, Ge, GE e GEe.

Grupos (n=6)

Parametros 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 (um)* 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)

*Analise de Kruskal-Wallis e teste post hoc de miltipla comparagdo Student-Newman-Keuls (SNK).

Valores expressos em mediana e intervalos interquartis (Q1-Q3).

A

Figura 19. Fotomicrografias de espermatozoides, ao microscopio de fluorescéncia, corados com solugao
de brometo de etideo apos a realizag@o do ensaio COMETA. Observar os diferentes graus de fragmentagao
do DNA espermatico partindo do sem fragmentagao (A), pouco fragmentado (B) e muito fragmentado (C).

Barra: 10 pm.
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4.18. Avaliacdo da compactacio da cromatina dos espermatozoides (Azul de
Toluidina)

O método Azul de Toluidina permite visualizar alteragdes de compactacdo da
cromatina de espermatozoides através da intensidade de cor (azul escuro ou purpura, sem
ou pouca compactacdo; azul claro compactado). Observou-se um aumento na
porcentagem de espermatozoides com alteragdes na compactacdo da cromatina nos
animais submetidos ao estresse cronico e/ou tratados com escitalopram (Ge, GE e GEe)

em relacdo aos animais controles (GC) (Figura 20).
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Figura 20. Porcentagem de espermatozoides com cromatina alterada em animais dos
grupos GC, Ge, GE e GEe. Valores expressos como média + desvio padrao. Método Azul
de Toluidina. Anélise de varidncia (ANOVA) e o teste de comparacao multipla pds-hoc
Student-Newman-Keuls (SNK); n=7

a: Ge, GE e GEe > GC.
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4.19. Avaliacao da protaminacio da cromatina dos espermatozoides (Chromomycin
A3)
A avaliagdo da protaminagdo da cromatina dos espermatozoides utilizando-se o

corante Cromomicina A3 (CMA3) foi realizada em citdmetro de fluxo.

A porcentagem de espermatozoides CMA3 positivos foi significativamente maior
nos grupos Escitalopram, Estresse e Estresse tratado com Escitalopram,
comparativamente aquela obtida a partir do grupo controle (Figura 21). Espermatozoides
CMA3 positivos sdo aqueles que possuem uma deficiéncia na protaminagdo. Ainda, no
que concerne a este parametro, embora os dados relativos aos grupos submetidos somente
ao estresse (GE) ndo tenham apresentado diferengas significantes em relagdo aos obtidos
a partir dos grupos Ge e GEe, uma frequéncia maior de espermatozoides CMA3 positivos
foi aquilatada no grupo estresse (GE) quando comparada as frequéncias obtidas a partir

dos demais grupos.
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Figura 21. Analise da protaminacdo de espermatozoides nos grupos GC, Ge, GE ¢ GEe. Analise de
Kruskal-Wallis e teste post hoc de multipla comparacdo 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 plasmaticas hormonais: corticosterona e testosterona

O nivel de corticosterona plasmatica, avaliado aos 114 DPP (ap6s 17 dias sem
nenhum estressor), foi maior no grupo de animais submetidos somente ao estresse (GE)
em comparacao aos demais grupos; todavia, esta diferenga nao mostrou significancia do
ponto de vista estatistico (Figura 22A). Em contrapartida, o nivel plasmatico de
testosterona, também avaliado aos 114 DPP, apresentou-se mais baixo nos animais
submetidos ao estresse (GE e GEe), os quais foram ou nao tratados com escitalopram, em
comparagdo ao grupo controle. Além disso, os animais que receberam somente
escitalopram (Ge) apresentaram concentragao plasmatica de testosterona mais alta que os

animais estressados e tratados com escitalopram (GEe) (Fig. 22B).
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Figura 22. Histogramas representando o nivel plasmatico de corticosterona (A) e testosterona (B)
nos animais pertencentes aso grupos GC, Ge, GE e GEe, aos 114 DPP. Valores submetidos a analise de
varidncia (ANOVA) e teste post hoc de multipla comparacdo Student-Newman-Keuls (SNK). Valores
expressos em médias + desvio padrdo. a: GE, GEe < GC b: GEe < Ge. (p <0,05; n = 8).
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4.20. Analise do nivel de peroxidacao lipidica em espermatozoides (BODIPY)

A andlise de peroxidac¢ao lipidica 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 indice de peroxidacao
lipidica apresentaram alto indice de fluorescéncia verde.

Observou-se um aumento significante na porcentagem de espermatozoides
positivos para o marcador BODIPY nos grupos Ge, GE e GEe, em comparagio ao grupo
controle GC (Figura 23). Por sua vez, o grupo GEe apresentou frequéncia mais alta de
espermatozoides positivos, ou seja, com nivel mais alto de peroxidagdo lipidica na
membrana celular (expressa em percentagem), embora este dado ndo tenha mostrado

diferengas estatisticas quando comparado aos obtidos de animais dos grupos Ge e GE.
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Figura 23. Analise da peroxidagéo lipidica de espermatozoides nos grupos GC, Ge, GE e GEe. Analise de
Kruskal-Wallis e teste post hoc de multipla comparacdo 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 peroxidacio lipidica (estresse oxidativo) no testiculo e epididimo

O estresse oxidativo foi avaliado através de ensaio para obten¢do de dosagens de
malondialdeido (MDA), um produto da peroxidagdo lipidica. O grupo submetido ao
estresse cronico (GE) apresentou um aumento significante da concentracdo de MDA em
nivel testicular (Figura 24A) em relagdo aos demais grupos (GC, Ge, GEe). Além disso,
houve um aumento de MDA no grupo submetido ao estresse (GE), em nivel epididimario
na regido de cabegatcorpo, quando comparado ao grupo controle (GC) (Figura 24B).
Observou-se um aumento significante na concentracao de MDA na cauda epididimaria
nos animais submetidos e/ou tratados com escitalopram (Ge, GE e GEe) em relacdo aos

animais controles (GC) (Figura 24C).
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Figura 24. Histogramas representando a concentragdo de malondialdeido (MDA) no testiculo (A), e nas
regides da cabecatcorpo (B) e cauda epididimarias (C). Analise de Kruskal-Wallis e teste post hoc de
multipla comparacdo Student-Newman-Keuls (SNK). Valores expressos em mediana ¢ 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. Avaliacao do Comportamento Sexual

A avalia¢ao 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 cronico, tratados ou ndo 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 ejaculaciao (Tabela 8),
apresentando, entdo, uma redugdo significativa em comparacao aos grupos Controle e
Escitalopram (GC e Ge). Além disso, apenas 54,5% dos animais do grupo GEe mostraram
algum comportamento sexual apds a primeira ejaculacdo, o que ¢ uma redugdo notavel
em comparagdo aos grupos GC e Ge (Tabela 8).

Nos parametros analisados, observou-se um aumento no numero de montas no
grupo estresse + escitalopram (GEe) em relacdo aos demais grupos (GC, Ge e GE) e um
aumento na laténcia da primeira monta nos grupos submetidos ao estresse (GE ¢ GEe)
em relagdo ao grupo controle (GC). Os demais parametros ndo mostraram diferencas
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 nao tratados
com o escitalopram (GE e GEe), ndo realizaram comportamentos sexuais. Além disso,
36,37% dos animais submetidos ao estresse (GE) e ndo tratados com o anti-depressivo e
45,46% dos animais submetidos ao estresse + tratamento com escitalopram (GEe) ndo
realizaram todos os comportamentos, que analisados durante o periodo inteiro do teste
(30 minutos). Assim, constatou-se uma diminuic¢ao na eficiéncia copulatdria dos animais
tratados com escitalopram e/ou submetidos ao estresse (Ge, GE e GEe) em relacdo aos
animais controles (GC); contudo, diferencas significantes ndo foram observadas em

relagdo a estes parametros.
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Tabela 8 - Numero 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 estdo expressos pelo nimero total de
animais que apresentou comportamento sexual pelo numero total de animais avaliados de cada grupo. Os resultados, em

porcentagem, estdo nos parénteses.

GC Ge GE GEe
Parametros (%)
Monta nos primeiros 10 10/10 (100%) 12/12 (100%) 9/11 (81.8%) 9/11 (81.8%)
min*
1? ejaculagdo* 10/10 (100%) 12/12 (100%) 7/11 (63.6%)a 7/11 (63.6%)a
Comportamento pos- 9/10 (90%) 11/12 (91.6%) 7/11 (63.6%) 6/11 (54.5%)b
ejaculacao*

*Teste de Fisher
a: GE, GEe < GC, Ge; b: GEe < GC, Ge; p <0.05.



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).
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Parimetros

Grupos

GC (n=10)

Ge (n=12)

GE (n=11)

GEe (n=11)

N° de montas *
N° de intromissdes °

N° de ejaculagdes®

N° de montas pés ejaculacio ®

N° de intromissdes pos ejaculagio ®

Laténcia 1* monta por minuto °

Laténcia 1® intromissdo por minuto ®

Laténcia 1? ejaculagdo por minuto ?

Laténcia 1* monta pds ejaculagdo por minuto *
Laténcia 1? intromissdo pos ejaculacdo por minuto °
Frequéncia de montas por minuto ®

Frequéncia de intromissdes por minuto *
Intervalo inter-intromissoes

Intervalo pés-ejaculatorio®

Eficiéncia copulatoria ?

Indice de atividade sexual (IAS)?

8,60 (2,70 + 1,20) (n=10)
22,50 (15,00 — 27,75) (n=10)
2 (1,0 -2,0) (n=10)

6 (2,5 - 12,5) (n=9)

14 (10,5 - 17,5) (n=9)
0,26 (0,16 — 0,45) (n=10)
0,67 (0,26 — 1,45) (n=10)
17,54 (5,60 + 1,77) (n=10)
20,35 (3,80 + 1,43) (n=9)
21,95 (4,76 — 1,58) (n=9)
2,02 (1,60 — 2,79) (n=10)
1,44 (0,60 + 0,19) (n=10)
0,67 (0,19 + 0,06) (n=10)

5,58+ 0,73 (n=9)
0,71 + 0,09 (n=10)

13,31 + 1,92 (n=10)

5,80 (1,30 + 0,58) (n=12)
21,50 (20,00 -33,00) (n=12)
2 (1,2 -3,0) (n=12)
7(5,0 -12,0) (n=11)

21 (19,5 - 23) (n=11)
1,40 (0,58 — 1,72) (n=12)
1,42 (1,07 - 1,54) (n=12)
14,90 (5,14 + 1,48) (n=12)
17,58 (1,86 + 0,62) (n=11)
19,12 (3,87 — 1,16) (n=11)
2,37 (2,08 — 2,74) (n=12)
1,63 (0,51 +0,14) (n=12)
0,60 (0,15 + 0,04) (n=12)
5,29+ 0,63 (n=11)
0,74 + 0,09 (n=12)

12,79 + 1,90 (n=12)

8,60 (1,51 +0,67) (n=9)
27,00 (15,50 — 36,75) (n=8)
2(0,0 - 2,0) (n=7)

10 (8,0 -13,0) (n=7)

20 (16 —23) (n=7)
1,70 (0,65 — 4,61) (n=9) b
2,18 (1,05 — 4,74) (n=8)
14,19 (4,84 + 1,83) (n=7)
17,50 (4,20 + 1,71) (n=7)
18,67 (5,38 — 2,03) (n=7)
1,95 (0 —2,81) (n=7)
1,53 (0,84 +0,29) (n=7)
0,63 (0,22 + 0,08) (n=7)
475+ 1,77 (n=7)

0,67 0,27 (n=8)

12,05 + 2,37 (n=7)

15,50 (6,75 + 3,37) (n=9) a
24,00 (19,25 — 33,50) (n=8)
1(0,0 - 3,0) (=7)

7,5 (4,0 - 11,25) (n=6)
16,5 (14,5 — 22,5) (n=6)
1,98 (0,46 — 2,53) (n=9) b
2,16 (0,64 — 3,02) (n=8)
16,53 (7,66 + 2,89) (n=7)
18,59 (5,30 +2,37) (n=6)
19,60 (5,34 —2,18) (n=6)
2,12 (0 - 2,59) (n=7)
1,68 (0,35 +0,13) (n=7)
0,61 (0,18 + 0,04) (n=7)
5,33 £ 0,61 (n=6)

0,63 = 0,28 (n=8)

13,22+ 1,47 (n=7)

a Valores expressos em média + desvio padrao. Andlise de variancia (ANOVA) e teste de post hoc de multipla comparagdo Student-Newman-Keuls (SNK). b Valores expressos em mediana e intervalos interquartis (Q1-Q3). Andlise de
Kruskal-Wallis e teste post hoc de Dunn. (N=*) representa o n de animais que realizaram o comportamento em cada parametro a: GEe > GC, Ge e GE; b: GE e GEe > GC. p < 0,05.
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4.23. Avaliacao da fertilidade e da capacidade reprodutiva

A avaliacao da fertilidade e da capacidade reprodutiva foi realizada em fun¢ao do
acasalamento dos animais em estudo com fémeas saudaveis e primiparas, € nao
submetidas a quaisquer tipos de tratamentos. Os dados referentes aos indices de
fertilidade, gestacional e placentario bem como as taxas de implantagdo, de reabsorc¢ao e
de perdas pré- e pos-implantagdao estdo apresentados na Tabela 10. Os resultados da
avaliacdo reprodutiva foram aquilatados a partir das fémeas prenhes, no 20° dia de
gestacdo, as quais haviam sido acasaladas com os ratos dos diferentes grupos (GC, Ge,

GE, GEe), nesta ocasido com 114 dias de idade.

Os pesos dos uteros gravidicos foram reduzidos nas fémeas acasaladas com os
animais do grupo GE em relacdo aquelas 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 corpoéreo das ratas no 20° dia de gestagdo, as quais
foram acasaladas com ratos do grupo GE, ndo apresentaram diferengas significantes em
relagcdo ao controle. As taxas de implantagdo e gestacacao, obtidas das fémeas acasaladas
com ratos do grupo estresse (GE), foram reduzidas em relacdo a aquela observada em
fémeas acasaladas com os ratos do grupo controle GC. Além disto, a taxa de perda pré-
implantacdo foi maior em fémeas acasaladas com ratos deste mesmo grupo (GE) em
relagdo a apresentada pelo grupo controle (GC). Entretanto, as taxas de reabsorc¢ao obtidas
do acasalamento de fémeas com ratos dos grupos estresse (GE) e estresse com
escitalopram (GEe) apresentaram-se maiores que em relacdo as obtidas do acasalamento
com ratos do grupo controle (GC) e somente escitalopram (Ge), todavia sem significancia
estatistica. Além disso, a taxa de perda pos-implantacdo, obtida do acasalamento das
fémeas com ratos do grupo estresse (GE) apresentou valor maior, no entanto sem
significancia estatistica em compara¢do aos demais grupos. Também, os indices
gestacional e de fertilidade ndo diferiram entre os animais dos diferentes grupos
experimentais, quando acasalados com fémeas saudaveis. A quantidade de fetos por
ninhada e a razdo sexual (numero de machos/nimero de fémeas), obtidas através do
acasalamento dos machos de todos os grupos com fémeas saudaveis e primiparas,
também nao apresentaram diferencas significantes entre os grupos. Além disso, observou-
se uma reducdo na espessura das placentas oriundas dos acasalamentos dos animais dos
grupos Ge, GE e GEe. Durante a realizacdo das laparotomias, observou-se um utero

gravidico com tamanho e espessuras reduzidos, os quais ndo correspondem a idade
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gestacional de 20 dias, indicando atraso no desenvolvimento gestacional. Além disso,

foram encontradas algumas reabsor¢des, os quais estdo apresentados nas Figuras 25 A e

Figura 25. Em A observa-se um utero gravidico que ndo correspondia a 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 reabsor¢do dentro do utero (seta). Em B, observa-se um utero
gravidico com seus dois cornos, com tamanho e espessuras equivalentes com 20 dias gestacionais. Em C

observamos as placentas e reabsorgdes (circuladas).
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Tabela 10: Avaliagdo dos parametros reprodutivos em fémeas controles, com 20 dias de

gestacdo, as quais foram acasaladas com os animais dos grupos GC, Ge, GE, GEe.

Parimetros

Grupos (n =11)

GC

GE

GEe

Peso

Ratas prenhes (g)**

Utero gravidico (g)**

364,39
(40,24 +12,72)
62,31 (4,14 +1,46)

356,95
(43,96 +13,25)
64,89 (6,89 +2,18)

342,73
(26,23 + 7,90)
55,56 (6,70 +2,23) a

354,50
(37,43 + 11,28)
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
Reabsorgao* 0(0-7,27) 0(0-38,33) 7,14 (0 - 10) 7,69 (0 —9,09)
Implantagao* 100 92,86 91,43 b 93,49

(98,3 -100) (92,31 -100) (84,62 —100) (85,43 -100)
Perda pré-implantagéo* 0(0-1,66) 7,14 (0 —7,69) 11,66 (5,35 -18,67) ¢ 7,14 (0 — 15,38)
Perda pos-implantagdo* 0(0-17,14) 0(0-743) 7,14 (0-11,53) 0(0- 3,84)
Indices
Fertilidade (%)* 100 (100 — 100) 100 (93 — 100) 100 (92 — 100) 100 (100 — 100)

Placentario *

Gestacional (%)***

0,22 (0,20 — 0,24)
100

0,19 (0,18 — 0,20)
91,66

0,20 (0,19 -0,21)
90,90 b

0,20 (0,19 — 0,22)
100

Razao sexual

(Macho/Fémea)

1,37 (74/54)

0,84 (63/75)

0,77 (51/66)

1,20 (72/60)

N° 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)*
Eixo 1 (mm)*
Eixo 2 (mm)*

Espessura (mm)*

0,46 (0,40-0,49)
14,33 (13,68-14,63)
12,60 (12,23-13,43)

2,58 (2,34-2,89)

0,41 (0,39-0,45)
14,27 (13,88-14,55)
12,07 (12,04-12,72)
1,87 (1,77-2,10) d

0,40 (0,37-0,44)

14,08 (13,93-14,63)
12,27 (11,55-13,0)
1,83 (1,60-2,0) d

0,42 (0,40-0,47)
14,09 (13,88-14,70)
12,38 (11,86-12.5)
1,94 (1,70-2,05) d

*Analise de Kruskal-Wallis e teste post hoc de multipla comparagdo Student-Newman-Keuls (SNK).
Valores expressos em mediana e intervalos interquartis (Q1-Q3).

** Analise de variancia (ANOVA) e teste post hoc de multipla comparagdo Student-Newman-Keuls (SNK).

Valores expressos em média + desvio padrao.

***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. Avaliacdo de malformacoes fetais

Um total de 524 fetos foi avaliado em relagdo aos seguintes parametros: peso
corporal, comprimento cranio-caudal, nimero de fetos vivos e mortos e, também,
possiveis malformacdes externas (Tabela 11). O peso corporal € o comprimento cranio-
caudal mostraram-se reduzidos em fetos oriundos de pais submetidos ao estresse cronico,
apresentando diferengas estatisticas significativas quando comparados com os fetos
oriundos dos pais controles. A presenca de malformagdes externas como, por exemplo, a
ocorréncia de fetos hidrépicos (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 nuamero de fetos malformados em relagdo aos demais

grupos.

Um total de 243 fetos foi analisado em relacdo ao desenvolvimento 0Osseo,
considerando os ossos do cranio, membros anteriores e posteriores, coluna vertebral,
costelas e esternébrio (Tabela 12). As analises das falanges nao foram realizadas devido
ao periodo gestacional em que as ratas prenhes se encontravam (20° dia gestacional), por
ser um periodo anterior aquele normalmente requerido para ossificagdo destas estruturas
Osseas (Figura 26.L). A andlise de malformagdes esqueléticas nos 3 grupos
experimentais mostrou que um aumento da frequéncia destas anomalias ocorreu nestes
grupos em comparacao 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 nao
somente no numero de fetos com alteragdes 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 alteragdes no esternébrio como:
agenesia (Figura 26.J), ossificagdo anormal (Figura 26.I) e ossificacdo incompleta
(Figura 26.K) em todos os grupos submetidos ao estresse e/ou tratados com escitalopram.
Ja a auséncia 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, alteragdes
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nas costelas foram observadas, como: supranumerarias (uni e bilateralmente, Figura
26.0-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 analise de malformacdes viscerais foi realizada em 245 fetos através dos cortes
seriados nas diversas regides da (0): cabeca, pescoco, torax, abdomen e pelve (Tabela
13). Uma unica alteracdo 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 atrio (Figura 26.D).
Portanto, as analises estatisticas realizadas ndo indicaram alteracdes significativas entre

0s grupos no que concerne ao desenvolvimento visceral.
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Tabela 11- Analise 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)
Analise externa
Atraso no desenvolvimento 1 2 9 2
Gastrosquise 0 0 4 0
Fenda palatina 0 0 0 1
Hidropicos 0 2 2 1
N° fetos examinados 128 139 124 133
N° fetos com anomalias 1 4 15a 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.



Tabela 12- Anélise 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).
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Grupos

GC Ge GE GEe
Fetos
Anomalias esqueléticas
Agenesia esternébrio 0 2 7 7
Esternébrio anormal 1 4 2 1
Auséncia 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
N° fetos examinados 62 69 54 58
N° fetos com anomalias 3 13a 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

a: Ge, GE e GEe > GC; b: GE e GEe > Ge. p<0,05



Tabela 13- Analise 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
Atrio aumentado 0 1 1 1
N° fetos examinados 64 69 65 70
NF¢ 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 alteragdes externas, viscerais e esqueléticas encontradas durante as
avaliagdes fetais. A) Feto hidropico (seta), B-C) Atraso no desenvolvimento D) Atrio aumentado (seta), E)
Palato normal (seta), F) Palato com fenda (seta), G) Gastrosquise em visdo frontal (seta), H) Gastrosquise
em visdo superior (circulado), I) Esternébrio com anormalidades (setas), J) Esternébrio com agenesia (seta),
K) Esternébrio com ossificacdo incompleta (seta), L) Membro superior sem falanges, M) Disco vertebral
bipartido (circulado), N) Costelas disformes (circuladas), O) Costela supranumeraria (unilateral, seta), P)

Costelas supranumerarias (bilateral, setas).
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5 DISCUSSAO
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Depressao e ansiedade sao problemas de satide publica que afetam de 5-10% da
populagdo mundial e ocorrem frequentemente durante as idades reprodutivas (WIEGNER
etal.,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 etaria de 12-17 anos (EMSLIE et al., 2009). O escitalopram ¢ um s-enantidmero do
citalopram com farmacocinética semelhante, porém mais seletivo e com agdo mais
potente em baixas doses (HAYES et al., 2010). Apesar dos tratamentos medicamentosos
para depressao melhorarem os sintomas depressivos, alguns estudos mostram que efeitos
sexuais adversos pode ocorrer, como anorgasmia, disfunc¢do erétil, diminui¢ao na libido
(CSOKA & SHIPKO, 2006; ATTIA & BAKHEET, 2013), queda na qualidade
espermatica (SAFARINEJAD, 2008; KOYUNCU et al., 2011; AKASHEH et al., 2014)
e alteragdes da ejaculagdo em homens (TANRIKUT et a/.,2010; BUILSMA et al., 2013;
AKASHEH et al., 2014).

De fato, a serotonina tem um papel importante na modulacdo da secre¢do de
gonadotrofinas e existem alguns receptores presentes nas células de Sertoli que
participam da espermatogénese 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 responsaveis por sua contracdo (HAY, WADSWORTH, 1982).
Os receptores de serotonina também foram identificados nos testiculos, onde exercem
funcdo na regulacdo do fluxo sanguineo testicular (COLLIN et al., 1996). Além disso,
eles também estdo presentes no epitélio epididimario, no sistema neuroenddcrino € nos
mastocitos (JIMENEZ-TREJO, 2007). No epididimo, os receptores de serotonina
exercem fun¢do relacionada a maturagcdo dos espermatozoides. A enzima triptofano
hidroxilase, que converte triptofano em serotonina, foi detectada em células epiteliais e
neuroendocrinas do epididimo, sustentando a proposi¢cdo de ocorréncia de sintese local
de serotonina. Alguns estudos sugerem que estes mesmos receptores estariam também
localizados em células de Sertoli e que desempenhariam fun¢do na espermatogénese
(SYED et al., 1999). Os receptores de serotonina, em particular 5-HT2A, estdo 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
sintese de testosterona produzida por estas células. Receptores de serotonina 5S-HT2A e
5-HT3 também foram detectados na cauda de espermatozoides de rato, sugerindo que

teriam alguma ac¢ao sobre a sua atividade funcional (FUJINOKI, 2011).
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O tratamento com escitalopram pode ocorrer durante a adolescéncia, todavia os
efeitos desta terapia sobre pardmetros espermaticos, tanto quantitativos quanto
qualitativos, e as consequéncias sobre a fertilidade, bem como a viabilidade das progénies
tém 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,
reproducao e fertilidade sdo itens considerados relevantes para a qualidade de vida pela
Organizagao Mundial de Satde.

Este ¢ provavelmente o primeiro trabalho experimental que investiga os efeitos
do protocolo de depressao induzida em ratos com tratamento de escitalopram nesta faixa
etaria. Existem poucas informag¢des usando modelos animais, acerca das consequéncias
reprodutivas tardias do tratamento com ISRS, especialmente o escitalopram, e os
mecanismos neuroendocrinos que modulam os principais eventos reprodutivos (AYALA,
2009).

Estudos também mostram que o estresse cronico moderado, aplicado a roedores,
pode provocar, por sua vez, mudangas neuroquimicas ¢ alteragdes variadas no
comportamento, tais como redu¢do na atividade sexual e locomotora, aumento nos niveis
de corticosterona, diminui¢ao no consumo de solucdo de sacarose e distirbios no ciclo
circadiano, os quais também sdo observados em quadros de depressao em humanos
(KATZ, 1981; STEWART et al., 1990; SOLBERG et al., 1999; GRONLI et al., 2005;
MILLER et al., 2009). Em relagdo ao protocolo experimental de depressao induzida em
ratos, foram observadas variacdes metodologicas na literatura, como: (I) tipos de
estressores (II) horario e duracao dos estressores (III) duragdo do experimento e idade de
eutanasia. Contudo, a grande maioria dos trabalhos analisados utilizou animais adultos e
um periodo de estressores equivalente a 4 semanas (GAMARO et al., 2003; GRIPPO et
al., 2003; GRONLI ef al., 2005; SAKR et al., 2015). Contudo, o protocolo de estresse
cronico moderado ¢ considerado um modelo valido para inducao de depressdo em
roedores (HENNINGCEN et al., 2009). Todavia, o tipo, duracdo, severidade ou
previsibilidade dos estressores aplicados podem causar diferentes respostas ao estresse
(HARGREAVES, 1990; PARE & REDEI, 1993; PUCILOWSKI e 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 redu¢@o no consumo de sacarose em resposta ao estresse cronico moderado
(GE), indicando ocorréncia de anedonia. Além disso, foi notado um aumento no peso da

adrenal nos animais submetidos ao estresse, o que pode ser considerado outro indice 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 cronico, tratados com escitalopram,
mostraram um aumento no consumo de sacarose € uma diminui¢do no tempo de
imobilizacao ao final do tratamento medicamentoso em comparagdo aos animais do grupo
estresse € sem o tratamento medicamentoso (GE). Aqui, como ja era esperado o
tratamento com medicamentos que afetam a neurotransmissao serotonérgica, como ¢ o
caso do escitalopram e outros, tais como fluoxetina, sertralina, paroxetina, citalopram
(CASTAGNE et al., 2011); aumentou o tempo de natagdo no TNF. Por outro lado, ao
contrario do que se esperava, ndo foram observadas diferencas nos niveis de
corticosterona e no peso corporeo final. Provavelmente, este fato deveu-se a amplitude
do intervalo decorrido desde o término do protocolo de estresse até a eutanasia, 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 eutanasia; pode
ter provido tempo suficiente para um periodo de recuperagdo nos niveis de corticosterona
e no ganho/perda de peso corporal (GRIPPO ef al., 2003; GALAL et al., 2015), fato que
poderia explicar as diferencas entre os resultados aqui observados e os reportados por
outros autores que utilizaram ratos como modelo para avaliacdo do estresse cronico
moderado (GAMARO et al., 2003; SAKR et al., 2015).

Estresse cronico moderado e tratamento com escitalopram causaram impacto
negativo sobre os pardmetros espermaticos quantitativos e qualitativos. De fato, a
qualidade espermatica, no que concerne a atividade mitocondrial, integridade do
acrossoma, motilidade, viabilidade e frequéncia de espermatozoides com morfologia
normal mostrou-se reduzida em animais tratados com escitalopram que foram submetidos
ou ndo aos protocolos de estresse. Portanto, os dados apresentados neste trabalho
corroboram com estudos prévios sobre as alteracdes na qualidade espermadtica em
humanos que avaliaram os efeitos tanto do estilo de vida estressante quanto de outros
tipos de inibidores seletivos de recaptacao 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 espermatica, serem pouco entendidos, sugere-se que a desregulagao
no metabolismo do triptofano poderia causar perturbagdes na espermatogénese normal
(ELNAZER & BALDWIN, 2014) como também inibir a fosforilacdo oxidativa na
mitocondria dos espermatozoides, influenciando a sintese de ATP (KUMAR et al., 2006).

Contudo, estudos mostram que ATP derivado de mitocondrias nao tem papel chave na
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motilidade espermatica; de fato, a glicolise parece ser o principal mecanismo utilizado
para a aquisicdo de energia ¢ motilidade. Assim, o papel das mitocondrias na funcao
espermatica pode estar predominantemente relacionado a outros aspectos fisiologicos
(AMARAL et al., 2013). No entanto, nao ha uma conclusao final sobre a fonte de energia
da motilidade espermatica, ou seja, fosforilagdo oxidativa ou glicolise. Além disso,
pequenas quantidades de espécies reativas de oxigénio mitocondrial parecem ser
fundamentais para que os espermatozoides adquiram competéncia para a fertilizagao
(PIOMBONI et al., 2012).

Os hormoénios FSH, LH e testosterona participam na manutengdo das fungdes
reprodutivas masculinas, além de uma complexa rede de fatores paracrinos testiculares.
Alteragdes do eixo hipotalamo-hipéfise-gdonada podem impactar direta e negativamente
na espermatogénese (BABU et al., 2004; RAMASWAMY & WEINBAUER, 2015). O
hormonio liberador de gonadotrofina (GnRH) ¢ sintetizado como um pr6-hormonio sendo
processado no hipotalamo e liberado no sistema porta-hipofisario de modo pulsatil; ele
estimula a liberagdo de FSH e LH na circulagcdo sanguinea (ATLI ef al., 2017). Em
mamiferos, o LH controla a biossintese 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 produgdo de monofosfato de adenosina ciclico (cAMP) que, entdo, estimula a
producao deste hormodnio a partir do colesterol (STOCCO, 2000). A testosterona assim
produzida é, por sua vez, a responsavel nao s6 pelo desenvolvimento de caracteres sexuais
secundarios, mas também pela regulagdo da espermatogénese normal como também pela
liberacao/armazenamento adequado de espermatozoides no epididimo. O FSH, por sua
vez, liga-se a receptores presentes nas c€lulas de Sertoli as quais exercem papel
fundamental no controle e na manutengdo da espermatogénese (WISNIEWSKI et al.,
2015). Os neurotransmissores responsdveis pela comunicacdo neuronal no sistema
nervoso central (SNC) podem afetar o eixo hipotdlamo-hipoéfise-testiculo (LOVINGER,
2008), pois o controle neuroendocrino das fungdes reprodutivas € baseado na harmonia
entre distintos sinais neuronais ¢ hormonais que ocorrem em diferentes niveis deste eixo
(MAFFUCI & GORE, 2009; OYOLA & HANDA, 2017). Medicamentos da classe de
antidepressivos e ansioliticos podem afetar a liberacdo de GnRH, modulando a atividade
de neurotransmissores envolvidos nesta rede neuronal hipotalamica, podendo assim afetar
o eixo hipotalamo-hipoéfise-gonada (ILGIN, 2020) e, por conseguinte, a producdo do
hormonio masculino.

O tratamento com escitalopram pode alterar os niveis de testosterona, o que

implicaria em alteragdes dos processos espermatogénicos ¢ de maturacdo espermatica,
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este ultimo ocorrendo na cabeca e corpo do epididimo (ROBAIRE et al., 2006,
ERDEMIR et al., 2014; HANSEN et al., 2017). As dosagens de testosterona plasmatica
revelaram que houve uma reduc@o nos seus niveis em animais submetidos ao estresse,
com e sem o uso de escitalopram. Os animais tratados somente com escitalopram
apresentaram sugestiva reducdo dos niveis plasmaticos de testosterona, em comparagao
aos animais controle; estas dosagens, porém, ndao se mostraram estaticamente
significantes. Este fato, poderia ser explicado em razdo do periodo ocorrido entre o
término do uso do medicamento e o dia da eutanasia, o que pode ter possibilitado uma
recuperacdo do nivel plasmatico deste hormonio. Além disso, a dose de escitalopram
administrada aos animais (10mg/Kg/dia) foi uma adaptacdo da dose minima didria
recomendada para humanos (10mg), e algumas pesquisas mostram que alteracdes de
hormonios, como testosterona, sdo observadas somente em doses elevadas de
antidepressivos e antiepilépticos (ATLI et al., 2017; BAYSAL et al., 2017). Contudo, a
reducdo nos niveis de testosterona plasmatica foi relatada, em ratos, com o uso
prolongado de fluoxetina, um tipo de inibidor seletivo de recaptacdo de serotonina,
resultante da acdo danosa sobre as células de Leydig, as quais sdo andrégeno-dependentes
(BATAINEH & DARADKA, 2007; ELSEDAWI et al., 2021). Neste estudo, o
escitalopram causou reducao de peso em alguns 6rgaos androgeno-dependentes como
prostata, vesicula seminal, testiculo; sugerindo assim, uma alteracao no eixo hormonal,
porém corroborando com o que foi dito anteriormente sobre a recuperacdo do nivel
hormonal apds a interrup¢dao do uso do medicamento. Erdemir e colaboradores (2014),
estudando a acdo danosa de alguns antidepressivos da classe de inibidores seletivos de
recaptacao de serotonina, dentre eles o escitalopram, sobre a fertilidade de ratos machos,
constataram alteragdes hormonais significantes somente em animais tratados com
sertralina sugerindo, portanto, que um efeito mais brando sobre os niveis plasmaticos 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 ndo com escitalopram,
apresentaram diminui¢do do peso e do volume testicular. Os dados biométricos dos
orgdos reprodutivos, observados na presente pesquisa, estdo de acordo com os
apresentados na literatura, que relataram que exposi¢do ao estresse cronico em ratos,
causa alteragdes nos orgados reprodutivos, alterando didmetros e expessuras testiculares,
causando apoptose de células testiculares, bem como diminuindo os niveis plasmaticos
de testosterona (HOU et al., 2014; ZOU et al., 2019). Franca e colaboradores (1998)

comentaram que quando ocorre massiva perda celular no epitélio seminifero, um
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acentuado declinio das medidas morfométricas testiculares consequentemente acontece.
Neste caso, ¢ provavel que a apoptose de células da linhagem germinativa possa ter
ocorrido em decorréncia da agdo danosa do escitalopram, como ja relatado com o uso de
outros antidepressivos desta classe, € pela exposi¢do ao estresse cronico (GAO et al.,
2003; ILGIN et al., 2017, HAMDI, 2019; ELSEDAWI et al., 2021). O estresse cronico
aumenta os niveis séricos de corticosterona o que pode acabar inibindo a sintese de
testosterona e, como resultado, causar apoptose em células de Leydig e comprometer a
esteroidogénese (GAO et al., 2003). Nossos resultados estdo de acordo com o que foi
citado anteriormente, tendo em vista que niveis plasmaticos de testosterona nos animais
submetidos ao protocolo de estresse cronico moderado foram menores € 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
analise histopatoldgica dos testiculos, revelou que os tubulos seminiferos dos animais
tratados com escitalopram e/ou submetidos ao estresse apresentaram maior freqiiéncia de
alteragdes estruturais em comparagdo aos dos animais controles. Essas alteragdes
corroboram os dados relativos as alteragdes biométricas testiculares e de Orgdos
andrégeno-dependentes, além dos danos espermaéticos causados pelo tratamento com
escitalopram e estresse, conforme ja relatados.

De fato, varias condi¢des ou eventos associados a infertilidade masculina sao
indutores de estresse oxidativo (GALAL et al., 2016). Estresse oxidativo pode causar
mudangas na dindmica do fluxo sanguineo da microvascularizacdo testicular, na
sinalizagdo endocrina e na apoptose de células germinativas. O dano oxidativo pode
ocorrer em varias classes de moléculas, incluindo lipidios, proteinas, acidos nucleicos e
acucares. Isto significa que a célula, o nucleo, as membranas mitocondriais, 0o RNA e o
DNA sdo vitimas potenciais do estresse oxidativo (TURNER & LYSIAK, 2008). O
aumento nos niveis de espécies reativas de oxigénio (EROs) €, portanto, conhecido por
ter impacto negativo sobre parametros espermaticos (AITKEN & ROMAN, 2008); ele ¢
causado pelo desequilibrio entre os niveis de EROs e de antioxidantes. Os tecidos
testiculares sdo muito susceptiveis a oxidacdo e isso ocorre devido a grande quantidade
de 4cidos graxos poli-insaturados contidos na membrana das células germinativas e dos
proprios espermatozoides (AITKEN, 1995; GRIVEAU & LANNOU, 1997, AGARWAL
et al., 2014). Outro fator importante € que o estresse oxidativo prolongado nos testiculos
pode causar mudancas histopatologicas (AYINDE et a/.,2012; EL-NEWESHY et al.,
2013). Os radicais livres podem induzir a peroxidagao lipidica dos acidos graxos poli-

insaturados presentes nas membranas das células germinativas e dos gametas, resultando,
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em possivel atrofia testicular e degeneragdo dos tibulos seminiferos (MANDAL & DAS,
2011). De fato, conforme comentado, acidos graxos insaturados sdo encontrados em
quantidades elevadas nas células germinativas, em nivel testicular. Isto favorece o
aumento da producao de EROs em resposta a diferentes situacdes danosas (ASADI et al.,
2017), o que ocorreu, no presente trabalho, em relacao a submissao ao estresse cronico
moderado e ao tratamento com o escitalopram. Existe também um sistema natural de
defesa antioxidante local, que protege o tecido testicular contra possiveis lesdes causadas
por EROs (AITKEN et al., 2008). Contudo, quando ha superproducao de EROs, ocorre
sobrecarrega do sistema antioxidante natural. Tal fato pode conduzir a peroxidagao
lipidica culminando com danos a membrana celular (MARITIM et al., 2003; RATO et
al.,2014).

Na presente pesquisa, a analise de estresse oxidativo através da sonda BODIPY,
mostrou que houve um aumento nos niveis de peroxidagao lipidica nos espermatozoides
dos animais submetidos ao estresse moderado cronico, que foram ou nio tratados com o
escitalopram, em relacdo aos animais controles. Além disso, avaliagdes do status
oxidativo, em nivel testicular e epididimario, utilizando, como marcador, o
malondialdeido, um produto secundério da peroxidacao lipidica (AYOUB et al. 2000),
revelaram que houve um aumento deste marcador nestes tecidos. O estresse oxidativo
pode causar alteracdes nos componentes lipidicos da membrana de células imaturas da
linhagem germinativa e nos espermatozoides, de modo que mudangas na fluidez e na
permeabilidade destes ultimos podem ocorrer (ASADI et al., 2017), resultando em
alteracdes da reagdo acrossomica, fluidez inadequada da membrana celular e possiveis
disfungdes do processo de fertilizacdo (TRAMER et al.,1998; KO et al., 2014) Os dados
de peroxidacdo lipidica nos espermatozoides, aqui observados, estdo de acordo com
aqueles relativos a integridade do acrossoma, ja que, tanto animais submetidos ao estresse
como também os tratados com o escitalopram mostraram alteracdo destes parametros.
Além disso, alguns trabalhos revelaram que o uso de sertralina e citalopram, inibidores
seletivos de recaptacdo de serotonina, causaram aumento de estresse oxidativo em nivel
testicular aumentando os niveis de malondialdeido e diminuindo a atividade da enzima
glutationa (GSH) (ATLI et al., 2017; ILGIN et al., 2017; HAMDI, 2019). Além da lesdo
testicular, deve-se também considerar a possibilidade de dano epididimario e o dano
direto ao espermatozoide. Desta forma, deve-se atentar, neste caso, para o fato de que
membranas celulares de espermatozoides também sdo ricas em 4acidos graxos
poliinsaturados (PUFAs) e que estas células carecem de reparos enzimaticos. Tal fato

torna estes gametas largamente expostos ao estresse oxidativo, aumentando a



88

vulnerabilidade do seu DNA a peroxidagao lipidica (AITKEN, 1995; GRIVEAU &
LANNOU, 1997; AGARWAL et al., 2014). Neste trabalho, os resultados obtidos pela
dosagem de MDA em testiculos apresentaram diferencas significantes nos animais
submetidos ao protocolo de estresse cronico, os quais mostraram um aumento deste
parametro analisado. Por outro lado, modifica¢des estruturais do tecido epididimario
podem resultar em desequilibrio de seu microambiente, o qual ¢ imprescindivel para uma
maturacdo espermatica adequada, de modo a prejudicar a qualidade espermatica. Além
disso, o epididimo do rato pode ser dividido anatomicamente em 4 regides: segmento
inicial, cabega, corpo e cauda; formando um complexo segmentado (19 segmentos), onde
cada segmento expressa e coordena seus proprios genes, proteinas, enzimas, eletrélitos e
vias de sinalizagdo (ROBAIRE et al., 2006; DOMENICONI et al., 2016).
Consequentemente, as células de cada segmento possuem regulagdo diferenciada da
expressao génica e proteica, resultando em composic¢oes fluidicas distintas em cada regido
(ROBAIRE et al., 2006). Neste trabalho constatamos alteracdes no tecido epididimario
nas suas diferentes porgdes; onde os animais submetidos ao estresse cronico (GE)
apresentaram aumento nos niveis de MDA na regido de cabega+corpo ao passo que os
animais submetidos ao estresse e/ou tratados com escitalopram (Ge, GE e GEe)
apresentaram aumento nos niveis de MDA na regido da cauda. As diferentes alteragdes
encontradas em cada regido podem ser reflexo da especificidade estrutural e funcional
dos segmentos epididimarios, resultando em distintas respostas ao tratamento com
escitalopram e/ou a exposi¢do ao protocolo de estresse. Além disso, estas alteragdes
podem estar associadas as alteracdes encontradas em diversos parametros espermaticos
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 € por um
periodo 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 administracdo 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
niveis de malondialdeido, um marcador importante de peroxidagdo lipidica, tanto no
testiculo como no epididimo (dados ainda nao publicados), corroborando de certa forma
os achados, em espermatozoides, apresentados neste relatorio. Nesta pesquisa, o estresse
oxidativo observado nos 6rgdos reprodutivos, como testiculo e epididimo, em razdo da

administracdo do escitalopram, corrobora os efeitos deletérios notados nos
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espermatozoides. Contudo, a agdo direta deste antidepressivo sobre os espermatozoides,
durante o transito no epididimo, também deve ser considerada, ja& que estas células
apresentam membrana celular rica em acidos graxos poliinsaturados (PUFAs), o que as
torna suscetiveis ao dano oxidativo. De fato, o estresse oxidativo ¢ 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 alteragdes na
atividade esteroidogénica das células de Leydig (HALES et al., 2005) e na diferencia¢ao
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 alteragdes nos parametros espermaticos quantitativos. A
produgdo didria de espermatozoides € o nimero de espermatides na etapa 19 sofreram
diminui¢do causada pelo tratamento com escitalopram e/ou pela aplicagao do protocolo
de estresse. Como mencionado anteriormente, a longa exposicdo as drogas da classe ISRS
pode causar prejuizos a fertilidade masculina.

O escitalopram também ¢ usado no tratamento de ejaculagdo precoce
(HATZIMOURATIDIS et al., 2010). Os espermatozoides ficam estocados na porcao
caudal do epididimo até a sua ejaculagdo; portanto, qualquer alteragdo neste 6rgao pode
alterar o tempo de transito, o processo de maturagao € comprometer a qualidade do
gameta masculino. Em mamiferos, o epididimo desempenha multiplas fungdes tais como
reabsorcao do fluido dos tubulos seminiferos, transporte de espermatozoides, eliminagao
de gametas anormais, além da maturacdo do espermatozoide. Assim, alteragdes
epididimarias podem causar comprometimento das funcdes essenciais e inerentes ao
gameta masculino (SULLIVAN et al., 2005).

Os espermatozoides provenientes diretamente do testiculo, em diferentes espécies
de mamiferos, sdo funcionalmente imaturos em decorréncia da incapacidade destes
gametas em ‘“nadar”, de forma progressiva, e interagir de modo produtivo com o
complexo cumulus-o6cito. Na verdade, estes atributos funcionais desenvolvem-se
progressivamente durante a passagem (descida) destas células através do epididimo
(ZHOU et al., 2018). Atraso no tempo de transito pelo epididimo parece ndo alterar a
capacidade fértil dos gametas (KEMPINAS et al., 1998). Em contrapartida, quando este
tempo ¢ acelerado podem ocorrer prejuizos a fertilidade, pois o tempo disponivel para a
aquisicdo da capacidade fertilizante dos espermatozoides, em nivel epdidimario, ¢
reduzido (KLINEFELTER et al., 1994). Os resultados deste estudo mostraram que
animais tratados com escitalopram (Ge e GEe) tiveram alteracdes no tempo de transito

espermatico na regiao da cauda epididimaria. De acordo com Jimenez-Trejo et al. (2007),
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a cabeca do epididimo do rato possui um sistema serotonérgico local que inclui a
expressao de enzimas para a biossintese de serotonina (5- hidroxitriptamina, 5-HT) além
de varios subtipos de receptores para este ISRS, alguns envolvidos nas contra¢des do
musculo liso da cauda do epididimo; isto, indica que essa transmissao serotonérgica pode
contribuir para a contragao coordenada desta por¢ao do ducto epididimario, durante o
transporte de espermatozoides (MUELLER et al., 2019), evento fundamental para a
fertilidade. Deste modo, o significado e impacto das alteracdes de transito epididimario
aqui observadas, sobre a fertilidade dos animais mediante uso de escitalopram,
necessitam maior investigacao.

Neste estudo, avaliaram-se os efeitos do estresse sobre o sistema reprodutivo
masculino. Os mecanismos celulares e moleculares que envolvem a depressao induzida
por estresse ainda sdo incertos (QIU et al., 2014); entretanto, o estresse pode induzir a
liberacao de corticosteroides pelas adrenais (MCEWEN, 2007) e o aumento nos niveis de
corticosterona pode acarretar alteracdes 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 reducdo nos niveis sinapticos de serotonina (5-HT; 5-
hidroxitriptamina) nas regides cerebrais somada a baixa producao de fatores neurotroficos
derivados do cérebro na regido hipocampal podem contribuir para a depressao 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 utilizacdo de Kit especifico para
analise de fragmenta¢cdo de DNA espermatico em ratos (Halomax®). As analises em que
se utilizaram respectivamente o método Laranja de Acridina, o Ensaio COMETA e o Kit
Halomax avaliaram a fragmentacdo/integridade de DNA espermatico enquanto as
analises referentes aos métodos do Azul de Toluidina e da Cromomicina A3 avaliaram a
integridade da cromatina dos espermatozoides. Durante a espermiogénese, grande parte
das histonas presentes na cromatina dos espermatozoides sdo trocadas por protaminas,
processo intitulado “protaminacdo”, permitindo uma condensa¢do maior do material
genético e garantindo maior resisténcia mediante exposicao a fatores danosos (MILLER
etal., 2010).

Karimipour e colaboradores (2020) observaram, em camundongos oriundos de
maes tratadas com fluoxetina (outro medicamento da classe do escitalopram - ISRS), um
aumento significativo na fragmenta¢ao do DNA espermatico. Em contrapartida, a analise

dos resultados obtidos na presente pesquisa ndo apresentou diferencas significantes em
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relacdo a fragmentagao do DNA espermatico, ¢ isto pode ter acontecido, provavelmente,
em razao do periodo ocorrido entre o término do tratamento e a eutandsia dos animais,
proporcionando uma recuperacgao natural. De fato, alguns danos espermaticos causados
por essa classe de medicamentos podem ser reversiveis apds o fim da utilizagdo da
medicacao (GALAL et al., 2016). Em relagao a integridade e maturidade da cromatina
espermatica, observamos um aumento de espermatozoides CMA3 positivos, indicando
uma baixa compactacdo da cromatina nestas células, dados que foram corroborados
através da técnica de Azul de Toluidina, em que os resultados revelaram uma redugdo na
compactagdo da cromatina em espermatozoides nos animais tratados com escitalopram
e/ou submetidos ao protocolo de estresse cronico, em relacdo aos animais do grupo
controle. O CMA3 e o corante Azul de Toluidina sdo marcadores eficazes na detec¢ao
indireta e direta, respectivamente, de espermatozoides com deficiéncia de protamina, os
quais apresentam alteracdes na compactacao fisiolégica do DNA espermatico, onde os
marcadores se ligam em residuos de fosfato do DNA espermatico devido a frouxa
compactagdo da cromatina (BIANCHI et al.,1993; SAKKAS et al., 1995, SHAMSI,
IMAM, DADA, 2011). Novamente, o aumento da peroxidacao lipidica, em
espermatozoides e epididimos de animais tratados com escitalopram e/ou submetidos ao
estresse cronico moderado imprevisivel, corrobora o papel do estresse oxidativo na piora
da qualidade espermatica. De fato, observou-se, aqui, ndo somente a ocorréncia de
alteragdes de parametros espermaticos, comumente investigados em analises de rotina,
tais como vitalidade, motilidade, e morfologia, como também em parametros mais
especificos, quais sejam: integridade do acrossoma e estrutura da cromatina
(protaminagao).

Alguns trabalhos sugerem que niveis adequados de FSH e testosterona sdo
essenciais durante os estagios de condensacdo espermatica. Desta forma, acredita-se que
exista um mecanismo molecular de regulacdo endoécrina durante a transi¢ao histona-
protamina, a qual mantém a integridade da cromatina durante a sua condensacao, ocorrida
durante a espermiogénese (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 dispersao da cromatina, ndo sdo sensiveis para
a deteccdo de mudancas na compactacao da cromatina (falhas na protaminacio) que
sejam causadas por desequilibrios hormonais (FSH e testosterona). Em resumo,
alteragdes na condensagdo da cromatina de espermatozoides epididimarios, causadas por
mudangas nos niveis de testosterona ou FSH, podem estar associadas com desequilibrio

endocrino e queda de fertilidade (ALEEM et al., 2008). Além disso, exposicdes
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ambientais, como o estresse cronico, podem interferir na diferenciagdo de células da
linhagem germinativa, por meio do estabelecimento de marcas epigenéticas, as quais
podem transmitir informagdes durante a fertilizagdo, afetando o desenvolvimento e a
saude da prole (RODGERS, et al., 2015; MARCHO et al., 2020). Deste modo, ainda que
os testes de fragmentacdo do DNA espermatico aqui utilizados nao tenham mostrado
diferengas significantes entre os grupos, ndo podemos excluir a ocorréncia de danos
através de mecanismos e “marcas” epigenéticas que podem impactar negativamente o
desenvolvimento das progénies. Corroborando esta ideia, ¢ importante enfatizar que
alteracdes significantes nos niveis de testosterona foram observadas nos grupos
submetidos ao estresse e submetidos ao estresse com escitalopram (GE e GEe), como
também alteragdes da condensacdo 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, neuropeptidios e de interagdes neuroenddcrinas. Este comportamento
pode ser alterado mediante a exposi¢cdo a agentes ambientais, incluindo medicamentos,
especialmente na fase de puberdade, em que ocorrem eventos hormonais complexos,
aumentando a suscetibilidade de alteragdes comportamentais na vida adulta (GRAY et
al., 1998; VIEIRA et al., 2017).

Em roedores, o comportamento sexual masculino ¢ caracterizado por em uma
série de padroes motores estereotipados, executados em uma sequéncia ordenada,
caracterizada inicialmente pela aproximacdo ou investigacdo do rosto e da regido
anogenital da fémea, seguida pela realizagdo de montas sem ou com intromissoes,
ejaculagdo e de intervalo pds-ejaculatorio. Em ratos, no inicio do comportamento sexual,
a fémea receptiva normalmente permanece imobilizada enquanto o macho se aproxima
da regido traseira de seu corpo, abraca seus flancos com suas patas dianteiras, € inicia
uma série de movimentos superficiais da pélvis (thrusting), caracterizando a monta. O
pénis estd parcialmente ereto durante esses movimentos. A fémea, por sua vez, assume
postura de lordose, com encurvamento caracteristico do dorso e a cauda desviada para
um lado, expondo a vagina. Em alguns casos, mesmo a fémea estando receptiva, esta
pode rejeitar o macho, principalmente se as suas abordagens ndo forem adequadas. A
intromissdo define o comportamento copulatorio. A ocorréncia da intromissao peniana ¢
inferida pela presenca de monta, com consequente lordose da fémea, movimentos de
penetragdo vaginal, seguidos da desmonta rapida e limpeza da drea genital do macho. Esta

sequéncia de movimentos requer ere¢ao peniana e, também, atividade coordenada dos
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musculos estriados do pénis, estando associada com a ativagao dos reflexos ejaculatorios;
portanto, a taxa de intromissdo pode fornecer indicios sobre a fungdo erétil (AGMO,
1997; HULL & RODRIGUEZ-MANZO, 2017).

A ejaculacgdo ¢ evidenciada pela ocorréncia de monta com intromissao, seguida
pelo levantar-se do tronco do macho por alguns segundos e, em sequéncia, da desmonta
lenta e limpeza genital. A maioria dos mamiferos machos somente ejacula apos a
estimulacdo de vérias intromissdes. Apos a ejaculagdo, os ratos machos entram em
periodo refratario, ou seja, auséncia de interesse sexual que pode variar de 5 a 10 minutos.
Os primeiros 50% a 75% deste intervalo sdo considerados como periodo refratario
absoluto, quando o macho nio ira copular de novo, mesmo se estimulado (AGMO, 1997;
HULL & DOMINGUEZ, 2007; HULL & RODRIGUEZ-MANZO, 2017).

Neste estudo, o comportamento sexual dos ratos machos foi avaliado sob dois
aspectos distintos: a motivacao sexual (libido) e a desempenho ou poténcia copulatoria
(execugdo dos atos copulatorio). A motivagao sexual ¢ influenciada por fatores sensoriais
e motores ¢ ¢ avaliada pela laténcia para a 1* monta e a laténcia para a 1* intromissao.
Entretanto, a laténcia de intromissao pode também ser influenciada pela atividade motora
e a fungao erétil, que podem ser prejudicadas por manipulagdes experimentais, sem afetar
a motivagdo sexual. Portanto, a laténcia de monta ¢ o melhor parametro para avaliar a
motivacao sexual (AGMO, 1997; CHEN et al., 2017; HULL & RODRIGUEZ-MANZO,
2017). Desta forma, aumento na laténcia para 1* monta observada nos ratos dos grupos
GE e GEe sugere alteragdo nos mecanismos relacionados a motivagao sexual, mas sem
efeito sobre a ere¢do peniana.

Além do nimero e da laténcia de montas estarem associadas a motivagao sexual,
deve-se considerar que resposta aos estimulos sensoriais do rato também afetam este
parametro. Desta forma, aumento na sensibilidade tatil ou na sensibilidade olfatoria pode
afetar a capacidade do rato macho de localizar a fémea. Portanto, deve-se ter cautela na
analise do aumento do nimero e da laténcia das montas (AGMO, 1997).

Embora as intromissdes sejam essenciais para a estimulagdo peniana e o
comportamento copulatorio de ratos machos, que culmina com a ejaculagao, a realizacdo
de montas também desempenha papel importante para o padrao de comportamento sexual
do rato macho. O comportamento de monta determina o padrdo temporal da copula por
contribuir para o estado de excitacao e estimular a ejaculacao (BITRAN & HULL, 1987,
AGMO, 1997; HUIJGENS et al., 2021). Portanto, o comportamento de monta esta

relacionado tanto a motivagdo sexual quanto a performance copulatoria.
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A performance copulatoria ¢ avaliada pelo nimero de montas e de intromissoes,
laténcia para a 1* ejaculacdo, intervalo pos-ejaculatorio, numero de ejaculagdes em um
determinado intervalo de tempo (neste estudo foi de 30 minutos), eficiéncia copulatéria
e indice copulatério (HULL & RODRIGUEZ-MANZO, 2017).

Embora a maioria dos parametros do comportamento sexual ndo tenham
apresentado diferenca significante entre os grupos experimentais, deve-se considerar a
proporcao de ratos que ndo apresentaram monta nos 10 minutos iniciais do teste, a partir
da introdu¢do da fémea receptiva, e a propor¢ao de ratos que alcangaram a
ejaculagdo. 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 laténcia da primeira monta, e destes, somente 63,6%
ejacularam. Ainda, o grupo GEe apresentou aumento significante no nimero de montas.

A serotonina € o neurotransmissor mais amplamente distribuido no cérebro e suas
vias de sinalizagdo sdo essenciais para varias fungdes, incluindo o comportamento sexual.
Vias serotonérgicas em areas cerebrais criticas para a orquestragao de comportamentos
sexuais incluem nucleos hipotalamicos, principalmente a area pré-Optica medial
(MPOA), a area septal, a amigdala e a estria terminalis, no sistema limbico, e as areas
olfatorias (HULL & DOMINGUEZ, 2007; OLIVIER, 2014).

O sistema serotonérgico estd envolvido na coordenacdo dos processos motores,
autondmicos e sensoriais, de forma que a serotonina atua como moduladora do
comportamento sexual e ndo como um mediador central, de forma que o aumento de
serotonina extracelular acarretada por inibidores seletivos de recaptagdo de serotonina
pode alterar a comportamento sexual em humanos e ratos. Entretanto, devido a grande
variedade de receptores serotonérgicos (familias de receptores de 5-HT 1 a 7), os efeitos
deste neurotransmissor se modificam de acordo com o receptor ativado e via de
sinalizagdo desencadeada, podendo ser excitatoria ou inibitoria (SNOERENM et al.,
2014).

Conforme ja abordado anteriormente, o escitalopram ¢ um inibidor seletivo da
recaptacdo da serotonina, que se liga a proteina transportadora da serotonina (SERT) e
inibe a recaptacdo da serotonina pelo neurdnio pré-sindptico. Essa atividade aumenta a
quantidade de serotonina na fenda sinaptica, potencializando a neurotransmissao
serotonérgica no sistema nervoso central. Desta forma, a serotonina interage tanto com
0s receptores pods-sinapticos, quanto com autoreceptores pré-sinapticos. A estimulagdo

dos autoreceptores 5-HT1A pré-sinapticos ocasiona, inicialmente, modulagdo na
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liberacdo de serotonina, seguido por dessensibilizacdo destes receptores, alteracdo no
mecanismo de automodulagdo e, consequentemente, aumento da libertagdo de serotonina
para a fenda sindptica. Embora a serotonina seja geralmente inibidora sobre o
comportamento copulatoério, a ativagdo de receptores S-HT1A diminui a laténcia ¢ o
numero de intromissdes e estimula o reflexo ejaculatorio; no entanto, com a
dessensibilizacdo dos autoreceptores 5-HT1A, pode ocorrer retardo no reflexo
ejaculatorio. A paroxetina e a fluoxetina parecem mais potentes na dessensibiliza¢ao
dos receptores 5-HT 1A e inibicdo dos reflexos ejaculatorios quando comparadas ao
citalopram e a fluvoxamina. Por outro lado, a ativagao de receptores 5-HT1B, 5-HT2C e
de outros receptores 5-HT2 determina um efeito inibitoério sobre o comportamento
copulador masculino e aumento do limiar ejaculatério, mas promovem a ere¢ao peniana
(AHLENIUS et al., 1989; FERNANDEZ-GUASTI et al., 1992; AHLENIUS &
LARSSON, 1999; RODRIGUEZ-MANZO et al., 2002; SNOERENM et al., 2014;
ANGOA-PEREZ & KUHN, 2015). Além da diminuigo da atividade serotonérgica via
receptores 5-HT 1A, o aumento na transmissdo dopaminérgica e noradrenérgica ocorrem
no modelo de depressdo em roedores induzida por estresse cronico imprevisivel
(MAHAR et al., 2014; LU et al., 2019; DU et al., 2020) e podem influenciar no
comportamento sexual em direcdes opostas e mascarando possiveis efeitos sobre a
motivacao e a eficiéncia copulatoéria.

Desta forma, no presente estudo, os pardmetros de comportamento sexual
avaliados ndo apresentaram diferencas significativas entre os grupos experimentais, em
parte, provavelmente, devido a ativag¢do dos diferentes tipos de receptores serotonérgicos
e os complexos mecanismos serotonérgicos envolvidos no controle das fases do
comportamento sexual masculino.

O comportamento sexual masculino ¢ altamente dependente da testosterona e de
seus produtos metabolitos, o estrogeno e a di-hidrotestosterona. No entanto, os niveis de
testosterona necessarios para a ocorréncia normal da espermatogénese sao muito maiores
que aquela exigida para estimular o comportamento sexual e, portanto, reducdes na
concentragdo 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 estimulo dos mecanismos ejaculatorios, alcangcando a ejaculagcao mais
rapidamente quando comparados a animais experientes. Entretanto, ndo ocorreu nenhum
efeito sobre a motivacao sexual e o desempenho copulatério de ratos apds o tratamento

com ISRSs. Os autores entdo sugeriram que este fator poderia mascarar os efeitos
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inibitorios potenciais esperados dos bloqueadores de recaptacao de S-HT no rato e pode
justificar, também, a auséncia de significancia estatistica dos pardmetros de
comportamento sexual observados no presente estudo, ja que também foram utilizados
ratos machos ndo experientes.

No que se refere a capacidade reprodutiva, foram observadas algumas alteracdes
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 cronico, revelaram a existéncia de marcadores
epigenéticos em células da linhagem germinativa, relacionados ao aumento na expressao
de um tipo de RNA, o sncRNA (“small noncoding RNA”), como também a mudangas
na metilagdo do DNA (CARONE et al., 2010; DIETZ et al, 2011; RODGERS et al.,
2013; LAMBROT et al., 2013; DIAS & KESSLER, 2014). Espermatozoides passam por
varias etapas de diferenciacdo, desenvolvimento e maturacao; o periodo de exposi¢ao ao
estresse pode afetar mecanismos distintos ao longo da espermatogénese (RODGERS &
BALE, 2015). No protocolo utilizado neste projeto, a exposi¢do ao estresse teve inicio da
peripuberdade e se desenvolveu por 56 dias consecutivos, garantindo um periodo superior
a 53 dias - tempo de espermatogénese em ratos da linhagem Wistar (HUCKINS, 1965).
Liu e colaboradores (2012) relataram a existéncia de miRNAs nos espermatozoides, os
quais sdo essenciais para a embriogénese normal, quando a inibicdo dos mesmos pode
culminar em falha do desenvolvimento. Em um outro trabalho realizado por Chan e
colaboradores (2017), a exposi¢ao de camundongos machos ao estresse cronico gerou,
nos espermatozoides, um aumento destes miRNAs, comprovando o efeito negativo do
estresse cronico sobre os gametas masculinos. Por fim, em outro estudo sobre a heranca
paterna observou-se que alteragdes espermaticas, tais como problemas na maturacdo e na
motilidade, decorrentes da exposi¢do ao estresse, podendo afetar a fertilizagdo 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 diminui¢ao na taxa de implantagao, alteracdo no peso dos
fetos e das placentas, além de aumento significativo de perdas pré-implantacionais. A
analise dos dados de animais tratados com o escitalopram, por sua vez, ndo mostrou
interferéncia significante deste antidepressivo sobre a fertilidade, nas condigdes do
presente experimento. Todavia, sabe-se que a producdo de espermatozoides em roedores
excede muito a quantidade necessaria para que ocorra fertilizagdo, tornando-se necessario

um dano mais acentuado na espermatogénese para que ocorra um impacto significativo
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sobre a progénie (ZENICK & CLEGG, 1989; BELTRAME et al., 2019). Além disso, a
queda na qualidade seminal ndo esta, necessariamente, relacionada a queda na fertilidade
(DROBNIS & NANGIA, 2017).

Neste estudo, foi também constatado que a exposicdo cronica de ratos ao
escitalopram, desde a fase de jovem adulto até a fase adulta, de maturidade sexual plena,
causou aumento de estresse oxidativo espermatico, bem como diminui¢do da
protaminacdo e da integridade na estrutura da cromatina espermatica, em relagdo ao grupo
controle. Importante ressaltar que alteracdes na integridade, estrutura e na compactacao
da cromatina podem ocorrer independentemente da presenca de alteragdes de outros
parametros seminais qualitativos e quantitativos (SALEH et al., 2002; TANRIKUT et al.,
2010; BEEDER & SAMPLASKI, 2020).

De acordo com Zou e colaboradores (2019) duas explicacdes sdo sugeridas com
respeito aos mecanismos moleculares envolvidos nos prejuizos sobre a espermatogénese,
causados pelo estresse, quais sejam: (I) inducdo da parada do ciclo celular nas
espermatogonias durante a fase GO/G1; (II) dano e apoptose em espermatides que, no
caso de exposi¢do ao estresse, parecem ser as células mais susceptiveis. De fato, foram
observadas alteragdes na producao diaria de espermatozoides, na concentragdo € no
transito epididimario; além de alteragdes nos parametros espermaticos qualitativos nos
animais submetidos ao protocolo de estresse (GE e GEe), o que poderia ser explicado por
estes dois topicos mencionados acima.

Existe ampla literatura relacionada a diferentes eventos ocorridos durante a
gestacdo, com uma diversidade de fatores, incluindo exposicdo a tratamentos
medicamentosos e exposicdes ambientais. De fato, a associagcdo entre saude materna e
desenvolvimento da prole tem sido bastante estudada e ¢ relativamente bem definida. No
entanto, a importancia da qualidade seminal e da integridade da cromatina e do DNA
espermatico no desenvolvimento pos-concepcdo da prole foi por muito tempo
negligenciada. Contudo, a satide paterna e o desenvolvimento pds-fertilizagao podem ser
influenciados por mecanismos ligados a alteragdes do epigenoma do espermatozoide
(metilagdo do DNA, modificagdes de histonas e perfis de RNA). Neste aspecto,
investigamos a associacdo das alteracdes espermaticas e de possivel ocorréncia de
malformagdes congénitas na prole de ratos adultos mediante o tratamento cronico com o
escitalopram a partir da fase de jovem adulto e a exposicao ao estresse cronico moderado
a partir da peripuberdade.

As avaliac¢des dos fetos resultantes do acasalamento dos animais tratados com as

fémeas saudaveis mostraram a ocorréncia de malformacdes externas como atraso no
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desenvolvimento, gastrosquise (nao fechamento da parede abdominal e exteriorizacao das
alcas intestinais), falha no fechamento do palato (fenda palatina) e hidropisia fetal
(acumulo de liquidos em diversas partes do corpo). O aumento significante de
malformagdes externas nos fetos oriundos de pais expostos ao estresse cronico, pode ser
indicativo de efeito teratogénico de origem paterna. Além disso, em vista das alteragoes
importantes, como hidropisia fetal e gastrosquise, observadas nos fetos oriundos de pais
submetidos ao estresse ou tratados com escitalopram devemos atentar para possiveis
efeitos teratogénicos, em ambos os casos, considerando que estas alteracdes nao foram
encontradas em fetos oriundos de pais controles. No que se refere a avaliagao visceral,
houve apenas a ocorréncia isolada de hipertrofia atrial, nos fetos oriundos de pais
estressados e/ou tratados com escitalopram. Em rela¢do a avaliagdo esquelética, maior
frequéncia de alteragcdes ocorreu nos fetos oriundos de pais submetidos ao estresse e/ou
tratados com escitalopram. Com base nestes dados, podemos relacionar a exposicao ao
estresse cronico € o tratamento com escitalopram com maior incidéncia de anomalias
fetais. Em resumo, a exposi¢do ao estresse cronico causou um maior impacto no
desenvolvimento fetal tanto na analise externa quanto na esquelética. Por outro lado.,
tanto o estresse como o tratamento com escitalopram ndo impactaram negativamente
sobre o desenvolvimento visceral dos fetos. No entanto, os grupos tratados com
escitalopram apresentaram alteracdes esqueléticas em grande incidéncia quando
comparado aos animais controles.

Com o crescente aumento dos casos de depressio em todo mundo, um
consequente aumento de prescricdo de medicamentos para tratamento de distirbios
psiquiatricos vem ocorrendo, tanto em homens como em mulheres em fase reprodutiva.
Os efeitos do uso de antidepressivos durante a gestacdo, tanto em curto como em longo
prazo, tém sido amplamente investigados. Contudo, como ja mencionado, ha escassez de
dados no que concerne a utilizagdo paterna destas substancias e seu impacto sobre o
desenvolvimento da progénie, com base, sobretudo, nas conhecidas alteragdes observadas
nos espermatozoides, frente a uma diversidade de agentes danosos, em grande parte
medicamentosos (VIKTORIN etz al., 2018). No entanto, a associagdo entre a qualidade do
genoma e epigenoma do espermatozoide com o sucesso da fertilizagdo e gestagdo, bem
como no bom desenvolvimento e saude das progénies ja ¢ reconhecida. Em resumo, a
integridade do genoma paterno desempenha papel importante no estabelecimento da
gestacdo, como também na sua manuten¢do e viabilidade (SAKKAS & ALVAREZ,
2010). Assim, podemos sugerir que uma frequéncia maior das alteragdes fetais

encontradas nos grupos tratados com escitalopram poderia estar relacionada, ainda que



99

parcialmene, com alteragdes da compactagdo da cromatina e redugdo na protaminagao.
Desta forma, ¢ de suma importancia um entendimento abrangente sobre o nivel de
impacto que a saude reprodutiva masculina apresenta, ndo somente no que concerne a

fertilidade, como também para as maes ¢ as proles, (MORGAN et al., 2020).

Os efeitos do estresse sobre a reproducdo masculina estdo envolvidos com a
relagdo do sistema simpatico-adrenal e o eixo hipotadlamo-pituitaria-adrenal (HPA)
(FLAK et al., 2014). O estresse de duracao cronica pode trazer efeitos negativos sobre o
sistema reprodutivo em animais (SAKR et al, 2015). O estresse cronico aumenta os
niveis de glicocorticoides o que acaba ativando o eixo HPA, suprindo a fungao do eixo
hipotalamo-pituitaria-gonadal (HPG) (ZOU et al., 2019). Segundo Gilbeau e Smith
(1985), no estresse cronico, ocorre uma supressao na liberacao do hormonio liberador de
gonadotrofinas (GnRH) causando uma diminui¢do na secre¢cdo do hormoénio foliculo
estimulante (FSH). Além disso, o estresse cronico aumenta os niveis séricos de
corticosterona o que pode acabar inibindo a sintese de testosterona, conforme ja discutido
anteriormente (GAO et al., 2003). Estes eventos acabam levando a uma disfuncdo no
receptor acoplado a proteina G (GPR54) resultando em danos na barreira hematotesticular
(HAUTANEN, 2000; WANG, 2011; CHEN et al., 2012). A exposi¢do parental a
experiéncias estressantes pode resultar em reprogramagdes epigenéticas levando a
mudangas de padrdes na expressdo génica e nas fungdes celulares, a longo prazo. Mais
especificamente, o estresse pode causar alteragdes epigenéticas nos gametas
(espermatozoides e odcitos) resultando na transmissao destas “marcas” epigenéticas no
zigoto (RODGERS & BALE, 2015). Além disso, o estresse pode causar alteracdes
epigenéticas diretamente sobre o desenvolvimento fetal, através de alteragdes nos tecidos
extraembriondrios como, por exemplo, a placenta, a qual tem papel chave no
desenvolvimento embrionario-fetal, de modo que estas alteragdes podem permanecer nas
progénies, até a fase adulta (CHAN et al., 2017).

A Sirtuina-1 (SIRT1) ¢ uma desacetilase NAD (+) dependente que pertence a
classe III de histonas desacetilases. Ela ¢ altamente preservada entre as espécies e atua
epigeneticamente na regulacao da expressao génica (BOSCH-PRESEGUE et al., 2015;
LEI et al., 2019). Além disso, SIRT1 regula a acetilacdo de fatores de transcri¢ao
especificos, enzimas e proteinas, modulando suas fun¢des (VAQUERO et al., 2007;
PENG et al., 2011; HALLOWS et al., 2012). Alguns estudos em modelos animais
revelam a importancia da SIRT1 na regulacdo das emocgdes (LIBERT et al., 2011;
FERLAND et al., 2013; LO IACONO et al., 2015; ABE-HIGUCHI et al., 2016; KIM et
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al., 2016). No entanto, a agao exata da SIRTI sobre os neurdnios, em quadros de
depressdo, ainda ndo estd clara. Sabe-se que a SIRT1 estd amplamente distribuida no
cérebro, em altos niveis, nas regides do hipocampo e cortex (QIN et al., 2006; MICHAN
et al.,2007; RAMADORI et al., 2008; MICHAN et al., 2010; ZAKHARY et al., 2010),
pois sdo regides ricas em neurdnios glutamatérgicos (TANG et al., 2017). Existem
evidéncias de que alteragdes no sistema glutamatérgico constituem a principal
caracteristica patologica em transtornos de humor, servindo, portanto, como alvo
farmacologico. Neste caso, a relacdo entre SIRT1 e depressao, através de alteragdes no
sistema glutamatérgico € sugerida por alguns autores (KISHI et al., 2010, KOVANEN et
al., 2015; LU et al., 2018). A SIRT1 esta diretamente envolvida no desenvolvimento de
comportamentos depressivos causados por protocolo de estresse cronico, em modelos
animais (LU et al., 2018; LEl et al., 2019). Quando a SIRT1 ¢ ativada, o desenvolvimento
de comportamentos depressivos e anormalidades nas estruturas dendriticas, os quais sao
induzidos pelo estresse cronico, podem ser bloqueados (ABE-HIGUCHI et al., 2016). Na
presente pesquisa, a reducdo nos niveis de SIRT1 nos ratos submetidos ao estresse
cronico, ainda que no tecido testicular e, também, as alteragdes de comportamento
apresentadas por estes mesmos animais durante os testes de nado forgado e consumo de
sacarose, corroboram o envolvimento da SIRT1 em quadros de depressao, e vém reforgar
a eficéacia do protocolo de estresse cronico no modelo de estudo aqui utilizado.

O papel das sirtuinas na regulagao da fertilidade, tanto masculina quanto feminina,
foi relatado apos um estudo onde analisaram fenotipos reprodutivos alterados de
camundongos SIRTI1-/- (MC BURNEY et al., 2003). Além disso, alguns trabalhos
mostraram que a redu¢do na imunoexpressao da SIRT1 compromete o desenvolvimento
fetal, aumenta as taxas de morte pos-natal e causa redugdo no peso fetal (MCBURNEY
et al.,2003; LI et al., 2007; COUSSENS et al., 2008), correspondendo com os dados da
capacidade reprodutiva e de malformagdes fetais dos animais submetidos ao estresse
crOnico aqui apresentados.

Além das alteragdes histopatoldgicas observadas nos testiculos dos animais
submetidos ao estresse e/ou tratados com escitalopram, observou-se, também, uma
redugdo significativa da imunoexpressdo testicular de SIRT1 nestes grupos em
comparacao aos animais controles. Os resultados obtidos estdo de acordo com dados da
literatura, em pesquisas utilizando modelos de depressdo em animais, nas quais também
se observou redugdo nos niveis de SIRT1, porém em regides cerebrais (ABE-HIGUCHI
etal.,2016; LU et al., 2018 LEI et al., 2019). Também, ha poucos estudos a respeito do

bindmio “tratamento com antidepressivos X expressao de SIRT1”, principalmente sobre
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orgdos reprodutivos masculinos. Por outro lado, Wong et al (2015), investigando, no
cérebro de camundongos, a area pré-Optica, ndo observaram relacdo significante entre
terapia com citalopram e expressao do gene para SIRT1. Contudo, notaram, nesta mesma
regido, um aumento da regulacao 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 imunoexpressio de SIRT1 em
testiculos, talvez devido a mecanismo de agdo e poténcia diferenciados, quando
comparados a aqueles observados na terapia com citalopram. De fato, o escitalopram ¢
um S (+) -enantidmero do citalopram, porém mais seletivo que este ultimo e com agao
mais potente em doses mais baixas (HAYES et al., 2010).

Por fim, estudos mais detalhados sdo necessarios para elucidar o papel das

sirtuinas na biologia reprodutiva masculina.
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6 CONCLUSOES E COMENTARIO FINAL
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A presente pesquisa, de cunho translacional, mostrou que a terapia com
escitalopram, um inibidor seletivo da recaptagdo de serotonina, pode causar danos no
sistema reprodutivo masculino dos animais, quais sejam: i) alteracdes de parametros
espermaticos, tanto qualitativos como qualitativos, quantitativos; 1i) alteragdes
histopatologicas testiculares; iii) reducdo da imunoexpressao de SIRT1 no epitélio
seminifero; iv) aumento da incidéncia de malformacdes fetais esqueléticas.

Por sua vez, o estresse cronico moderado, aliado ou n3o a terapia com o
escitalopram, causou alteracdes reprodutivas similares, que acarretaram prejuizos a
fertilidade masculina, aumento da incidéncia de malformagdes fetais esqueléticas e
externas (estresse cronico isolado), além de declinio no comportamento sexual € nos
niveis plasmaticos de testosterona.

Desta forma, considerando a alta incidéncia de disturbios psiquiétricos e o largo
uso do escitalopram, como medicacao antidepressiva bastante utilizada, atualmente, em
criangas, adolescentes ¢ em jovens adultos, maior atencdo deve ser dada a satde
reprodutiva desta populagdo, considerando-se a importancia da qualidade do genoma

paterno para a fertilidade e o desenvolvimento adequado da progénie.
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ANEXO 1 — Aprovaciio do Comité de Etica em Pesquisa da EPM/UNIFESP

I ECP e i
fl‘%':% Comissio de Etica no
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Certificamos que a Peniosta inbitulada "Eledtos do Estresse Crlmdco Moderado, idurido & partir da periputsrdsde, @ do tratamanto
com Escitalopram sobre os Fardimetos Reprodutives de Ratos Adukns®, profocolaas solb o CEUA n® BTE30I0T1E o ooy, Soby 3
mesporaabiidade de Leomards Wensing Fischer @ equipe; Sandry Mavia Miragiia: Samara Wban de O0va - que envolve a
prodecks, manutencdo ¢lou utllizacks de andmak pertencentes ao fio Chordats, sebfiks Vertebraks (eacebo o homeand, para fins de
peesguisa chendifica ou ensin - estd de acordo oom os precetos da Led 10794 de S de outubro de 300, com o Decrebs 65899 de 15
o juilhee i 3009, bain OO OO 35 Roias edibad as poks Corselho Macional de Controle da Expenmantacio Animal (CORCES), @
fol aprevada paly Comissds e Etica no Uso de Animals da Universidade Federal de 530 Pauke [CEUASINIFESP) na reamido di
20032018

‘W cortify that the propeeal "Effects of moderbe ohromic Sness, induded from perigaberty. and the treabment with EscCtalopram on
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STEI010TE jo ek, UWndeT th resporabiity of Leonards Wensing Fischer and feaw Sandra Mana Miragha: Samany Udan o
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meting of 03202018
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ANEXO 2 - Aprovacio do Comité de Etica em Pesquisa da EPM/UNIFESP
(Prorrogacao do prazo em decorréncia do upgrade de mestrado para doutorado
direto)

UNIFESP

At Comissdo de Etica no

Uso de Animais

Sd0 Paula, 23 de outubro de 2019
CEUA N 6763010218

limala). Sra).
Responsavel: Leanardo Wensing Fischer
Area: Biologia Do Desenvaolvimentoimorfologia

Titulo da proposta: "Efeitos do Estresse Cronico Moderado, induzido a partir da peripuberdade, e do tratamento com Escitalopram
sobre os Pardmetros Reprodutivos de Ratos Adultos”.

Parecer Consubstanciade da Comissdo de Etica no Uso de Animais UNIFESP o oos3s)

A Comissdn de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de Sao Paulo, no cumprimeénts das suas atribuicoes, analisou &
APROVOU a Emenda (versao de 15/outubro/2019) da proposta acima referenciada.

Resumo apreésentado pelo pesquisador: "Eu, Leagnarde Wensing Fischer, alung do programa de pos graduacas em Biologia
Estrutural @ Funcignal da Universidade Federal de Sao Paulo [UNIFESP) fiz upgrade do mestrado para o doutorado direto, portanto o

meu prazo de término do projeto foi alterado. Sendo assim, necessito prorrogar o meu cronsgrama na CEUA. .

Comentaro da CELUA: "Emenda Aprovada. Upgrade do mestrado para o doutorado direto. Nova previsao de térming: 11/2021.".

E}MW% - j[/f’ PO IV

A
Profa. Dra. Daniela Santoro Rosa Profa. Dra. Katia De Angelis Lobo d'Avila
Coordenadora da Comissio de Etica no Uso de Animais Vice-Coordenadora da Comissio de Etica no Uso de Animais
Universidade Federal de 5ao0 Paulo Universidade Federal de 5ao Pauko
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ANEXO 3 — Aprovacio na proficiéncia em inglés (Cultura Inglesa) — Exame
realizado 21/08/2019

")@é‘, cultura
S@ inglesa
Declaragio

ShoPaulo, 28 de aposto de 2015

Declaramos wpara ©os. devidos fins gue LEONARDD. WEMSING FISCHER
partadar{a] do CPFL089.263.699-85. «dbteve o nimeroc de 36 acertosue foi
APROVADO(a) por meio da médis de 2% gue aobteve noteste de canhedmento
o inglds, clabarade pela Cultura Inglosa do SdoPaule ¢ aplicade pela filial Cultura

Inglesa™ila Marlata para a Universidade Federal de 30 Paulo.

O ezame ol realizadodsm 21082019,

O teste avalia a capacidade de entender e interpretar textas em inglés, sendo
pre-requisite para aqueles gue desejam frequentar o curso de pos-groduacdo
oferecido pela universidade. Seu resultado limita-se a este objetivo, ndc sendo

wilido para qualguer autra aplicagia.

. .
/fé’fé{/ﬁf
- ]

Sede Cultura Inglesa

A Farraira da Aradja, 741
Pinhelros — S5o Paulo/SP
CEP O5428-D02
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ANEXO 4 — Manuscrito publicado dentro da area de atuacio do orientador em
revista indexada (o aluno como 1° autor e o orientador como ultimo)
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Effects of escitalopram treatment and chronic mild stress
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Abstract

Background: The prevalence of depression in adolescents has significantly increased
wrldwide Escitalopram is a selective seratonin reuptake inhibitor approved for treat-
ment of psychiatric disorders in children and sdolescents by the Food and Orugs
Administration

Adms: This study aimed bo evaluate the sperm parameters of adult rals exposed
to chronic mild stress (CMS), from peripuberty to adulthood. treated or not with
escitalopram,

Materiaks and rethods: Sidy-bwo male rats were distributed inte four groups: 5 - sub-
mitted to CMS; E - Escitalopram (10 mg / kg via gavage); ES - CMS5 + ES: SC - Sham
control. The induced depression profocsl corsisted of the exposure of the animals to
nine different stressors jone stressor/day), randomly for 8 weeks, from peripuberty
(41 days postparturm, dpp) to sdulthood (97 dpp). The escitalopram treatment period
started at 70 dpp and Lasted 4 wesks. The euthanssia was performed for biological
maaterial collection at 114 dpp. Marphametric, bometric, sperm parameters, axidative
giress analyses, and corticasterone dosage were carried oul.

Results: There was a reduction ol the sperm daily production and sperm concentration
in the epididymis of rats treated and for submitted to OM5. These groups (E. 5, ES) also
showeed reduction of the mitochondrial activity: acresome inbegrity; sperm chromatin
compaction: sperm matility and vitality, besides an incresxted frequency of o phobog-
ically abnormal sperm. The sperm transit time through the epididymis was significantly
higher in the escitalopram-treated rats (E, ES)L Mo differences were absaerved regard-
ing the sperm DMA Tragmentation The lipid peroxidation was significantly increased st
the epididymal (E. 5, and ES group) and testicular levels |S group).

Conclusion: The CMS with or without escitalopram treastment altered the oxidative
status in sperm and male organs, worsening the gualitative and guantitative sperm
parameters, which can probably compromise the make fertility.

£ 00T Amer e Seiety of Ardnolagy and Europian Academy of Androkgy.
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1 | INTRODUCTION

Mental dis=ases wsually have multifactorial etiologies and are
expreszed i a multifactorial way e major depressive disceder
MDD, the diinical depression.” MDD has a sericus mood discrder and
a predominance of thereabout 10%-15% in the global papulation.®
Depression affects aroursd 280 million pecple warldwids 2

Depression accoempanied by arodety is often observed n the repro-
ductive period as shown in epidemiclogical research.” This mental
dizease is wsually associated with suicide episodes, and so, it s the
fourth ause of death in people around 15-29 years® Depression
epizodes are strongly related to prolonged stressful situations in life*

Furthermore, paychiatric disorders ke depression became more
evidert after the pandesmic of COVID-1% inoreasing the concern
regarding the prescription of antidepressant drsgs at this time, espe-
dally to young adulthood.” In addition, antidepressants and antipsy-
chatics are widely recommended for the treatment of pewchiatric
ilnesses like depression, autistic spectrum, and newrodevelcpmert-
tal delae” So, selective serofonin reuptake mhibitors [S5Ris) have
gamned sitersive dinical importance and are the most common dnugs
prescribed for the treatmesnt of mental illuﬂu.i'n:lu:lingdems;im."

Hicrapeewer, some S5R1s can cause seoual adwverse effects inmen, such
@5 anorgasmia; penis erectile alterations; low libido:® decrease in the
sperm quiality,” sperm production and ejaculation. ™ Escitalopram
is a 55RIs and an actfee S-enantiomer of citalopram. Thus, escitalo-
pram has faster acting compared to other antidepressants, induding
ditalopram.’® |n 2007, the Food and Drugs Administration (FDM]
approwed the use of escitalopram for treatment of major depressive
and ohsessive-compulsive disorders, generalized arodety and =nurssis
inadolescents.”

Theeffects of antidepressant drugs onmalke reproduction are poorly
urcizrstood and investigated. Indeed, studies imalving depreszsd men
hawe nat provided encugh information regarding the sperm alterations
inthese patients.” '™ |n addition, there are also few studies regarding
eqperimentally induced depression by chronic mild stress [CM5], using
rat 2 a model " On the ather hand, there is an increased concern
about the feasible negative impact of Ck5 as well as the possible side
effects of long-term escitalopram therapy on the male reproduction,
with emphasis ocn sperm production and guality, when the treatment
begires from childhood or adalescence.

The rat is a recognized experimental model both in reurcscierce
and male reproductive toxicology. ' Thus, we propased here a trans-
lational study using this experimental model. aiming to investigate,
in early adulthood, the effects of ChS when induced from peripu-
berty an male reproduction. The CME simulates depression in rodents.
Thee impact of esctalopram therapy on reproductive parameters,
msodated or not with CME, was also scrutinized.

FISCHER 6T 8L,

2 | MATERIAL AMD METHODS
21 | Maintenance and obtainment of the rats

After the mating of the adult rats, belonging to the Center of Devel-
cpment of Experimental Maodels for Medicine and Biclogy, a total of
&2 male Wistar rats {Rattus nonegious albinus] were abtained. Up to
fowr male animals were maintained in ages under appropriate bygiens
ard erwironmental conditions, such as-temperatune [22 + 2°C), humid-
ity (45%-55%]), and photoperiod [12 h light/dark opcls, except for
the stressed groups when the stressor “changing photoperiod” was
applied). The animals bad free access to waker and commercial labora-
oy choa {MNuvilab CR1L; Brazil) except for the stressed groups during
the perind when the stressor applied required “mo water® or "o food®,
respectreedhy.

2.2 | Ethics committee approval

The S=ctorial Animal Facility of the Laboratary of Biclogy of Reproduc-
tion ard Development Biology and the experimental profocol of this
study have followed all standards and rules established by the Ethi-
cal Committes far Animal Res=arch of the Federal Uiniversity of Sao
Paule [CEUA], Brazil inumber: 743010218}, which also includes peri-
odic manitoring of the animals by a veterinariare Thus, the Mational
Couril of Animal Experimentation’s ethical principles were respected
(COMCES, Brazil).

2.2 | Experimental design

Sinty-twan peripubertal maks rats were randomlby distributed into
groups at 41 dayz of age The four groups were: Sham-contral
BC; m = 1&), Escitalopram (E; m = 15], Stress [5: n = 18], and
Escitabopram-stress [ES, n = 15). The 5 and ES groups were com-
posed of animals exposed to unpredictable CMS protocol, which
was induced from the d1st to 97th day of age. This duration of
stress (5& days] was chosen aiming to include 2 complete pericd
of spermatogenests [around 53 days in rats'), thus exposing germ
cells at all phases of differentiation. The depressive behavior-induced
pratocol in the peripubertal rats was elaborated based on somie
studips 19.19-22

Mine different stressors were randomby administered, cne per day,
corsecutively for B weels, The sequence of the use of the nmine
stressors was alternated during each week, without repetition of the
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FIGURE 1 Experimental design: Peripubertal 41-day-old male rats were randomly distributed into four groups: Sham-control (5],
Escitalopram (E). Stress (5], and Escitalopram-stress [ES). The growps 5 and ES wene composed of animals exposed to chronic mild stress (Ch45]
profocol, which was induced from the 415t to #7th day of age. The rats from growps E and ES received, from 70 to 9% days of age. the
antidepressant escitalopram coalate {fché, Sao Paulol. ina daily dose of 10 mg/kg body weight by gavage route. This dose was gradually reduced in
the Last 5 days of treatment (3 mg/kg body weight from #9 to 101 days of age: 2.5 mg/fiog body weight from 102 to 103 days of age). aiming to avoid
some undesirable symptoms refated of the drug discontinuation. The animals of Sham-control group were also submitted to a same daily dose and
pericd; hawever. they received, by gavage, filtered water instead of escitalopram. At 114 days of age, the animals were weighed, and the
euthanasia was perfonmed by intraperitoneal injection with a lethal dose of anesthetic for argans. sperm, and blood collection. Every animal was
submitted to two tests (forced swim test and suonose consumption) during the all experimental time. The foroed swim test was performed at
different ages (40, 4%, and #% days postpartum) withane pretest on day 39. Before the sucrose corsumption tests, the animals were habituated to
ronsuming a palatable suorose solution - 1.5% and the habituation period lasted 5 days {from 3040 34 days of age]. The sucrose consumption test
was performed at different ages (3%, 55, 4%, 83, ¥7 dppl. BF, breastfeeding: 5H, suorose habituation [5 days); FFT, Pre-Foroed Swim Test (10 mini:

FET, Farced Swim Test (5 min; 5T, Sucrose Test [24 hj

stressor. The stressors were randomlby applied to be unpredictable ™
aiming to prewent animals from getting wsed to them. The nine
stressors used here weres [1] period without food (12 b)) followed
b 1 h of Emited food (five pelletsicage) (2] period without water
bottle (12 k) followed by 1 b with an smpey bottle: (3] isalation
houing (24 b); {4) switch cage mates {three times‘day); {5] wet saw-
dust [overnightl; (4) changing photoperiod (24 h darkness); (7] 1 h
of restraint in plastic tubes, where the animals were maintained
immabile ard with air circulagion); (8] 1 h of exposwre to predator
odor (Fou odor: 1:5000 2.4 S-trimethyithiazole; Sigmal: (%) different
object placed in the bottom of the cage [right marbles per cage
owernight].

The rats from the groups E and ES received. from 70 to 99 days
of age, the antidepressant escitalopram avalate (o, Sao Paula), in
a daily dose of 10 mg/ig body weight by gavage route, using an 18-G
stainless steel needle.’” This dose was gradually reducsd in the last 5
days of treatment |5 mgfkg body weight from 99 to 101 days of age;
25 mg'kg body weight from 102 to 103 days of agel, aiming ta avaid
some undesirable symptoms related to the drug discontinuation. The
Sham-contral animals received, by gavage, the same daily dos= and
period; filtered water instead of escitalopram. Please, see Figures 1
and 2 illustrating the experimental timefine and a ¥-day example of the
stressors.

24 | Immobility time

The immobility time was evaluated in each animal through the appli-
cation of the Forced Seim Test (FST) using the Porsolt's method™
with modifications. The test was performed at different ages [40, &9,
ard 79 days postpartum). The first test was applied 24 b [at 20 dppl
beefore the beginning of the usage of stressors; the second test was
used during the stressor period and 24 h {at &%dpp) before starting
the escitalopram treatment. &t a third teme, the FST was applied at the
erd of the stressors period [at 99 dop) and the escitalopram treatment
(10 mg/Bgl.

To carry out the FET, the rats were individually placed to wesm
in a glass cylinder filled with a column of water at 30 cm of depth,
to prevent the exit of the ardmal from the cortaires, The water was
miaintained at room temperature. Teenty-four hours befors the first
test, the rats were suposed to a 10 min pretest aiming to acclimate
themn to the forced swim tank. The first test (24 h after the pretest)
had an exposure period that lasted 5 min, as well a5 the two ofher
tests: however, these et ones were without a pretest. The animals
were gently drisd and returned ta their respedtive cages after each
test. The immaodility time was guantified during each S-min esposuns
of FET with the Softeare ¥-Plofat Version 2005 (University of S
Paulo, Ribeirao Preta, Brazl). The individual behavior was evaluated
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FIGURE 2 Stressors protocol: An ezample of time and length of stressors during a period of 9 days. Eachwwessk seven different stressors were
randomly administered, ane per day, corseoutively for Bweeks. The sequence of the use of the nine stressors was alternated during sach week,
without repetition of the stressor, aiming to prevent animals from getting used to them. The chronic mild stress procedure was designed to
maximize the unpredictable natune of the stressors. The nine stressars used wenes (1] food deprivation| 12 h] mmediatety followed by 1 hiof
restricted access tofood Five pellets) [2) water deprivation [12 b immediate by followsd by 1 h of esposure to an empéy boktle; |3 isalation
housing [24 kl; [4) switch cage mates (three timesdday]; |5] wet cage (200 milwater in 100 g sawdust bedding - owemight)s (4] changing photopericd
[24 k darknes=); [7) 1 h of restraing inplastic tubes, where the animials were maintained immabile and with aée circulation; (B) 1 b of expaswre to fox
odaor (1:5000 2 4, 5-trimetinlthiaznoks; dcros Organics); [9) novel object placed inthe bottom of the cage (sight marbles per cage overnight]. The
food deprivation and water deprivationwere never applied during the same wesk and before a sucrose test.

and classified acconding to the different movements obssrved: {al
swimming, (b} diimbing. and (c) immobility [the animal just produces
the movemsnts ta maintain itself breathing out of the water).

25 | Anhedonia behavior

Ta identify the anhedania behavior during the stress pratocal, the ani-
mals wers submitted to amother test the sucrcse consumptian. 1§ is a
recognized test to identify anhedonia behavior in rats and is character-
ized by the= reduction in sucross inkake in comparizan to the baseline
intake walues of control group”” Before the test, the animals received
for 5 days [from 30 to 34 days of age) a palatable suorose solution (1.5
%]”* for habituation to consumpticn. Durirg the test, the animals were
isolated in individual cages, and two bottles were offered for 2 period
of 24 k: ore containing 1% sucrose solution and ancther with filbered
waiter. After twelve hours fram the beginning of the sucrose test, the
bottles had their positiors changed aiming to avoid a possible pref-
erence of the animals in relation fo the chaoics of a specific side. The
stressors “Food and water restriction” were ot applied before each
suCrose consumption test. ™ The suorose consumption for each animal
wars simultansoushy estimated inall the groups through the obtainment

of the weighing of the bottles at the begirming and at the end of the
test.™ The sucroee consumption test was performed at different ages
(55, &9, 83 97 dppl. Furthermiore, thes first test was apolied at 39 days
of age [before the stress protocol and escitalopram treatment started].
The sucross intake = wolume at the beginming - wolume at the end of
the= test.

24 | Euthanasia and sperm samples

The animals were weighed, and the suthanasia was performed by
intraperitoneal injection with a lethal dose of anesthetic (240 mg'kg
body weight ketamine + 24 mg'kg body weight wylazine. Dopalen-
Arncsedan, Ceva, Sa0 Paulo, Brazi) at 114 dpp. The testes ard
epididymides wers immediately removed from the sorota. To the col-
lection of the sperm, the right cauda of epididymis was minced several
times with a scalpel blade ina pre-wwarmed {37°C) Petri dish containing
4 mlof Hank™s salution (KCI, KH3PO0E, MaCl, Ma2 HPOE, NaHCOO3, pH
7.2), supplemented with bovine serum albumin (2 mg/mil.

The testes ard =pididymides from left the side were collected. One
part was frozen at =207°C for the sperm guantitative analyses and the
other at =80=C for the stress oxidative evaluation.
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27 | Biometric analysis

For biometric analysis, the male orgars (testes, epididymides,
prostates, seminal vesicles]) and adrenals were collected and indi-
viduallyweighed an a semi-aralytical electronic scals [Marte-A51000).
Thee vodume and measurements of the right testes (minor ard major
s were abtained in accordance with Scherle’s method™® and with a
manual caliper®’ respectively

28 | Plasmatic corticosterone levels

The rats at 114 days of age were individually weighed and received
the articoagulant heparin [1 mlf1 kg body weight) immediately after
10 min froen the keparin injection, the suthanasia was performed
by imtraperitoreal administration of a lethal dosage of ketamine
[240 mg/K g associated with xylazime (24 mg/Kgl. Blood samples were
moll=cted, centrifugesd for 10 min at 4000 rfmin [Refrigerated cen-
trifuge 5430R, Eppendarf &G, Hamburg, Germary] and stored in a
freezer (a8 =20°C). The measurement of plasmatic corticosterone
lewels wars assessed using a commencial kit CEASA0Ge (USCH, Life Sci-
ence Irc, USA) by enzyme-linked immunosorbent assay [ELISA) and
following the kit's instructians.

29 | Quantitative parameters

The left testes and epididymis were thawed and homogenized to obtain
the spermatids instep 19 and sperm, respectively 22 The spermatids
in step 19 and the number of sperm weres represented by absalute
[sperméorgan) and relative [spermigiongan] values. To obitain the daily
sperm production (OS], the total number of resistant spermatids in
step 19, after the homogenization, was divided by 4.1, corsidering that
this is the time (in days) that spermatids in step 19 stay an the semi-
niferous epithelium of rats. %" To obtain the sperm transit time, the
sp=nm rumbser ineach portion of the spididymis (caput + corpus and
rauda respectiveby] was divided by the DER,557

210 | Sperm morphology (Shorr/hematoxylin

The =mperm morphology was assessed by obtaining samples of epi-
didymal fluid that was smeared on a glass slide and dyed with
ShoerHematoylin method ™ Maorphalogical analysis was performed
rounting 200 sperm randomby under a light microscope: (Olympus BX-
51, Olympaus Oatical OO, Japan). The sperm were classified based on
merpholagical defects of the head, middle piece, and tail *

211 | Sperm mitochondrial activity
[diaminobenzidine)

This methodalogy for asseszment aof activity of the mitochon-
dria was described by Hrudka™ The techmique comsists inoan
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owidation reaction in the mitochordria by the cytochrome © com-
plex with the 3,3¢-diaminobenzidine (DABR] in the middls pisce of
spermatoeoe

The fluid collscted fromiepididymal casda was incubated 2t 379 C for
&0 min in DAR + PBS solustion {122 ratio; 1 mg/ml DAB in phosphate
buffered salie [PBS), pH = 74) Urnder a phase-confrast mioro-
scope {Eclipse EJ00, Nlion Instruments Incl, a total of two hundred
spermatozoa were analyzed at 100w magnification.

The mitochondrial activity classification of the middle pisce of the
spermatceoa was performed according to Hrudia (19871 Class |
(1005 of the middle piece staired, cnly active mitochondria); Class
il [=50% of stainirg in the middle piece, predominarce in active
mitachondrial; Class NI [«<50% of staining in the: middle pisce, predam-
imamoe ininactive mitcchondria), and Class [V [ra staining in the midd ke
piece, anly mactive mitochondrial

212 | Acrosome integrity (Peanut Agglutinin)

The Warisi's methodology™ was performed to determine the aoro-
same inbegrity using the Peanut Agghutinin (FHA] [Lectin from Arachis
Fypogeeawitha fluarescent dye) [Alesa Fluor 488 Conpugate. Maleoular
Probes).

The sperm samples of epididymal fluid were incubeted at 37°Cin
amber microtubes with 100 ml of Alexa Fluor 288 and FRA (20 ngdmil)
for 30 min After that, these samples [20 gl) were placed on glass
microscope slides. Two hundred spermatoroa were analyzed under
an epifluorescencs microscope Mikon Eclipse C1 (Mikon, Mehville, MY,
WSA) The classification was: (] intact acrosome - sperm acrosome
regian with interse and moderately bright fluorescence and (1) altered
ACTOSOME - SPErm acnascme region with weak, irmegular, or absent
flucres cence.

213 | Sperm motility

Fresh spenm from the right epididymis cauda was mived with a mediusm
containing Hank's solution with 2 mg/mi BS4, pressarmed o 372C and
was placed inbo a Meubaver counting chamber. The sperm motility was
evaluated under a light microscope at 500 magnification (Ofympus
B¥-51, Olympus Optical 00, Japan). Thus, tea hundred sperms were
analyzed and classified ax (] progressiee matile, (11) ronprogressive
meatile, or (M) immotile. >

214 | Sperm vitality (eosin Y)

The eosin ¥ dy= (5% in salire solution) wes used to sperm vital-
ity evaluation.® For the smears preparation, fresh epididymal fluid
(40 ) was mioed with 10 ul of eosin ¥ 5%, and a total of two hun-
dred spermatozoa were abserved under a light microscope at 500
final magnification {Otympus BX-51, Olympus Optical CO, Japan). Live
spermatceoa remained urstaned, wheress spermatozoa with pink or
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red staired head were considered dead™ The percentage of live
spermatozaa was recorded.

215 | Sperm DMA fragmentation [comet assay)
Thee alkaline comet assay with mincr modifications™ was performed o
measure the DA fragmentation in spenm.

Eperm samples were diluted in a prewarmed .55 low melting point
agarase (LG Laboratories, Sa0 Paulo, Brazil) at 3 = 107 cellz/mi final
concentration. After that, 125 g from the mixture (spermatozoa + low
meiting point agarose] were placed onta precoated slides with 156 nor-
mal melting point agarose (LGC Laboratories, Sao Paulo, Brazill. The
slidess wamre coverslipped and maintaired at °C for 20 min. Then, oo
erslips were gently remawed, and slides were covered with two kysis
solutions: the first ane for 1 h at 4-C and the second solution containing
proteinase k0 1mg'mil for 2 b and 30 mirgat 37C. The shides | 12/each
time] were washed in distillsd water after each bysis solution. Thus,
the slides were covered with alkaline solution far 45 min at 4°C and
washed with tris-borate-EDTA (TBE] solution for 5 mire The horizon-
tal electrophoresis was performed under 300 m electrical field using
THE buffer for 25 min Ther, the shides were fived with 70% sthanol
[4*1C], air diriesd, and stored in a place protected from light. After dry, the:
slides were dyed with ethidium bromide and evaluated under an epi-
luarescence microscope Miken Eclipse Cl (Hilon, Mebville, MY, USA] A
tatal of cne hurdred spermatoeca were analyzed per animal using the
Softeare Lucia Comet Assay Version 7.02, Czech Republic), to abtain:
() the: percentage of DA in the casda, (1] tail length ard tail extent
moment ftail lergth x cauda DMNAYS DO, and {11} olive tall moment
fearda DMA% x a fraction of the tail lengthy 1001, "

216 | Sperm DMA integrity [Kit Halomax)

DA fragmentation in spermatozoa was alzo performed wsing a com-
marcial kit (Halomax, HT-R M40, Halotech, Madrid, Spain] from samples
at é x 10 spermdmi final dilution in PES.

On the day of analysis, sperm samples were mined to a prewarmed
microtube | 37*C) with low melting point agarose. Dropof the mixture
[2 ul) was spread anbo a previoushy cooled slide and coverslipped main-
tained at 4°C for 10 mire After that, the samples were covered with
Lysis Solution for 5 min and immediately washed with distilled water
for 5 min. Then, the samples were submitted to a sequential debrydra-
than in A% and 100% ethanol solutions. respectively |2 mindeadh]. The
dyeing was performed with a mix of fluorescent solutions [1 Reagent
£ 1 Reagent B). All the procedures followed the kit's nstructions [HT-
GF5100, Halotech, Madrid, Spain). A total of hundrsd spermatozoa
weere phserved under an epifluorescence microscope, at 40w final mag-
nification per animal. The spermatazoa showing an intensely colared
and widespread halo around their head were considered with frag-
mented DA, while spermatozoa showing a soft and weakly cobored
halo were considered with intact DMA

FISCHER cTaL.

217 | Chromatin compaction [toluidine blue
staining)

The: taluidine blue staining is a good marker for assessing chromatin
compaction. The test is used to evaluate sperm chromatin sbructure,
since iohuidire blue binds with free phosphate radicals that are mot
bourd to protamines, thus indicating the protamination kevel. ™ Onithe
day of analysis, sperm samples were placed orto microscope glasses
slides ard air-dried; then they were foed in 1:1 ethanol/acetons
saluticn for 30 min, at 4°C. The slides were sxpossd to hydrochlo-
ric acid (1MW HCI at 4°C, for 10 min to hydrokyze the proteins.
Subsequently, the slides were washed three times in distilled water
{1 minfeach) and staimed with GU05% toluidine blue in 50% citrate
buffer, pH 3.5 for 20 min. & total of twwo hurdred spermistoeoe p=r
sample were evaluated under a light miorascope at 2 1000 lers {Ohym-
pus BX-51, Obympus Optical 00, Japan), and the chromatin quality was
classified according to metachromatic staining of the bead: spesmato-
zoa showing light blue head [preserved chromatin} and spermatozoa
showing dark blue or purple head [abnormal chromating. ™

218 | Sperm lipid peroxidation (BODIPY probe)

The Dominguez-Rebolleda’s methodology™ was wsed ta perform lipid
peroxidation cn spermatozoa. The sperm samples were diluted in
buffer solution to 2 x 10* spermy'mi final concentration. & sampke was
prewiously incubated for 15 min with Hy Oy, for the obtainment of the
pasitive assay conkrol The samples were sonicaked on boe (Sonics, Vibra
Coelll WO 1300 at low poveees. After that, the samples were incubated
at 37°C in the dark with C11 BODIPY 5817591 (DA841; Maleoular
Probe] at 2 mb in DME0, for 30 min, washed in PES and centrifuged
for 10 min (3000 g). Superratamts were resuspended in 400 mil of
PBS. The analysis was performed in a flow cytometer (FACSCARNTO
Il - BD Biosciences, Brazil) evaluating a total of 10 thousand sperma-
tozoa per ardmal. The data were analyzed wsing the WinList 30 2.0
[Werity Scftware Houss Topsham, USA) o obtain the BODIPY positive
spermatoeoa [56).

219 | Obtainment of the measurements of
malondialdehyde for evaluation of the lipid
perodidation at testicular and epididymal levels

The: malondialdefryde (MOA) at testicular and =pididymal bevels was
performed through a thioharbitwric acid [TBA) reaction that generated
THA reactive substances [TRARS)

A sample of 0.1 g of each testis was thawed and homogenized [Ultra
Twrrax - modsl T-10; Labstore, Curitiba, PR, Brazil), for 20 miry in a
1.15% KC| salutior. bn addition, the epididymis of each animal was
divided irta two parts: (1) Caput + conpus and (2) Cauda and alsa
homogenized. One aliquat of each bomogenized tissue was separated
for MDA dosage. &n aliquat of .1 ml of each tissue homogenate was
added to a microtube containing: 1.5 ml of 20% acetic acid (pH 45],
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0.2 ml of 8.1% sodwm dodecyl sulphate. 1.5 mi of O.E% 2-BA and
0.7 ml af distilled warter. After that, the mioratubes were incubatsd in
a water bath at 95°C for &0 mir. Then, the microtubes were coaled
inice and centrifuged for 10 min at 1792 g (Refrigerated centrifuge
5430R, Eppendorf AG, Hamburg, Germanyl. The supsmatants were
placed in 94 wells plates for analysis using the ELISA. The absaorbarce:
W measured in a spectraphotometer (Spectra Max Plus 384; Malec-
ular Dievices, Sunnywale, C&, USA) at 532 nm acoording to Abd-Allah's
miet hodology. !

220 | Statistical analysis

The statistical analysis was perfonmed wsing the Sigma Plot soft-
ware version 120 (Systat Software Inc, USA)L The parametric test
ore-veay anabysis of variance (ANOVA) was applisd whe=n the results
showed normal distribution and a post hoc test Student-MNewrman-
Keuls (SME)L Oni the other hand, the monparamietric test of anabysis of
variance (Kruskal-Wallis test) was applisd when the data did mat show
normal distribution ard similarity of varisnce followed by & post hoc
te=st for multiple comparisons {Dunn's test or the SME test] whesn the
results were significant. The values among the groups (5C, E. 5, and E5}
musst have the p value less or equal to 0,05 (p < 0005) to be considered
significant.

3 | RESULTS

31 | Immobility time

The immability time measured in ssconds. evaluated throwgh the FST
[5-miin of duration). was performed at day £0, 4%, and 99 [Figure 2). At
40 dpp [before starting the stress protocol), the experimental groups:
did mot show significant differences among them. At &2 dpp (1-day
before the escitalopram treatment], there was a significant inorease
of the sperm immobility time inall stressed groups [5 and ES) incom-
parizan wiith the 5C and E groups. At 9% dpp, that is. 2 days after
the erd of the stress pariod and at the Lt day of escitalopram treat-
ment {10 mg/kg dose], the S and ES groups showed a significanthy
longer immobillity time than the other groups (5C and E). However, the
immability time from ES group decreased compared to the S group.

3.2 | Anhedonia behavior

The anhedonia was evaluated wsing the sucrose corsumption Eest
applied on 38, 55, &% B3, and 97 dpp (Figure 4). Dwring the first
2 weeks of exposure to the stressors (55 dppl, the supermental
groups did not show significant differences among them, regarding
the anhedonia presence. After a month of exposunes to sbressars (at
£9 dpgl, all animals of the § and ES groups pressnted a significant
reduction in sucrose consumption compared to the 5C and E groups.
O the B3th dpp. both stressed groups (5 and ES) presented lower
SUCTOSE Consumplion in comparison with those monstressed (SC and
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FIGURE 3 Bax plot illustrating the immobilization time inthe
S-min Forced Swim Test at the day 40080, 49 (B), and #24C) in animals
of the sham oontrol (5C), escitalopram (E), stress |5), and escitalopram
+ stress [ES). Analysis of wariances [ANOVA) follosed by

Seudent - Mewman - Ezuls [SME) pasttest. Dataare presented as the
median and interguartile rarge (01-03kcn = 10ip < 001} a S and
ES= S and E;b: 5= ES

El; furthermare, the group that received escitalopram (ES) during
thee period aof chronic mild-stress induction showed an increase of
SUCTaSE consumption in relation to the anly stressed growp (5 groupl;
however, this difference was not significant. &t %7 dpp (last day of
stress period], the corsumption of sucrose solution was higher in 5C,
E, and ES groups in comparison with 5 group, showing thak, after
the escitalogram therapy, thers was an increase in the sucrose con-
sumptian n stressed animals (ES) im relation to the only stressed
raks (S

33 | PBiometric analysis

Al orgars were collected at 114 dpp, and the biometric analyses are
showi in the Table 1_The data showed o significant differences among
the groups regarding the absolute weight of epididymis. The absolube
weight of the full seminal vesiche in ES was lower in comparison ta the
other groups. Also, the absolute weight of empty seminal vesicle was
significanthy kowezrinthe E and ES grouwgs when compared tothe 5C and
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FIGURE 4 Sucrose consumption test at different ages in the animals of the sham contral (SC). escitabopram [E], stress (%], and excitalopram +
stress (E5). Analysis of variance (ANOYA] followed by Student - Newman-Keuls (SHE] posttest. Data are pressnbed 25 mean+ S0cn = 7. (o« 0LOS)
a2:5C amd E > 5 amd ES; be SC and E = §; o 5C, Eand ES = §

TABLE1 Biometric parameters of male reproductive orgars abtained from contral and experimental groops (SC, E, 5 ES) at 114 days of age.
Ciata are swpressed as mean + 50, [Standard Deviation) or as median (Interguartile Rangs (IQRCQ1-03)

Groups (a = 10}
Parameters SC E g ES
Alepoborbe epndadymis welght (g1 0% = 005 OsF & 0uS O&Y + D0s 058 + DS
Akecobote full seminal vesicle wesght I:g:l" 1579 = 0.14 158 & QLIS 156 + 13 132 4+ 0.14a
Alreoborte empty seminal vesicle waesght (g7 0.1 + Q05 055 + 00Bb O&& + 0as 04 + 00Eb
Arrolute ventral prostate wesght (g0 &S = 003 054 & b O&F + 004 054 + 005 b
Testioular
abgoboie testicul ar welght (" 1BS + {13 1748 + D10 172 = D12 145 + QuDBc
Volume [cm? ) 177 + 014 1éé + 011c 1&8 + DD 157 + 01lc
Major axks mimy” Z1OE + D76 2085 + 0T HE2 + D.BD 2082 + (88
Minor auis 1 [mmjy™ 11.0{10.5-11.5) 11.25(10-11.5) 11(1012-11.5] 11{1D-11)
Binor axis 2 {mm” 119 + 053 11.75 + 071 1175 + 0.7 1163 + 044

Motes & IS o« 5C; b E and ES « 2C and 5 c E, Sand ES < 5C (o« D051
"M and SNE.
=*Byrialysis of B rushe |- VWialls and Dunnt's test.

5 groups. Furthermore, the ventral prostate absobute weight presented a4 | Body weight
a significant decrease inthe E and ES animals compared to the others.

Thers was a significant reduction at testicular abmolute weight and During all experiment period, the animals from all groups were
volume in the E 5, and ES animals comparing with the sham con- mianitorsd and weighesd (Figure 5 At 41 dpp, the data presented ro
trol animals (SC). Although, the measurements of testicular awss did significant differences in relation to the body weight when all groups
not statistically wary among the groups studied, lower values were were compared among them. However, after 4-weeks of the stress
obeerved in the groups & E. ard ES in comparison with the control pratocol {at &% dpgl, a reduction of body weight was noted in the S and
group SC ES groups comparatively to the 2C and E rats, although no statistical
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FIGURE S Bodyweight at different agesin the in the animals of the shami cantrol (5C), esdtalopram (E), stress (5], and sscitalopram + stress
[ES). Snalysis of variance [ANOVA) followed by Student - Mewman-Keuls (Sh K] posttest. Data are pres=nted asmean + 50; n= 14, (p < Q05]. a:

SC = E and ES

sigrificance has boen chserved. After the escitalopram treatment [99
dpp] in the full dosage {10 mg/kgl. the rats from the E and ES groups
showed decreased body weight when compared to the 5C group
Beyond that, the E, & and ES groups presented a reduction in body
weight at 114 dpp, in comparison to animals from the 5C groups but
wath no signifiant statistical differences.

35 | Adrenal weight

The adrenal relative weight [organ weight per 100 g of body weight]
waes obtaimed. The data shoveesd that the animals expossd to the
stress probocol without escitalopram treatment {5 group) presented an
increase of adrenal relative weight compared to the ather animals from
SC,E, and ES groups (Figure &L

36 | Corticosterone levels

Thee corticosterone plasma bevel at 114 dpp{17-days without any stres-
sor) was elevated in stressed rats comparing to the rats from the
other groups [5CE, and ES). However, a statistical significance was not
observed inthiscase (Figure 7).

37 | Sperm morphology

Thez analysis of the mperm morphology data showed an elevated per-
rentage of abnormal forme in the E, 5, and ES than in the control rats
[5C) Figure 8. There was an increase in the frequency of tail alter-
ations in the escitalopram and stressed groups (E = $8.%8 5 = 49 2%
ES = 51.4%) in comparizan wath the control rats [SC = Z13%) Also,
there was an ircreass in the frequercy of head alteratiors in the

;
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Adrenal relative weight
{organ weight!100g of body weight)

FIGURE & Baox plat illustrating the adrenal weight per body
weight fram animals of the sham control (5C], escitalcpram (E), stress
(5] and escitalopram + stress {ES) at 114 days. ARDOWA followed by
Srudent-Newman-Kesuls [SMNE) pasttest. Data are presented as the
mesdian and interguartile rarge [1-03)n = 10, (p < Q05)L 2: 5 = 8C.E
andES

:
ioefda

sC E s ES

FIGURE Y Baoxplat illustrating the plasmatic hormone levels of
corticosterane fram animals of the shamicontrol (SC), escitalopram (E],
stress [5], and escitalopram + stress [ES] at 114 days. Corticosterones
Kt for rat. Analysis of variance (AMOVA) follcaesd by
Seudent-Mewman - Keuls [SME) postiest. Data are presemted as the
median and interguartile ranges (01-03kn = 7. (p < 0.05)
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TABLE 2 Spermatazoon mitochondrial activity in rats from the sham contral {SC)L escitalopram [E], stress [5), and escitalopram + stress (ES) at
114 days of age. Data are expressed as mean + 5.00{Standard Deviation) or 25 median (interquartile Range QR Q1-03)

Grougs (n-12)
Mirochondrial activity 5C E 5 ES
Class 1 S3A1e203 B541+53%a B1B80+457a 8441+ 51%a
Clasz I B 096 14541610 1846+ 2.43b 1728+ 279
Clasz 1 op0-0.25) 0[D-0.75) 0[o-10 00g-10]
Class IV oj0-0f 0[D-0.25) 0[0-025) 0[3-0.75]

Maote: & E.S and ES « SC-b: E. Sand ES » 5C (g 0.000)
“AM A and SHE.
= Aunal ysbs of Korushal -Wialls and Daunnt's et

o
=

L E 5 ES

¥ 5 &

3
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abnarmal o phalogy¥)

=

FIGURE & Bouplot llustrating the percentage of spermatozoa
with abnormal marphalogy from animals of the sham cantrol [SC],
escitalapram [E), stress (5], and escitalopram + stress (ES)at 114 days.
Shicerr hemat oolin method. Kruskal-Wallis followed by Durnt's
posttest. Data are pressnted as the median and interquartile range
1-03) n= A [pc G001 a: E,Sand ES = 5C

escitalopram and stressed groups (E = &.5%, 5§ = 7%, ES = 45%]
rompared to the controd grown {5C = 2.5%).

38 | Sperm mitochondrial activity

It was cbserved that the number of spermatosoa with active mitochon-
dria [Class 1) was lower in the treated and stressed groups (E, 5 ES] in
romparison to the control rats. Thus, the number of spermatozoa Class
Il weas higher in the escitalopram and stressed groups [E, 5, ES) com-
pared ta the 5C group. Horethekess, the data regarding spermatozoa
Class |l and 1% presented na significant differences amang the groups
[Tahle 2.

39 | Acrosome integrity

The data shivwsed a significantly lower frequency of spermatozoa with
intact acrosome in bath treated ard stressed rats [E, 5, ES) than in the
controd rats (0] {Figure %), The difference bebaesn a sperm withintact
acrosome and altered acrosome is represented in Figure 100

=
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Spermatozoa with imtact
aorosome {%)
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FIGURE @ |Bax platillustrating the percentage of spermatozoa
withi intact acrosome fram animals of the sham controd [SC),
escitalopram (E), stress (5], and escitalopram + stress{ES) at 114 days.
PHA method. Anabysis of variance [ANOVA) followed by
Student-HNewman-Keuls [SMNEK) pastiest. Data are presented as the
meedian and interguartile range (01-03cn= 100 {p < G001 xE. S
and ES < 5C

310 | Sperm motility

A5 shoen i the Table 1, the escitalopram treatment and the stress
exposure resulbed in a significant reduction af sperm quality regard-
i thee parameter “motility” compared to the sham contral rats. Thus,
the percentage of sperm with nonprogressive matility increased in the
stressed rats that were treated or rot with escitalopram (5, ES] as well
as in those no-stressed but treated with this antidepressant drug [E].
O the contrary, the frequency of spermowith progressive motility in
all these groups decreassd relating to the SC group. Furthermare, pro-
gressive sperm freguency in the stressed + escitalopram animals (ES)
was lower comparing with the stressed animals (5).

311 | Sperm vitality

Thelive spermatomoa percentagewas reduced intheE, 5, and ES groups
im relation ta the SC group (Figure 111 The fregquency of alive sperm
in the streszsd group, which wae treated with esdtalopram (ES), was
|cwapesr thizin in that not stressed, but submitted to the therapy with this
antidepressant drusg [E].
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FIGURE 10 Photomicrographs of spermatazaa stained with PRA. Obseres the intact acrosceme (&) and the alteration inacrosomes intesgrity

[B). Scale bar: 10 gam

TABLE 3 Percentage of matile |progressive and nonprogressiee) and immotile spermatozoa in raks fromithe sham cortral (SC), escitalapram
[El, stress (5. and escitalapram + stress (E5] at 114 days of age. Data are espressed as mean + 500 [Standard Deviaticn]

Grougs (n=7)
Sperm motility 5C E 5 ES
Progress e 5911+ B34 2B 25+ BB a 4558 = 1038 a 21+ 306ab
Monprogresshee 19,71 + 241 2B.50 + 530 cC J02% = FMic 2178 + & 80cC
Irrurmecytilie® 43T+ 33AF 2583 + 6. 1% 614 + ZH3 THBER+ 372

SR O ainad] SMEL
& E Sand ES« S5C b ES « EEcE, 5 and ES = 5C (o« D01

ploiy
£
I—lw-
8
s e
-
- . I I

L) L)
5C E g3 ES
FIGURE 11 Bowx plat illustrating the percentage of lve
spenmatosoa from ardmals of the sham conbrol {SC), escitalopram (EJ,
séress |5), and escitalopram + séress (ES) ak 114 days. Eosin method.
Anabysis of variance (AMOWVA] followed by Student -Meswman-Keuls

[EMK) posttest. Data are presented as the median and interguartile
ranpe {0103 n =10 [p < 0001). 2: E, Sand ES < SC; bc ES < E

312 | Comet assay

The= data regardirg the DA fragmentation obtained from the Comet
Aznay did mot showed significant alteraticns among the groups and are
represented in the Table 4. The photomicragraphs of the spermatozoa

after Comet Assay and ethidivm bromide stainirg are in the Figure 12

313 | Kit Halomax

Thee sperm DMA integrity was ako evaluated using the specific kit

[Halomia=] far rat. Here, the sperm Freguencywith nonintsct chramatin

presented elevated values in the stressed animals {S) when compared
£ rats froem the other groups (SCE, ard ES); however, statistical sigrif-
icance was not obhserved (Figure 1.3). The spermatoeoa with intact DA

ared weith frapmented DA are represented in the Figare 14.

314 |
bilue)

Sperm chromatin compaction (toluidine

The percentage of spermatozoa with ronintact dhromatin was higher
in animals after the escitalopram treatment and stress exposore (E. S,
ared ES) incommparizan ta the contral amémals [5C) (Figure 15)

315 | Sperm lipid peroxidation (BODIFY Probe)
The data regarding the sperm lipid perosidation showsd an increase in
BODAPY pasitive spermatoeoa perosntage in the escitalopram ardior
stressed rats (E, &, and EZ) tharm in the comtrol group (5C) and are
represented in Figure 14

316 | Lipid peroxidation at testicular and
epididymal level (MDA dosage)

The MDW, a marker for lipid perosidation, was evaluated ak testic-
ular ared =pididymal kevels. it was observed an incresse in the MDA
concentration at testicular level in the stressed animals compared to
the sham cortral animals (Figure 174). In additicn, it was observed an
imcreass in MDA concentration at spididymal caput+carpus porticn in
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oo DA fragmientation in rats from the sham control [SC), escitalopram (E). stress (5], and esoitalopram + stress
[ES) at 114 days of age with Comet Assay method. Data are supressed as median {Intesrguartile Range (1OR): Q1-03)

Groups (= &)
Parammeters 5C E
Tall DA %]" 0138 1021-301 0231018-1.24)
Tall leregth Gaam)” .19 [014-0u53) 0.15(013-0.53]
Tall moment” 002 (0.D0-00A0 001 (003-0.02)

Ol moment”

001 001-3k17]

001 001-0.11)

-1

042 (038-1.05|
024 (0U18-0.85)
003 (001-0.53)

001 [0u0-0.11)

ES

024 [DU1E-2 5|
0.18 [0L14-0.57)
001 [001-0.05)
001 [Du0r-0.08)

"ANOA and SNE. | DU

FIGURE 12 Photomicragraphs of spermatazaa, under a fluorescencs microscape, stained with ethidium bromids after perfaormirg the Comet
assar. Observe the different degrees of DA fragmentation: (4] intact DA; [B) few fragmented, and §C) highly fragmented. Scale bar: 10 gm

.
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DM& fragmentation (%)
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FIGURE 13 Bowxplotillustrating the percentage of spermatozoa
wirth DA, fragmentation inanimals of the sham cantrol [SC],

escitalopram [El, stress [S5], and escitalopram + stress (ES) at 114 days.
Halamax Kit for rat. Analysis of variance (ARNOVA] followed by
Student-Mewman- Keuls [(SHE)] posttest. Data are pressnted & the
median and irberquartile range {0 1-03); p = 7.ip < 005

the stressed rats compared to the sham contred rats (Figurs 1780 Also,
itwas abserved an increass in MDA concentration at spididymal cauda
porticn in the E 5, and ES raks in comparizan to the sham conbrol rats
[Figure 17C).

317 | Quantitative parameters

The= data sherersd a sigrificant reducticn inthe DSP inthe E, 5, and ES

animals compared ta the sham control animals (5C) [Table 5)

A sigrificant reductian inthe sperm counts was chsenved in the epi-
diicymis caputfoorpus partion (absobute ard relative) in the E, 5, and ES
arimals when comparsd to the SC [Table 5)

In epdidymial cauda, an norease in the transit time was noted n
the E and ES rats compared to thase from the SC growp. Ths, the ES
groaup shovessd am improsement intransit time compared 1o the E growp
[Table 5.

4 | DISCUSSION

Diepression and armiety are considered a comman public health prob-
leme They often coour during the reproductive years and can affect
arcund 10%-15% of the world population™® In 2009, the escitalo-
praem, an S5R1 was approved by the FOA (USA] for treatment of
meental ilneszes, like major depressive disonder, in adolesoents, with
ages arcund 12-17 yvears.

Exzcitalopram is the s-enartiomer form of citalopram, with similar
pharmacosiretss, but more selectrees and presenting posssiul aotsonmn
lovey doses.** Although the antidepressant therapy gererally mproves
symptoms, same studies have shown that seaousl adverse effects can
cccur such as ancrgaemia, erectile dysfunction, low Bbido® 2= well 2=
decrezse in sperm quality” Still durireg this type of theragy, there are
reportson alteratiors of s perm emission and ejaculation in men.?

Indeed, seratonin has a key rode in the gonadotropin secretion and
miadulation, ard there are some ssrofonin recepbars present in Ser-
toli cells that are imvolved in evenits of the normal spermatogenesis
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FIGURE 14 Photomicrographs of spermatozoa stained wath Halomax Bt for rats. Observe the intact DMA (&) and the DMA fragmentation,

the presence of hala (B). Scale bar: 10 um

TABLES

Testioular and epididymial guantitatiee paramesters observed in rats from the sham condral {SC), escitabopram (E), stress [5), and

escitalopram + stress [E5] at 114 days of age. Data are presented as mean + 5.0 [Standard Deviaticn]

Groups in = 9]
Cruantitabive SpErmatil padameters o
Testis
Dy s pesren production (105 day)” 2888 + 5.5

Akecokate spermatid nuenber {x 109 forgany’ 17617 & 3370

Relative spermatid niumber = 2048 of testisy 11456 + 1742
Epididymal caputiconpus
SpeerT Aransit tere darsy” 5488 + 100

Akrobate sperm number (o108 /\organ]® 15032 + F1.74

Relathve sperm nidmibser (= 10 & of cngany® 47382 + 5141
Epididymal casda
Sperm iransit thene fdaysy P75+ 146

Akecobate sperm number (10 foegan) 21872 + 3588

Relative sperm ninier {10 &2 ol cngang® B43.3% + FHE8

Megdez & E, 5 and E5 < 50 b E and ES < 5C; ¢ E and ES = 5C;,d ES = E |p < DUJ5L

"AMIONA and SR K.
of immature rat="“"" Alco, serotanin receptors have been found in
different mals orgars as well as in the sperm tail of rats® In the
vas deferers, for example. thess receptors are related to the organ
rontraction,* while in the testis, they are involved inthe local blood
e rERIJI.:Il:ID'I: ;I the epedidymmes, o turn, thiey are observed on
epithiedial, neurcesndocrires, and mast oells particpatng o sperm matu-
ration process.*” Thereby, amy alteration in serotonin levels can result
in sperm damage’ such a5 reduction im OSP; reduction in sperm
qualitative parameters as presented here

In turn, the CMS induced in rodents seems to cause reurochemi-
al charges and a vanety of behavioral alterations, such as reductson
in smoual and locomotar activities, imcressed corticcsterone levels
reduced sucrose corsumption, and disturbed circadian rivethms, all
obeerved in human depression’ ! ard were also roticed bere, in
stressed rats.

Howewer, corcerning the experimental protocol of depressian

induced in rats, we observed methodological wamatsons at the

E 5 ES

2104 + A28a 2474 + 20%a 2128 + 32Ta

13226 + 17473 14779 + MTBak 12595 + 20&T 3
9594 + 1436k ID5ET + 1272 8952 + 123 b
S8% + QFF 65 - Q63 588 + OB

12588 + 143%Db 13578 = 2438 1170% + 1478 b

40875 + 53823 42571 + a8 J95.00 + 30E9 3

152 + 135c P02 = LA3 + 17 cid
19486 4+ 23.30 Z13.73 = 2909 2% 32
85480 + 12148 EFLO] + B1LID B&ROY + EF43

literaturs, such 3= (i) type of stressors, (i) duration of the exposwre ta
thee stressors, (i) the age and period of the experiment was applied,
ard the age of the euthanasia was performed. Hevertheless. in the
great majority of therm, adult anémals and a period of 4 weeks of expo-
sure o stressors wers adophed 4 1 any case, the CMS protocal
is considered valid as a model of depressive behaviar in rats. ' Oth-
erwize, the type, duration, severity, or predictability of the stressor
apolied can cause different responses 2 Thus, the protocol applied
heere seemed to be appropriate for the type of the study since we
used specific tests {suorase intake test and FST) that confirmed the
oepressant state of the animals. bn the current study, we otsered an
imcreazed immohilization time during the FET and a reduced sucross
irtake in response to CAMS (S group). In additicn, we detectesd an
imcreasze in the adremal weight in stressed animals, which could be
corsiderad another evidence of the effectiveness of stress pratocal -

The 5C ard E growps showed a lower immabilization time (indicating

Ehiat the amimals were sywmming mare] ard high suoross miaie evels
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FIGURE 15 Bowplatillustrating the percentage of spermatozoa
warth intact chromatin in animals of the sham cantrod [SC),
escitabapram [E], stress [£], and escitalopram -+ stress (ES)at 114 days.
Taluidine-blue mathod. Snakysis of variarce [ANOVA) followed by
Student-MNewman-Keuls (SHE] posttest. Data are presented as the
median ard irterquartde range {01-03) n = 7.{p < 005). 2 E, S amd
ES « SC
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FIGURE 14 Box plat illustrating the percentags of BODIPY
positive spermatoroain animals of the sham comtral (SC), escitalopram
[E], stress [5). and escitalopram + stress [E5] at 114 days BODIPY
probe. Analysis of variance [ANOVA) followed by

Student- Newman- Keuls (SHK] posttest. Data are presented as the
median and interquartie range {31-03); = 5. {p « 0005). ac E, S and
ES - SC

during all period aof treatment, whereas the chronically stressed rats,
treated with escitalopram (ES groupl. presented an increase inthe con-
sumpkion of sucrose solution ard a reduction in immobilization time
at the end of drug therapy in comparison with the stressed animals
[5). According to Castagre et al. [2011)*" therapies with drugs that
affect serotonergic neurctransmission can result in an inorease of the
swimiming time: (e.g.. fluosetine, sertraline, parceetine, citalopram, and
escitalopram]. Comeersely, our results did rat show differerces regard-
ing the corticosterone levels and firal body weight; maybe the intervals
of eutharasia used to assess the effects of the stress could explain
the difference amang owr results and others reportsd in the database,
using rat as esperimental model. ' indeed, a wide interval between
the ered of the stressors amd the ewthanasia day can have supplied
encugh time for recovery of corticosterone dosage <354

It was observed here the effects of stress and esoitalopram an
spermatic parameters. The results showed mary alterations regarding
gualitative parameters such as motility, vitality, mitochondrial actee-
ity, acrosocme imtesgrity, and freguency of marphalogically abrarmal
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FIGURE 17 Boxplot illustrating the malordialdetyde
concentration in the testicular tisswee (A] and =pidichymal tisswess
corsidering all porticns of epididymis: caput + corpus {B] and cauda
(T} n anémals of the shaem conbrol (SC), escitaloprami (E), stress (5], and
escitalopram + stress (ES) at 114 days. TRARS assay Analysts of
wariaree (AMOVAE) followed by Student - Mewman-Kewls (SHE]
pasttest. Data ane presented as the median and interguartile range
[01-03fcn = 7.(p <005, a: 5 = SC be E, S and ES = 5C

spermatoena in the stressed andior escitalopram-treated groups (E,
& ard ES]. Thus, previcus studies corroborate owr data corcerning
the= sperm quality alteraticns after antidepressant therapy o depres-
sian/mild chronic stress > Besides, the mechanisms through which
the selective serotonin inhibitors may affect sperm guality are poorhy
understood; however, some studies suggested that alterations of tryp-
tophan metabolism can cause disruption on spermatogeresis 'Y or
miay influ=nce the adsnosine triphasphate [T synthesis with the
irhibition of mitochondrial cxidative phosphorydation in spermatazoa
corsequent by affecting the sperm quality. ==

Regarding the biometry alteratiors in male reproductive organs,
our data revealed that esdtalopram treatment [E group) reduced the
ventral prosirate, seminal vesicles, and testis weights s well as the
testis wolume. In addition, the stressed growps (5 and E5) showed a
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decrease in testicular weight and volume. These data are in accor-
dance with the study of Bataineh and Daradia, {3007 that chserved,
in rats, alterations of the spermatogeresis, weights of reproductive
orgars besides testosterone and follicke-stimulating hormaone (FSH]
leweds, after a lang-term intake of fluoketine, arcther S5R1.

Ind==d, many events or corgditions related to male infertility are in
turn associated with the oxidative stress (05].*° The oidative damage
an ooour in several clames of molecules and the rudeus, mitochon-
drial membrares, RHA and DNA are potential targets of 057 triggered
due to animbalance between reactive coygen species (ROS] levels and
the natural arti-coidant system.

The testicular tissue is very susceptible to owidation, because of
the high polyunsaturated fatty acd content in the germ line cells
and sperm membranes.®>2? This can trigger lipid peroxidation, culmi-
nating in cell membrane damage.“"** in addition, the 0% imbalarce
can affect the plasmatic membrane of the spermatozoa modifying the:
fluidity and increasireg the damage over the DA Therefore, lipid
perooidation produces the MDA that can affect the sperm o2l mem-
brane at the lipidic structure generating alterations in its fluidity and
permeahility ® Conseguently, alteratiors in aorosome reaction and at
memirane fluidity can negatively impact the fertilization process* 244

In the current study, the data regarding the sperm lipid penmd-
dation corroborate those about acrosome integrity, since all andmals
exposed ta CMS andfor treated with escitalopram showed high be-
els of lipid peroxidaticn leading probably to a decrease in the number
of sperm with intact acrosome, as also observed. Indesd, the high
ROS levels promote damage in spermatozoa because they are unable
ta self-repair due to lacdk of oytoplasmatic snryme in their repair
systems. 22 (On the other hand, desd sperm can present: a false nega-
tiwe acrosome reaction.”” and so, the data regarding the alterations of
acrasome inbegrity that included live and dead spenm, which were ana-
yzed through the PHA method, could overestimate the damage over
acrasceme memibrane, caused by stress and/or sscitalopram. Howeser,
the acrascme integrity is little affected by Bquid storage.®* and the
P& method maintains the specificity regarding the acrozome mem-
brane even after fixation procedures.®” Besides that, bere, animals of
all groups were submitted to the same pratocol and experimental con-
ditions; thus, we used the sham control growp (5] as a data baseline
rom paring the results from each group. Therefore, the negative effects
of escitalopram theragy and the stress over the aorosome integrity
pressnted here should be considered.

In the pressnt research, we evaluated the leved of lipid peroddation.
using BODIPY probe in sperm and measuring MODW kevels in testic-
ular and epididymal tissues. In relation to sperm lipid peroxidation,
there were elevated levels of MDA at the testicular tissue of ani-
mals exposed to stress. Indeed, the testicular damage cauvsed by some
85RIs is associated with increased MDW and deoreased glutathione
lewelds. **F Besides the testicular damage by 0%, we should also con-
sider the epidydimal coddatiee injury. since the progressive motility
and maturation of sperm cocur during their transit through this organ.
I rats, the epididymis s anatomically divided: () initial segment; {ii]
caput; (il corpus, and (iv) cawda. Each epididymal part shows a differ-

ent regulation in the expression of geres and prateins secretion =7
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In the present study, changes were ohserved in the epididymal par-
tions of the experimental groups. The animals evposed to CMS, for
example. showed an increased MDA level in caput+-corpus and cauda
regions, while those exposed to stress anddor treated with escitalo-
pram alsa presented an inreased concentration of MDA, but anly in
thee cauda region. Thess variations found may reflect the structural and
furctional specificity of each epididymal segment, resulting indifferent
responses ta the treatment with escitalapram andfor exposure (o the
stress pratocol 2247 Furthesnmore, these changes can be related to the
alteratiors observed in sperm parameters pressnted here.

Alza, the= increase of the lipid perosidation in sperm and epididymis
ohiserved in rats after the stressars period, with or without escitalo-
pram treatment, cormoborates the damage on qualitative spermatic
parameters cased by the inmreased levels of ROS.

Iri the results pres=nted here, the stresssd ard escitalopram-treated
rats showed alterations in the guantitative spermatic paramesters.
The DEP ard step 19 spermatid nember wers decressed in esci-
talopram andsor stressed rats. As mentioned previously, a long-term
e af S5Rls drsgs can reduce the male fertility. Thus, there was
an increase i the trarsit time at the epididymal cawdal porton n
escitalopram-treated rats (E and ES growps). As a result, corsidering
that sperms are stored in the caudal portion of the epididymis for a
later ejaculatian, any epididymal damage causing an increase in transit
time could delay the maturation of these gametes and, consequently,
com@romise the sperm guality. ™ |n addition, in some species of mam-
mials, the sperms from testiz are functionally immature since they are
riat capable of progressively swamming ard also interacting with the
cumulus-cocyte oomplex. In fact, these dharacteristics are developed
during the trarsit of these cells through the epididymis.® " According
to Jimenez-Trejo et al. (20071 the caput portion of the epididymis,
im rats, has a bocal serokorergic system that controls the expression
of enzymes for the biosynthesis of serotonin (5-Hydrootruptamine
- SHT), besides some receptors for S5R1 that are ireabesd in muscu-
lar comtractions in the cawda portion. This indicates that serctonergic
traremission participates of the muscular contraction of the epididy-
mal cauda during the sperm transit period, which is a fundamental
event for the fertility.™ In fact, escitalopram i wsed to treat pre-
mature ejaculation, so, the impact of changes in epididymal transit
phiserved here relatesd to the escitalopram treatment, desssrves further
irrvestigation

Durirg spermicgenesis, most of the histores present in sperm chiro-
matin are exchanged for protamines, and this protamination process
allows a greater condersation of sperm DRA, malking it less suscep-
tible to hanmful agents.”® According to Karimipour et al {2030, in
mikce, the maternal exposure to 55R1 can increase the DA fragmen-
tation index in spermatozoon of the offspring. However, in the curnent
research, the protocol applied (stressors andlor escitalopram therapy)
did mat altered the sperm DA fragmertation; this may have happened
due to the interval established between the =nd of the excitalopram
treatment and the euthanasia, thus providing a natural recovery. in
fact, some spenm injuries can be reversible after the s=nd of certain
medication therapies.** On the other hand, concerning the sperm chro-
matin integrity ard maturity, there was a decrease inits compaction in
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rats after the period of the stress protocol, with or without escitalo-
pram treatment, as shown through the toluidine blue method; in this
case, the sperms DMA that presents low compaction and protamina-
tian hawe free phosphate groups that in tumn have affinity of this dye.
So, the tobuidine blue staining is an effective marker for a direct detec-
tion af protamine-deficient sperm, with alterations in physiclagical
rompaction of D& ™75

The epigencme present in sperm cells can be easily affectsd by
environmental alterations, and this can have a negative impact an
the paternal transgenerational epigenetic inheritance.”™ The paternal
DMA component has several epigenstics regulators that can affect
embryanic development™; thus, studiss an sperm compaction alter-
ations may constitute an importamt tool for understanding issues
related to infertility and tramsgererational inheritance. This deserves
further imeestigation.

In the present study. it was also analyzed the impact of stress
on male reproductive systemis. The celbular and molscular mecha-
nisms that are comrelated to the stress induced-depression are still
urclear.”" However, stress induces adrenal corticostercid release, ™
and an increase in corticosterone kewels canalter serotoninmetabolism
in the central and periphery nervous system.”™

In additicn, the stress can cause an impact on male reproduc-
tian altering the regulation of the sympathetic-adrenal system and
the hypothalamic-pituitary-adrenal (HPA) ods®? In fact, exposwre of
rats to chronic stress can negatively impact the testicular structure
and function; reduction in plasmatic testosterone bkevels; reduction
of sperm qualitative parameters (motility and morphologyl: reduc-
tion in antioddants enzymes and increass in 0% Chronic stress
increases gharocorticnids levels activating the HPA awis that in turn
suppresses. hypothalamic-pituitary-gonadal function®’ According to
Gilbeau and Smith (1985, in the chronic stress ewposure there
is @ suppression af the relexce of gonadotropin-relexcing hormaone
[GnRH] beading to a decrease in the secretion of luteinizing and follicke-
stimulating harmones. Furthermore, chranic stress exposure increases
serum carticosterone levels, and this could nhibit the testosterone
symitheesis caused by Leydig cells apoptosis and an impairment of the
stercidogenesis in these calls 5%

Finally, accordirg to Zou and collsborators (2019),°7 the stress-
induced spermatogenesis impairment would oocur due tec (i) induction
of cell cycle arrest in spermatogonia at GOVG1 phase; (8] apopio-
sis in testicular cells, mainly in spermatids. Indeed, alterations of the
CSP and sperm gualitative parameters were abseneed in the stressed
animals (5 and ES] such as significant reduction af the absolute and nel-
ative epididymal sperm counks [step 1% in the caput'conpus portian
comparatively to the controld groupSCL

[Escitalopram treatment can coour during the adolescence; however,
its effects on guantitative and gualitative sperm parameters and the
consequences on the fertility and offspring viability are still uncertain.
Thus, the harmiful effects of escitalopram therapy an the fertility must
be considered: espedially in patients of reproductive age wishing to
hawe children.

This is the first trarslational work investigating the effects of CM%-
induced depression applied from perpuberty on the reproduction of
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adult rats, whichwere treated or not with esctalopram, an S5R1. Thus,
the impact of escitalopram theragy from this age range in stressed
ard no stressed rats was also carried out since there is Fttle nforma-
ticn regarding the late reproductive corsequences of S5R1 treatments,
especially with escitalopram, and the neurcendocrine mechanisms that
meadulats the main reproductive sents.

Thus, based on the results obtained, we concluded that both the
therapy with escitalopram and the chronic mild stress triggered from
peripubs=rty can lead to an impairment of sperm qualitative ard guanti-
tative parameters in adult rats. 5o, even corsidering the interspecies
differences, an alert should be made regarding the sperm quality of
adalescents ard young adults and its possible impact on reproduction.
Thiz matter should be carefully addressed.

In addition to the study of the sperm parameters here sorutinized,
we believe that researches regarding the impairment aof the fertility
ard reproductive capacity in major depressive disorder, associated or
riat with the antidepressart therapies, should also be considered for
better understanding the impact of the current results on the future
fertility. This subject i the next goal of our group using the same
pratocol presented here.
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ANEXO 5 - Segundo manuscrito relacionado a tese submetido a publicacdo, em

revista indexada (o aluno como 1° autor e o orientador como ultimo)
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ANEXO 6 — Prémio José Carlos Prates — Melhor apresentacio oral na categoria
Doutorado no XXI Congresso do Programa de Pods-Graduacio em Biologia
Estrutural e Funcional da UNIFESP/EPM (Referente a Tese de doutorado do aluno)
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ANEXO 7 — Manuscritos publicados dentro da area de atuaciao do orientador em
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ORIGINAL ARTICLE

Resveratrol reverses male reproductive damage in rats exposed
to nicotine during the intrauterine phase and breastfeeding

Camila Monteiro Francisco [| Leonardo Wensing Fischer [| Vanessa Vendramini |
Samara Urban de Oliva | CamilaCicconi Paccola | SandraMaria Miraglia

Degartmaent of Morphology and Genetics,

Federal University of S50 Pado, S Pauls, Abstract
Bl Background: Nicotine leads to reproductive changes culrminating in male infertility and
Corespontesce subfertility. Resveratrol, a palyphenal, is a biological modulator. Sirtuin 1 (SIRT1) pro-

::;:;;:;;?;:;:.mﬂm“;m” Lein can positively act on male reproduction, and it expression can be affectad by nica-
of S0 Pado, S50 Paulo, Brazil tine and rodulated by resveratrol

Emailk mirigia.am@gmail.com Objectives: The capability of resveratral to reverse the repeoductive damape in adult
male affspring. which was nicotine-exposed during the intrauterine phase and breast-
Teading was i rmestigated,

Materials and methods: Four groups were established with male offspring boarn from
nicatine-exposed and non-exposed rat dams during pregnancy and lactation. Forty-
eight male Wistar rats were distributed into four groups: sham contral (SC), resvera-
trod (R), micating (M), and micotine + resveratral (ME) Rat dams of the N and NE aff-
spring were exposed to nicotine (2 mg/ke/day) during pregnancy and |actation using a
subseutaneously implanted minipump. The offspring of the R and NR groups received
resveratral (300 mg/ke of body weight. gavape] for 43 days from puberty. At 114 days
ol apge, the male rats were euthanized.

Reaubts: Nicotine did not alber the bady weight, biometry of reproductive organs, or
guantitative sperm parameters of adult offspring but caused an evident worsening
ol all sperm qualitative parameters studied. Daily treatment with resveratral from
puberty up to adulthood improved all qualitative sperm parameters significantly, lead-
ing some of therm close to the contral values. Resveratral also improved the morpho-
logical integrity and expression of SIRT1 in the serminiterous epithelium of nicotine-
exposed offspring.

Conclusion and Discussion: Resveratrol reversed the male reproductive damage
caused by nicotine Micotine crosses the blood-placental membrane and is present in
the breast milk of mathers who sroke. Resveratrol restored the altered reproductive
parameters in the male adult offspring that were nicotine-exposed during intrauterine
lite and breastieeding. The epigenetic modulating action of resveratrol can be imvalved
in this nicotine damage reversion. Resveratral may be a promising candidate bo be
investigated regarding the adjuvant strategies in the treatrment of male infertility.

© 2002 American Sockety of Andrology and European Academy of Androlegy.
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ORIGIMAL ARTICLE

Resveratrol benefits on sperm DNA, chromatin structure and
reproductive outcomes of varicocelized rats
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1 | INTRODUCTION

| Wanessa Vendramini |

Abstract

In waricocele, the main cause of sperm DMA damage B oxidative stress (O5).
Resveratrol, a polyphenol with antiokidant properties, can protect cells from injuries
caused by O5. We investigated the benefits of resveratrol against reproductive dam-
ape caused by experimental varicocele induced from peripuberty. Eighty peripubertal
male rats were distributed into 4 groups: sham-control (5], varcocele (), resveratral
(R) and varicocele treated with resveratral (VR) Varicocele was induced through the
partial ligature of the left renal vein. Resveratrol was given in a daily dose af 300 mg/
kg body weight (gavage). Sperm samples were collec ted at 100 days of age for vitality,
DMA fragmentation and chromatin protamination evaluations. OF analyses were car-
ried out. Rats from all groups were mated with healthy prirmiparows fermales for evalu-
ation of reproductive capacity and embryonic quality. The ¥ group showed reduction
of sperm vitality, altered chromatin protamination and sperm DMA integrity and high
lewels af O5. The VR group showed an improvement of oxidative status, sperm vital-
ity, DA integrity and chromatin structure, and an enhancement in the gestational
intbex and embryonic quality. Therefore, we showed in this experimental model that
reswveratrol is a promising nutraceutical adjuvant and should be deeply studied te miti-
gate sublertility in varicocels.

KEEYWORDS
miale reproduction, rat, resweratrol, spermatozoa, varicoceds

Iri varicocele, there is a reduction in the total antiosidant capac-
ity together with an inorease in the production of reactive axygen

Waricocele is the most common cause of infertility in the workd with
high incidence among adults and adolescents [Agarwal et al., 2012
Shefi & Turek, 2008) Epidemiclogical studies have shown that the
pnset of varicocele coincides with the onset of pubsrty (Akbay et al,
H00; Alsadkhan et al., 2014) and sl it has & progressive delsten-
ous effect on fertlity (Cayan et al, 2017) In fact, due to the high
prevalence of varicocels in adolescents, more attention shouwld be
directed to this population aiming an early therapy in order to awoid
irreparable consequences on the fertility [Abbasi et al., 20071

species (ROS) (Agarwal et al., 2012; Khosravanian et al., 2015) ac-
count for quantitative and qualitative sperm alterations (Agarwal
et al, 200 Blumer et al., 2012 Tavalaes et 2l 2014) Changes
in the sperm DA integrity are directly related to low fertiization
rates, embryanic developmental changes, failure in embryo mplan-
takion and increased rates of spontaneows abortion [Alvarer Sedd
etal., 317, Masr-Exfahani =t 2l 2005).

Anticwidant therapies have been considered promising thera-
pewtic alternatives for the treatment of mals nfertility {Guald-Frau

Andrologio 2022 54e14417.
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ORIGIMAL ARTICLE

Resveratrol improves sperm DNA quality and reproductive
capacity in type 1 diabetes

Joana M. Simas ' | Talita B. Mendes | [Lecnardo W. Fischer | Vanessa Vendramini
Sandra M. Miraglia ™

Laboratery of Developimental Biology,
Dipastmant of Morpkology aed Ganatics, Abstract

Fedderal University of Sas Pauls [UMIFESPL Background: In the coming decades, diabetes mellitus might affect 628 million indi-

S e, Bl viduals. |ts final impact on male fertility and reproductive outcomes should be con-
Correiganders sidered since the number of adolescents and young adults presenting diabetes is
Beana ML Simas and Sandra M. Minagh

m::hm D: :-!n-pl-nln:r ard ,_-m;.ﬁ rising. Resveratrol (RES), a polyphenol, is a biological modulator with multitarget and
Fedderal University of S Pauls [UMIFESR) muli-sction charserarittics.

Rua Betucats, 740, Leitds da Cunha
b‘:,dimf‘aﬂ,m_“’nubs: Brazil CEP- Objectives: to evaluate if RES i effective against the male reproductive damage

04023-200. canrsed by type 1 diabetes [DM1), focusing on sperm DA integrity and reproduc tive
Emai: jrr5 Bt mail com: miraglia s
il eom autcanme.

Materials and methods: At 30 dpp (days postpartum), male rats were divided inta 7

Fureing inf o thes

This study was finasced by the Coorsenagso | BTOUPS: Shamcontred (SC) RES vehicle RV RES [R) STZ-disbetic (0 induced at 30dpp
de Aperfeioamento de Peisoal de Nivel with &5 mg/kg of streptozatocin; STZ-diabetic + insulin (D) STZ-diabetic + RES
e st s £t (DR); STZ-disbetic + irsulin +RES (DIR). DR, DIR, and R groups received 150mg RES/
Personnel: finance code 000). ke bow./day by gavage (fram 33 to 110dpp). Dl and DIR received insulin (from day 5

affter DM induction until 110dpp). Blood glueose was monitored in ditferent time
points. Animals were mated with healthy females. Euthanasia accurred at 110 dpp.
Results: DB increased lipid peraxidation (testis and epididymis) and sperm DMA
fragmentation, alterations of chromatin structure, reduced mitochondrial mass and
acrosome integrity, causing a decline in fertility and pregnancy rates. RES improved
the parameters.

Discussion: RES, as an adjuvant, activates specific reactions against hyperghyesmia,
the main trigger of most complications of diabetes, by controlling oxidative stress,
probably &s & result of SIRT1 activation. We present here more evidences showing
its waluable role in diminishing disbetes seriousness to male reproduction, nat anly
to spermatogenesis in the first instance, but alse to sperm overall guality and fertility
outcomes, regardless of insulin treatment.

&, AMPE, -atrated bnas A0, inidine crange Syx BGM, biood placme t CPMAL, Ch AJ Aaury; D poup,
afraptzasinon-dabete rain: D groug. vinpiomessin-dabetic rei trested with mulie: DR proug, sireptooetecie-dabatic rats trested with nulie sad resversirat Ok, dabeie
el DR, Ssaayribomucsic s Dep. doys postpartum OF grosp. strepsaraindn-Sisbesc rais trasied ssh P, follich HPG aoi,

Aruitary il madac LH, LF: lpd HOA, whry MTG, MitoTrackes™ Gresn FAM: miDNA. mitochondrial DNA: 0% oodstres
afrase PHA, lsctin from Arechn hiypagana; PUF S, pofvernaturnsted fatty scxdc B grous, maverairol treated i RES. revesratret ROS. resctive coygen ipecen; RNS. reecaye sitrogen
npscem; RY groug, renverstrmol webicle-treated rety:; 3034, Sperm Chyomnatin Sreciu e Ay 305, wodiom dodecyl welfais 5C growp, sham control rats: SHETY, Srtein 15T
nfraptcacindr; T10K, fypa 1 Sistetes mal fon; T20M, type 2 dishetes malliuc THARS, thisharb@eric scid reactres subsisncm.
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ANEXO 8 — Manuscrito publicado dentro da area onde o aluno e a orientadora
encontram-se como coautores
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Efeitos da carbamazepina sobre o epididimo e possiveis impactos sobre a
maturacio espermatica

Epididymal effects of carbamazepine and potential impacts on sperm
maturation
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ANEXO 9 — Certificado de participacdo como membro da Comissao de Midias
Sociais do Programa de Pos-Graduacido em Biologia Estrutural e Funcional da
Universidade Federal de Sao Paulo (UNIFESP)
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