GRASIELLE AVELAR VIEIRA RODRIGUES

EFEITOS DA ADMINISTRACAO DE CLORIDRATO DE METILFENIDATO
(Ritalina®) SOBRE OS TESTICULOS DE CAMUNDONGOS BALB/C

Dissertacao apresentada a Universidade Federal
de Vicosa como parte das exigéncias do

Programa de POs-Graduacdo em Biologia

Celular e Estrutural, para obtencédo do titulo de

Magister Scientiae.

VICOSA
MINAS GERAIS - BRASIL
2019



Ficha catalografica preparada pela Biblioteca Central da Universidade

Federal de Vigosa - Campus Vigcosa

R696e
2019

Rodrigues, Grasielle Avelar Vieira, 1988-

Efeitos da administracdo de cloridrato de metilfenidato
(Ritalina®) sobre os testiculos de camundongos Balb/c /
Grasielle Avelar Vieira Rodrigues. — Vigosa, MG, 2019.

viii, 46 1. : il. (algumas color.) ; 29 cm.

Orientador: Sérgio Luis Pinto da Matta.
Dissertacdo (mestrado) - Universidade Federal de Vico
Inclui bibliografia.

1. Testiculos. 2. Reproducdo. 3. Espermatogénese em
animais. 4. Metilfenidato. I. Universidade Federal de Vicosa,
Departamento de Biologia Geral. Programa de Pos-Graduag
em Biologia Celular e Estrutural. Il. Titulo.

CDD 22. ed. 573.655

Sa.

LA.0




GRASIELLE AVELAR VIEIRA RODRIGUES

EFEITOS DA ADMINISTRACAQ DE CLORIDRATO DE METILFENIDATO
(Ritalina®) SOBRE OS TESTICULOS DE CAMUNDONGOS BALB/C

Dissertacdo apresentada a Universidade Federal de
Vigosa, como parte das exigéncias do Programa de
Pés-Graduagdo em Biologia Celular e Estrutural,
para obtencéo do titulo de Magister Scientiae.

APROVADA: 29 de julho de 2019.

Marcos\de—L-u%ca Moreira Gomes Slrlene de\ég,uia Rodrigues Sartori

Sérgio Luis Pit6 da M‘AW
(O taiill/

e



DEDICATORIA

Ao meu sobrinho Rodrigo:
O destino une e separa. Mas nenhuma forca é suficienatéapar esquecer pessoas que
por algum motivo um dia nos fizeram felizes.
Eternas saudades!



AGRADECIMENTOS

Agradeco a Deus por me permitir chegar até aqui. Por sengugm
todos os momentos da minha vida!

A minha mie, Amélia, pelo cuidado, pelas oracgées, por mueizes se
privar para me oferecer o melhor que podia, e pelo sewsoramor!

Ao meu pai, Gabriel, por me apresentar a UFV e “insistir” que eu deveria
estudar aqui. Hoje agradeco imensamente esse empurrdaozinba \eu exemplo!

A minha irma Isabella por compartihar momentos de alegria
descontragéo. Por ser companhia desde a infancia.

Ao meu marido, Hudson, com quem compartilho minha vida. Obrigada
por tornar meus dias mais leves.

A Uiara, D. Fatima, Sr. Jair e ao pequeno Gabriel potasegbém minha
familia!

A minha vové Doinha, que sempre comemorou minhas conquistas e
mesmo de longe torce pelo meu sucesso.

Aos meus tios, tias, primos e primas pela constante&&rEm especial
Teto, Lucas e Ana Eliza.

A todos os meus amigos. Obrigada pela amizade tdo verdadpoa
tornar minha vida mais alegre e florida!

Ao professor Sérgio, meu orientador, pelos ensinamepss carinho
constante durante esse periodo de convivéncia; sou maim® gla confianca, pelas
oportunidades e acima de tudo por acreditar em mim dgsd@e@ro momento!

A Fernanda, minha coorientadora, pela oportunidade de conviver um
pouco mais de perto durante o mestrado, pela receptividade, morotediporte
necessario para a coleta dos dados, pelas sabias ssgegtéle carinho com que me
recebeu.

Aos colegas e amigos do laboratério 333. Obrigada pelestde ideias,
pelos momentos de descontra¢do e por todo o carinho! Em especial “as meninas do
Sérgio”, Ana Luiza, Amanda Diane e Beth por todas as contribuicbes pegjeto. Sem
vocés nada seria!

A banca pelas valiosas consideracgdes.

Aos meus xodozinhos, Tininha, Billy e Lindinha que me permititar

dias mais alegres.



Atodos os animais utilizados no experimento.

Ao Departamento de Biologia Geral, pela oportunidade de abtdra
formagéo académica.

Ao Programa de Pés-Graduacgdo em Biologia Celular e &strut

Aos laboratorios de Biologia Estrutural, Biologia Maléar de Insetos e
Beagle por todo auxilio durante o projeto.

A UFV, por todo suporte durante meus dez anos de aprdodiza

Agradeco finalmente, a todos que de alguma maneira colabopara a
concretizacdo deste estudo, por toda a forca, pela torcidagpertudo desse certo,
porque embora ndo tenha sido uma experiéncia simplessefoi davida muito

edificante.



SUMARIO

1 11V PP Vil.......
AB S T R A T e e Vill......
1. INTRODUGAO GERAL ...ttt 1.
2. OBJIETIVOS .. 3.
2 T - VL PP C TR
2.2. ESPECIICOS ittt 3.
3. REVISAO DE LITERATURA ..o, 4.....
3.1 Metifenidato........ocveee e 4.
3.1.1. Classificagao farmacolOgiCa.............ceeeveiiuiiiiiiiiieeeee e 4....
T O o 1151 (0] ¢ = 5.
3.1.3. Propriedades farmacol0giCas.............ovieiiiiiiiiiieeieiiiiie e 6....
3.1.4. Farmacocinética e metabolisSmo..............cccceiveveiiiieviiinecieeeeeeeeee
3.1.5. MeCaniSMOS A€ @GAQ........cceurrruuieeeeiiiiiie ettt 7....
3.1.6. TOXICIAAAR. ....vuui e 8.....
3.2. Morfofisiologia dos TeStICUIOS.........ccovviiiiieiii e 10..
3.2.1. CElulas de LeYdig.........uuiieeiuiieeieiie e e et e e e eae 11...
3.2.2. ESPEIrMatOgENESE....ccuuuieeeii ettt 12....
3.3. ESLreSSE OXIOALIVO. .....cceiieeiiiii ettt eeaa s 12....
4. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .....cooiiiicee ettt 14.
ARTIGO ..t e e e e e e e e e e et e et ettt e e e e e e e e aeeaeees 20.......
1. INTRODUGAO ..ottt ettt e e e e te e ete e eree e 21.....
2. MATERIAL E METODOS ....ooiiviiiieeceeecie ettt 22...
2.1. ANIMaiS eXPENMENTAIS.......cevvieeeiiiie e e e e e e e et e e e 22...
2.2. Grupos experimentais e administracdo do farmaca..................c..coouenne. 23
2.3. Coleta do material biolOgICO.............vveiiiiiiiei e 23..
2.4. Processamento histolégico e microscopia de Juz..............cccooeeevvieennnnnnn. 23
2.5. Biometria teStiCUIAT.............oiiiiiiiii e 24....
2.6. Morfometria TUDUIAE ........ooiiiiiii e 24....

2.6.1. Proporcéo volumétrica (%) dos componentes dogparéa testicular... 24
2.6.2. Diametro tubular, altura do epitélio e comprimensotdbulos seminiferos24
2.6.3. indice tubulossomatico e epitelioSSOMALICO............ccoeevuvevveeeeeeennn. 25
2.6.4. Areas tubular, luminal, epitelial e relagéo tdiapitélio (T/E)............... 25



2.7. Morfometria INtertubular ...........coooooii i 25...
2.7.1. Proporcéo volumétrica (%) dos componentes ddubtdo................... 25

2.7.2. Diametro nuclear, volumes nuclear e citoplasmé&tioimero de células de

[0S Lo PP POPP PP 26......
2.7.3. indice LeydigOoSSOMALICQ. ..........ccveireeeeeeeeeecteeee et 26.
2.8. HiStOPALOIOGIA....cceeeeiie e 26.....

2.9. Estresse oxidativo tESHCUIAL...........coiiiiiiiiiee i 27...
2.9.1. Determinacgao de CatalaSe.........couuvuiiieeiiiiiiiiieeeeeeie e 27...
2.9.2. Determinacdo da superoxido diSmMULASE...........cvvviieeeeeeeiiiiieeeiiiians 27.
2.9.3. Determinacdo do malondialdeidQ.............ccoooviiiiiiiiiiiiiii e 27..
2.9.4. DeterminacGao de NILIEO..........vveeiieiiii et eeees 28
2.9.5. Proteina Total.........oooiiiiiiii e 28

2.10. Dosagem da teStOSLeroNa SEICA..........uuuieeiieeiiiiieeeeeeiiia e e eeeiiiae e eeeees 28..

2.11. Producao diaria de espermatozoides, numero de espermatozsidgetempo

de transito ePIdIdIMANIO .........uui i 28....
2.12. ANAlISES EStatiStICAS. ......cevviii et 29....
3. RESULTADOS ... .ottt ettt e e e e e e e e e e e e e eeeeeeeennennes 29.....
3.1. Peso corporal e biometria testiCular...............coviiiiiiiiieiie e 29.
3.2. Histomorfometria teStCUIAr. .........coovviiiiiieiiiii e 29...
G TRC TO o 1510 0 = 10 ] (0o [ = S 32....
3.4. Histomorfometria Intertubular ..o 33..
3.5. Estresse Oxidativo TeSHCUIAL...........oooeiiiiiiiiieeiiiii e 35..
3.6. TESIOSIEIONA SEICA ... .uu e eiieeiiiie e ettt e e e eeane 37....

3.7. Producao diaria de espermatozoides, numero de espermatozaidetempo

de transito epididiMANIO ........coovuii e 31....
4. DISCUSSAOD. ... oeccie et ee et e et e ete e e e e eteete e eneearaeareen, 38.....
5. CONCLUSOES.......coti ettt eteeeae e 42.....
6. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .......ooiieeeeeie e 43.

Vi



RESUMO

RODRIGUES, Grasielle Avelar Vieira, M.Sc., Universidade FdddeaVicosa, julho
de 2019 Efeitos da administracdo de cloridrato de metilfenidato (Ritalin&) sobre
os testiculos de camundongos Balb/ Orientador: Sérgio Luis Pinto da Matta.
Coorientadora: Fernanda Carolina Ribeiro Dias.

Metilfenidato é um estimulante que atua no Sistema Ne@estral, possuindo acdes e
estrutura semelhantes as anfetaminas. Foi usado inictelpera tratar fadiga. Hoje é
um medicamento muito conhecido no mercado para tratarsforno do Déficit de
Atencdo com Hiperatividade (TDAH). Em individuos com TDAH, os
neurotransmissores dopamina e noradrenalina apresentameg@ritefiem quantidade
e funcionamento. Desse modo, o mecanismo de acdo ddemdato consiste em
bloquear os transportadores de dopamina e noradrenalina.dBasestes dados, o
objetivo foi avaliar os efeitos de duas doses de metil¢midsobre os testiculos de
camundongos adultos, por meio de avaliacdes morfolodicaemétricashormonaise
espermaticasVinte e quatro camundongos Balb/c foram divididos alemtwente em
trés grupos experimentais (n=8): Grupo 01: controle (agua atkstil Grupo 02:
cloridrato de metilfenidato na dosagem dengg/dia (MFD20); Grupo 03: cloridrato
de metilfenidato na dosagem de 40mg/kg/dia (MFD40). O tratamentanetilfenidato
causou alteracdo do peso corporal que pode indicar efeitesgdausados pelo uso
prolongado do medicamento. O diametro do tubulo seminéderaiametro do lume
nao sofreram alteracbes com o tratamento. Em relagépercentual e volume dos
componentes tubulares, houve aumento na porcentagem de ¢Gepitélio, porém os
percentuais de lume e tunica prépria diminuiram. Os volumésbdéo, tanica propria
e lume reduziram nos grupos tratados. Neste estudo ndo diiservadas alteracbes
patolégicas significativas, mantendo inalterada a mitnatesa tecidual. Houve
reducdes nos percentuais de espaco linfatico, tecido ntmojue macrofagos, com
consequente reducdo no percentual de intertubulo. O tratammem metilfenidato
durante a fase adulta diminuiu as concentracfes plasmdtdegstosterona nos grupos
tratados e comprometeu o processo espermatogénico lexaedoicdo no nimero de
espermatides e espermatozoides, na producdo espermatiateenpo de transito
espermatico no epididimo. Dessa forma, pudemos compgoeao metilfenidato pode

prejudicar a fertilidade masculina.
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ABSTRACT

RODRIGUES, Grasielle Avelar Vieira, M.Sc., Universidade Faldde Vigosa, July,
2019. Effects of the administration of methylphenidate chloridrate (Ritalin®) on

Balb/c testis Advisor: Sérgio Luis Pinto da Matta. Co-Adviser: Ferna@taolina
Ribeiro Dias.

Methylphenidate is a stimulant that acts in the Centi@lvous System, possessing
actions and structure similar to amphetamines. It was lipitised to treat fatigue.
Today is a well-known medicine in the market to treat Attenbeficit Hyperactivity
Disorder (ADHD). In individuals with ADHD, the neurotransteits dopamine and
noradrenaline are deficient in both quantity and funcfidtnuis, the mechanism of action
of methylphenidate is to block the dopamine and noradrenaéinspiorters. Based on
these data, the objective was to evaluate the effectgooddses of methylphenidate on
the testes of adult mice through morphological, histameind hormonal evaluations.
Twenty four Balb/c mice were randomly divided into three erpental groups (n = 8):
Group 01: control (distilled water); Group 02: methylphenidate hydooidlel at a
dosage of 20 mg/kg/day (MFD20); Group 03: methylphenidate hydrochlaticke
dosage of 40 mg/kg/day (MFD40). Treatment with methylphenidase chased a
change in body weight that may indicate toxic effeetgssed by prolonged use of the
drug. The diameter of the seminiferous tubule and ludi@meter did not change with
treatment. In relation to the percentage and volumtheftubular components, there
was an increase in the tubule and epithelium percenbagehe percentage of lumen
and proper tunic decreased. The volume of tubule, properdadidumen reduced in
the treated groups. In this study, no significant pathodbgitianges were observed,
maintaining the tissue microstructure unchanged. Theree weductions in the
percentages of lymphatic space, connective tissue andphages, with consequent
reduction in intertubule percentage. Methylphenidate tredtnaeming adulthood
decreased plasma testosterone concentrations in thedtgraups and compromised the
spermatogenic process leading to a reduction in sperm and smenmt, sperm
production and sperm transit time in the epididymis. Thue, could prove that

methylphenidate can impair male fertility.
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1. INTRODUCAO GERAL

Metilfenidato € um estimulante que atua no Sistema Nervosural
(SNC), possuindo acdes e estrutura semelhantes asnasinfetaPode ser encontrado
sob a forma de um sal, o cloridrato de metilfenidato, seadacterizado como um po
cristalino branco, inodoro e fino, solivel em 4gua,@tanetanol, e fracamente sollvel
em acetona e cloroférmio (COSTA, 2016). A molécula deli@eidato foi sintetizada
pela primeira vez em 1944 pelo quimico italiano Leandro PaniZz@mpresa suica
Ciba, hoje conhecida como Novartis, foi a primeirpoesavel pela comercializacdo do
medicamento sob nome de Ritalina. O medicamento receteencegse em homenagem
a esposa de Pannizon, que tinha apelido de Rita (MYERS, 2007).

Metilfenidato foi usado inicialmente para tratar fadiga. H@&jeum
medicamento muito conhecido no mercado para tratasfbrao do Déficit de Atencéo
com Hiperatividade (TDAH). Este é um transtorno compon@ateque acomete em
maior numero criangas, caracterizado pela existéncia dedgs persistentes de
desatencdo, hiperatividade e impulsividade em situacdessabvedo cotidiano
(MORTON E STOCKTON, 2000). O medicamento pode ser encontradotrésb
formas, Ritalina®, Ritalina LA® e Concerta®. A primeira alesorcao imediata e as
duas ultimas de acao prolongada.

Em individuos com TDAH, os neurotransmissores dopamina (DA) e
noradrenalina (NA) apresentam-se deficitarios em quantidddec®namento. Desse
modo, o mecanismo de acao do metilfenidato, assim comafidgrainas, consiste em
bloquear os transportadores de dopamina (DAT) e noradrar(®iAT). Metilfenidato
se liga ao DAT e NAT e impede a recaptacdo de dopamina e @ahda para o
terminal pré-sinaptico levando ao aumento da disponibilidade ®smagbs dois
neurotransmissores. Esse aumento resulta num estado itde, viganifestando-se
fisiologicamente no aumento da capacidade de conceetraEsse aumento da
concentracdo tem levado pessoas saudaveis, em grandespadintes e trabalhadores
(que ndo apresentam critérios para diagnoéstico de TDAH dgugnautra doenca que
justifique o uso do medicamento), a utilizar esse faonpacza melhorar o desempenho,
tanto académico quanto profissional. Porém, o aumesgoniveis de DA e NA no
corpo estriado pode causar sérios efeitos colaterdis, €rs, estereotipia e disturbios
motores como tiques, convulsbes, palpitagbes, taquacatdpertensdo, mania ou
ideacao suicida (STAHL, 2005

As pesquisas ainda sdo escassas, principtdnmmen que diz respeito ao



aparelho reprodutor masculino. H4 evidéncias de que receptores D@pdmina
(DRD2) e varios receptores adrenérgicos sdo expressosstiosilos e espermatozoides
de ratos, camundongos e humanos (ADEOYA-OSIGUWA et al.,, 2006hoa o
mecanismo exato ainda ndo tenha sido identificado, es$éeslosc aparentemente
explicam o caminho dos efeitos do medicamento nos tcemrodutivos masculinos
dos mamiferos. Ha estudo demonstrando que a administragiseke terapéuticas do
medicamento provoca lesdes testiculares como vacgétizaeducdo do peso testicular
e da quantidade de espermatides arredondadas e perda de pesd (E&pELIPOUR,
2014) e, que doses altas tém levado ao aparecimento der d@matocelular
(DUNNICK, 1995). Portanto, neste estudo, avalkeue efeito do uso cronico de
metilfenidato sobre a biometria corporal e testicalldm dos seus efeitos sobre os
parametros histomorfométricos testiculares e espamsatie camundongos Balb/c em

idade reprodutiva.



2. OBJETIVOS
2.1. Gerais

Avaliar os efeitos de doses crescentes de metilfenidato @slesticulos de
camundongos adultos, por meio de avaliagbes morfolédicemétricashormonaise

espermaticas.

2.2. Especificos

v Obter o peso corporal e testicylar

v Determinar a proporcdo volumétrica e o volume dos coees
tubulares e intertubulares;

v’ Calcular os indices gonadossomatico (IGS), parenquima@ssonilPS),
tubulossomatico (ITS), epiteliossomatico (IES) e Liggdsomatico
(ILS);

v' Mensurar o diametro dos tlbulos seminifedidmetro do lume altura
do epitélio seminifero;

v’ Calcular o comprimento total dos tubulos seminiferos empcimento
total de tubulo por grama de testiculo;

v’ Calcular as areas tubular, luminal e epitelial;

v Avaliar as alteragGes estruturais do compartimento tybula

v’ Mensurar o diametro e volume nucleas volumes citoplasmatice
celular da célula de Leydig e calcular o numero del@ide Leydig por
testiculo e por grama de testiculo;

v’ Determinar a concentracdo das enzimas antioxidantelmseat@CAT),
superoxido dismutase (SOD) e glutationa S-transferase (@G83%)
testiculos;

v' Mensurar a concentracdo de 6xido nitrico (NO) e maltdelido (MDA)
nos testiculos

v Realizar avaliacdo histopatolégica dos testiculos;

v/ Mensurar a concentracao de testosterona sérica;

v/ Calcular a producdo diaria de espermatozoides, nUmero

espermatozoides e tempo de transito epididimario.

de



3. REVISAO DE LITERATURA
3.1. Metilfenidato
3.1.1. Classificagéo farmacoldgica

O metilfenidato (MFD) € uma droga psicoestimulante leve, que @bua
Sistema Nervoso Central (SNC) com acdes semelhanteanfietaminas. Suas
propriedades farmacoldgicas tém sido bem descritassewasecanismo de acdo néo
esta completamente elucidado (SOLANTO, 1998; CONNERS, 2002). Bemdato
(Figura 1) é derivado da piperidina, uma amina heterociclioca wm anel de seis
membros contendo cinco atomos de carbono e um atomo weyénio, e da
fenetilamina comum a dopamina e noradrenalaome quimico é metil 2-fenil-@2-
piperidil) acetato e apresenta uma massa molar de 233,311(GR#I1 et al., 2015).
A férmula pura é insolivel em ageaolivel em etanol, acetato de etila e éter (SOQUSA
2015).

.4 5

Figura 1. Estrutura do metilfenidato (SMITH, 2012).

Pode ser encontrado sob a forma de um sal, o cloridextmetilfenidato
(Figura 2), sendo caracterizado como um poé cristalinocbrainodoro e fino, soluvel
em agua, etanol, metanol, e fracamente sollvel etorace cloroférmio (COSTA,
2016). O MFD é comercializado como a mistura racémica @el-denantibmergsou

seja, consiste de uma mistura 1:1 de d-metilfenidato e lemidato.

o OCH;4

H
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Figura 2. Estrutura do cloridrato de metilfenidato (DUNNICK, 1995).



3.1.2. Historia

A molécula de MFD foi sintetizada pela primeira vez em 182ld quimico
italiano Leandro Panizzon. A partir da década de 50 efzafenteada e ensaios clinicos
passaram a ser realizados em humanos. O proprio Parizmesposa relataram fazer
uso da substancia, entdo descrita como estimulante eanbgido humor. Marguerite,
gue apresentava pressao arterial baixa, utilizava o dstitauespecialmente para
pratica de ténis. O medicamento recebeu o nome de Rigdindomenagem a esposa
de Panizzon, que tinha como apelido Rita (MYERS, 2007).

A empresa suica Ciba, hoje conhecida como Novartis,a f@rimeira
responsavel pela comercializacdo do medicamento sob denkitalina®. Em um
primeiro momento o farmaco foi indicado para tratargadirbnica, especialmente em
atletas, ndo estando, inicialmente, relacionado a diEgo®s psiquiatricos
(ITABORAHY, 2009). Em 1960 a Ritalina®i indicada no tratamento da “sindrome
hipercinética” (futuramente TDAH). Nos anos 80 ocorreu um aumento gradual do uso
de Ritalina® e outros estimulantes no tratamento de TDMpbartir do século XXI esse
aumento se tornou abusivo, gerando preocupacdo em estgsidhsarea. Segundo
uma pesquisa feita pela Organizacdo das NacOes Unidas, a prodwgdial de MFD
passou de 2,8 toneladas em 1990 para quase 38 toneladas em 2006 (IFABERA
ORTEGA, 2011).

O MFD ficou conhecido nos ultimos anos por sua associaQa®DAH
Atualmente, o TDAH € considerado por psiquiatras e neurtdsgigm transtorno
comportamental derivado de um conjunto de anormalidadesaeirs circuitos do
cortex pré-frontal comum em criancas e adolescerteéando a uma taxa de 5% a 7%
em todo o mundo (THOMAS et al., 2015). E caracterizado gd&iéncia de padrbes
persistentes de desatencdo, hiperatividade e impulsividadeiteagdes diversas do
cotidiano. Atualmente, entende-se que o0s sintomas pers&te a idade adulta, com
uma margem de 60%, embora muitos ndo saibam que os tRIFD@ambém tem sido
usado no tratamento de outras desordens, como depressi@depsda, lesdo cerebral,
dor, disturbios cognitivos e esquizofrenia (MORTON E STOCKT2000).

A comercializacdo do metilfenidato no Brasil teve inigio 998, quando a
Ritalina® foi inserida no mercado nacional. Atualmente, o MFEA efisponivel no
mercado brasileiro sob trés formas, Ritalina®, RitaliAf e Concertd A primeira de
absorcdo imediata e as duas ultimas de acdo prolonggdi;mcipal diferenca entre as

trés formulas é o tempo de acdo. A Ritdlinam duracdo menor no organismo por ter
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absorcdo imediata sendo necesséario que seja administeadaa 4 vezes ao dia
(RITALINA®. Bula, Novartis Biociéncias S/A)Por outro lado, Ritalina LA e
Concert& possuem tempo de acédo mais prolongado se comparadoireRRitabdendo
chegar a 13 horas. A acado do medicamento ocorre da fmadativa, permitindo que o

paciente ndo apresente alteragdes de humor e oscithgaese o dia.

3.1.3. Propriedades farmacologicas

O MFD é considerado a primeira escolha por especialistaopgeatamento
medicamentoso do TDAH, e segunda escolha no controle dalemsia e obesidade
(ITABORAHY, 2009). No TDAH, o MFD aumenta a concentracao, @giere memaoria
enquanto, que na narcolepsia produz estimulacdo do SNC, aumaentigilia,
diminuicdo da sensacédo de fadiga e elevacdo do estadoinde, &ntendido como
alegria e ligeira euforia (BRANT E CARVALHO, 2012).

A Ritalina® possui acéao de trés a quatro horas, sendo a ddsedi#ia de
10mg, administrada de trés a cinco vezes ao dia (RITAEINBula, Novartis
Biociéncias S/A). Os efeitos clinicos farmacologicas @dservados de 4 a 6 horas apos
uma dose oral. A Ritalina LAdeve ser tomada de uma a duas vezes ao dia com
dosagens de 10, 20, 30 ou 40mg, enquanto o Conceftaelh duracdo de 12 horas,
com apenas uma dose diaria, e se apresenta em dosagel® 86 e 5ig
(CONCERTA’. Bula, Janssen-Cilag Farmacéutica Ltda). Os efeitosafalogicos s&o
observados de 3 a 9 horas apds sua ingestdo, para as duwes doenpossuem acao
prolongada. Tanto para Ritalfiaquanto para Ritalina LAe Concerta L&, uma dose
diaria maxima de 60mg ndo deve ser excedida. Caso adogesa superior a maxima
permitida, pode ocorrer agitacdo, tremores, euforia, eggamusculares e convulsdes
possivelmente seguidas por coma.

Diante do seu efeito, principalmente em aumentarnaesdracdo, pessoas
saudaveis, em grande parte estudantes e trabalhadores (gapresentam critérios
para diagnéstico de TDAH ou qualquer outra doenca que justifiqueso do
medicamento), passaram a utilizar esse farmaco paraomaello desempenho
académico e profissional. Por outro lado, MFD ndo temssdodo para fins recreativos
ou por simples curiosidade, como acontece com outnbsténcias psicotropicas
(BRANT E CARVALHO, 2012).



3.1.4. Farmacocinética e metabolismo

As propriedades farmacocinéticas e o metabolismo do MiD iguais,
independente da idade do paciente, e da forma utilizada (de &bsmediata ou de
acao prolongada) (WIGAL et al., 2015). A dissolucdo do MFD lirgéo imediata
ocorre em maior parte no estbmago, enquanto que a dea@abgoojongada acontece
no intestino. Ambas as formas de liberacao séo dissolr@#ésido luminal intestinal e
depois sofrem difusdo passiva para os enterdcitos (COSTA,.2016)

O MFD apresenta curta duracdo, em média duas a trés hmrassaa
absorcdo completa, sendo metabolizado por meio do aisteenossomal hepético por
desesterificacdo pela carboxilesterase CES1Al, com féomdg &cido ritalinico.
Menos de 1% € excretado inalteradamente na urina, engB@dtt@ excretado como
acido ritalinico (MORTON E STOCKTON, 2000). Além do acido fitmo, séo
metabolizados outros produtos em menor quantidagldredeles, o lactamo (<1%
considerado farmacologicamente inativo), lactamo tesisado (5-12%) e o p-
hidroximetilfenidato (metabdlito ativo).

Héa ainda o metabdlito etilfenidato, formado quando se consdviteDoem
altas doses associado com bebidas alcoodlicas. Ess# réagma transesterificacdo
mediada pela CES1Al, e resulta na conversdo do éstdo metsente no MFD em
ester etilo formando o etilfenidato (VANDENBERG, 2016).

3.1.5. Mecanismos de acéo

Em niveis normais, 0s neurotransmissores dopamina (DWyadrenalina
(NA) sao liberados no cortex pré-frontal estimulando algensptores nos neurdnios
pos-sinapticos, o que possibilita niveis 6timos de transmidedsinais e descargas
neuronais (STAHL, 2014). Normalmente, DA e NA sao liberadaepdo atuar nos
receptores pos-sinapticos ou podem ser captados de volsaymtransportadores aos
neurbnios dopaminérgicos e noradrenérgicos, respectitamema vez dentro dos
neurbnios, sdo armazenados em vesiculas pelo trangpovesicular de monoaminas
(VMAT). Assim, essas vesiculas podem se fundir com abram, o que resulta em
maior liberacdo de DA e NA, garantindo que nunca alcancens mdacos.

E nesse ponto que o metilfenidato atua, bloqueando os traatkpes de
dopamina (DAT) e noradrenalina (NAT), assim como as anmfats, embora seja
sugerido que o efeito terapéutico do MFD se deve principalnaentdoqueio do DAT
(GATLEY, 1996; KUCZENSKI, 1997; PARK et al., 2014p. MFD se liga ao DAT e
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NAT e impede a recaptacdo de DA e NA para o terminal pr@tgindlevando ao
aumento da disponibilidade sinaptica dos dois neurotransmisdesse aumento
promove um estado de vigilia no individuo tratado, manifestaadiisiologicamente
no aumento da capacidade de concentracao, atencao e aemori

Por outro lado, o aumento dos niveis de DA e NA no corp@@s pode
causar efeitos colaterais como, estereotipia e disHirlitores como tiques
(VOLKOW et al.,, 2001). O aumento do nivel dessas catecolaminasiucleus
accumbens explica seu potencial como droga de abuso (KUCZENSEKGRL, 1997,
KUCZENSKI E SEGAL, 1999), na diminuicdo do apetite, insdniatagdo e psicose
(STAHL, 2005). Efeitos colaterais secundarios também poalesnecer no paciente
tratado com MFD, sendo os mais comuns as convulsOgsfagéaks, taquicardia,

hipertensdo, mania ou ideacéo suicida (STAHL, 2005).

3.1.6. Toxicidade

O metilfenidato tem sido considerado uma droga com danoserzodat
severos ou excessivos, tanto por sua utilizacao licitat@yer sua utilizacdo de forma
ilicita, como droga de abuso. Além dos efeitos colatpraistos na bula, estudosrté
demonstrado que outros danos estédo associados ao uso prolondenigad®e acordo
com NUTT et al. (2007), quando associados aos danos fisicogtilenidato tem
superado o tabaco, dietilamida do acido lisérgico (LSD), Cann@b&conha),
metilenodioximetanfetamina (MDMMA dentre outrasAtualmente existem poucas
pesquisas sobre a genotoxicidade e carcinogenicidade do MEDimiais ou humanos,
embora o farmaco esteja no mercado ha mais de 70 ADBYANI et al. (2006)
avaliaram os perfis da expressdo génica do corpo estriadéreloro em ratos com 30-
44 dias de idade. Neste estudo, os animais receberam 2mg/kgiiddde

Os resultados evidencan que o tratamento com MFD subcrdnico pareceu
potencializar a expressdo de genes especificos, dentre petesases de matriz
(ADAM-1, MMP14), seus inibidores (TIMP-2, TIMP-3) e fatoms crescimento (fator
de crescimento transformador B3[TGF- B3), cuja atividade é indicativa de plasticidade
neural e sinaptica. A exposicdo ao MFD durante adolesc@ocie causar mudancas
estruturais e funcionais nos circuitos estriados debcérrelacionados a recompensa.
Estes podem, por sua vez, explicar a agdo moduladorivgpodo MFD no
processamento comportamental alterado, demonstrado pgetas@nimais de TDAH.

Em relagdo ao cancer, estudos experimentais nos dao ag@onsobre
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efeitos da administragdo, em longo prazo, desta drogahaéie evidéncia de efeito
carcinogénico de metilfenidato em ratos, mas em camundboges alguma evidéncia
de atividade tumorigénica baseada no aumento da incidéntiendees hepatocelulares
em machos e fémeas em altas doses (50-60mg/kg de peso goAdéraldisso, em
camundongos em que foram administradas altas doses, &omeato na incidéncia de
focos eosinofilicos e focos totais no figado e um aumenmtoiumero de animais com
multiplos adenomas hepatocelulares (DUNNICK, 1995). Embarincidéncia de
carcinomas hepatocelulares isoladamente ndo tenhanegloea incidéncia combinada
de adenomas e carcinomas hepatocelulares foi aumentadeamundongos que
receberam alta dose.

FAZELIPOUR et al. (2014) relataram que a administracdo daomdose
indicada por especialistas, 10mg/kg/dia, acarretou a diminuicadicsitjva no peso
corporal de camundongos tratados com MFD por 40 dias, lagéoeao controle. Em
varias pesquisas foi demonstrado que a reducdo do peso tagimadministracéo de
MFD poderia ser devida a diminuicdo do apetite, acarretandornrsensumo de ragao
ou absorcao reduzida de nutrientes, que estdo diretamiaciereadosao peso corporal
e crescimento do animal. Outros efeitos inespecificopetlda de peso, que podem
afetar indiretamente o crescimento e o desenvolvimento puhetsem: complicacdes
gastrointestinais, retardo do esvaziamento gastrico ebsdrcdo. O mesmo estudo
evidencia ainda, discretas alteracGes histopatologicastariurfométricas testiculares
NOS Mesmos animais.

Poucos estudos foram realizados para investigar primamianos possiveis
efeitos do metilfenidato sobre os 6rgéos reprodutores firassUFAZELIPOUR et al.
(2014) evidenciaram discretas alteracdes histopatoldgicabistwomorfométricas
testiculares em camundongos tratados com 2mg/kg e 10mg/kg Depdt40 dias.
Houve aumento no nimero de espermatogobnias e diminuicéspdasura do epitéli
germinativo em todos os grupos experimentais. MONTAGNINI akt (2014)
demonstraram aumento significativo no volume do tecidersticial em ratos
submetidos a administracdo de doses diarias de 2,5 e 5mgikgleurante 40 dias.
O tratamento com MFD também resultou em diferentesaglbes na populacdo celular
do epitélio germinativo, como aumento no niumero de espernmasgdo tipo A no
grupo MFD 5.0; e no grupo MFD 2.5, houve redugcédo no niumero deregpeitos | no
preleptéteno. Desse modo, concluiu-se que o tratamento compdé® prejudicar a

espermatogénese.



CANSU et al. (2010) verificaram possiveis efeitos do MFD estidulos de
ratos Wistar submetidos a doses diarias de 5 e 10mg/kg durantes90 ¢yrupo MFD
5.0 apresentou reducdo de espermatides arredondadas no kstadioupo MFD 10
apresentou reducdo tanto nas espermatides do estadio Il doaestagio V, além de
menor peso testicular. Em relagcdo a expressdo dedatererescimento (TGF), p53 foi
aumentada no grupo MFD 10; e nos grupos MFD 5.0 e MFD 10, ass&or de TGF-
B1 foi reduzida ¢ o indice apoptdtico aumentado. Os pesos corporais permanmecer
estaveis em ambos os grupos. De acordo com CANSU, estdmdos mostraram que
o metilfenidato pode afetar negativamente a espermatogéfiesgpenas pela reducéo
do peso testicular e da quantidade de espermatides arredondadagmbém pelo
aumento da morte apoptética e da ativacdo da p53.

3.2. Morfofisiologia dos Testiculos

O aparelho reprodutor masculino é composto por testiculos, djendais,
glandulas acessorias e pénis (JUNQUEIRA E CARNEIRO, 2013kt@um € o 6rgao
responsavel pela espermatogénese e sintese de horm®aias SROSS, 2016). Nos
mamiferos, o testiculo é dividido em dois compartimentosrtubular (ou interstiai)

e tubular, sendo o compartimento tubular constituido dedsilseéiminiferos (RUSSELL
et al., 1990). A maior parte do testiculo € constituidaaopartimento tubular que
ocupa, na maioria dos mamiferos, de 70% a 90% do parénquirnalaesFRANCA E
RUSSELL, 1998). Os tubulos seminiferos sdo desprovidos de vasatdar sendo
constituidos por tunica prépria, epitélio seminifero e lGmetdnica propria envolve o
tubulo externamente, sendo composta de células mioibess €olagenas e membrana
basal. As células mioides s@o contrateis com cafsiitas de células musculares lisas,
sendo responsaveis pela movimentacdo de fluidos e propldsi@spermatozoides
através do lumen tubular (DAMASCENO, 2017).

No epitélio seminifero sdo encontrados dois tipos aaal as células que
constituem a linhagem espermatogénica (espermatogbnias, magmeEtos e
espermatides) e as células de Sertoli (KIERSZENBAUM, 2088xélulas de Sertoli
constituem um importante componente estrutural dosutstidEntre suas funcdes esta
0 suporte, a protecdo e o suprimento nutricional de espermatozoides em
desenvolvimento, e por meio de seus receptores para o tiorfobculo estimularg
(FSH) controla a iniciacdo e regula a espermatogénese (BAUC:t al., 1998

Os componentes do tecido intersticial sdo as células egydid, vasos
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sanguineos e linfaticos, feixes nem®® tecido conjuntivo, constituido por varias
células, principalmente fibroblastos, mastocitos e éfagos (RUSSELL et al., 1990).
A célula de Leydig € o elemento mais frequente do compemtd intertubular
(GODINHO, 1999). Possui receptor para o hormoénio luteinizante @.tdpresenta
marcante producdo de esteroides, a testosterona - g@kihormoénio produzido nos
testiculos, e seu metabdlito, a di-hidrotestosterotfiNQUEIRA E CARNEIRO,
2013). A testosterona é responsavel pela masculinizac@ojmelo desenvolvimento
da genitalia interna, desenvolvimento das caracterisecasis masculinas secundarias
e pela manutencdo da espermatogénese. A di-hidrotestosteroesponsavel pela
diferenciacdo dos 6rgdos genitais masculinos durante erdade (TEERDS et al.,
1999; YE et al., 2011).

3.21. Células de Leydig

As células de Leydig (ou células intersticiais) saoimaigas nos testiculos
durante o periodo embrionario. Sao células grandes, pokg@naosindfilas, que
contém goticulas de lipidios no citoplasma (ROSS, 2016).0Hstéalizadas no
intersticio dos testiculos, constituindo o principal congmbe enddcrino deste 6rgéo.
Apoés a puberdade e sob a estimulacdo do horménio lutemigar), as células de
Leydig sintetizam esteroides que incluem a testosteronaele metabolito, a
diidrotestosterona. Essas células sdo responsaveis pdiacfo de cerca de 95% da
testosterona circulante no homem adulto (BARDIN, 1996).stanée é produzido pela
glandula adrenal. A testosterona encontra-se ematecentracdes nos testiculos a fim
de impulsionar a espermatogénese, garantir a diferenalacgenitalia externa na fase
fetal, além de promover e manter o0s caracteres sexsacundarios. A
diidrotestosterona, por sua vez, é responsavel pela emgdot funcional das glandulas
acessorias e do epididimo (LUKE E COFFEY, 1994; FAN E ROBAIFEB8; GOYAL
et al., 1999).

Nos mamiferos, as células de Leydig podem ser temporament
subdivididas em seis categorias e incluem: as célulakegdig fetais; do recém-
nascido; da puberdade; adultas; sazonais e envelhecidasp@ositados, podem ser
destacadas as células de Leydig fetais, que sdo produtorestalterona responsavel
pela masculinizacdo fetal e as células de Leydig do tghatca produtoras de
testosterona responsavel pelas caracteristicas sese@sdarias e pelo processo
espermatogénico (KERR E KNELL, 1988).
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3.22. Espermatogénese

A espermatogénese é um evento fisiolégico complexenedrganizado de
divisdes celulares que ocorrem no interior dos tubwdasrdferos, com a finalidade de
produzir espermatozoides sendo inteiramente regulada pmohios (ROSS, 2016).
Acontece num intervalo de tempo entre 40 a 60 dias narima@s mamiferos
(RUSSELL et al., 1990), iniciando-se durante a puberdade.

A espermatogénese é dividida em trés fases distintasber: 1) fase
espermatogonial, em que as espermatogonias dividem-ga@tpee que irdo dar origem
aos espermatécitos primarios; 2) fase espermatociticaguad os espermatdcitos
primarios sofrem duas divisbes meidticas e produzemasehdploides, denominadas
espermatides; e 3) fase espermatidica ou espermiogénicgue as espermatides
diferenciam-se em espermatozoides maduros (RUSSELL é880; SHARPE, 1994)
No final da espermatogénese, as espermatides sofrem suagdatdinal e sao
liberadas no limen do tubulo seminifero durante um procEssaminado espermiagao
(ROSS, 2016).

Durante a puberdade, células denominadas espermatogdoniasninioi
processo de mitose produzindo geracfes de células-filhascéloia-filha se mantém
como ceélula-tronco e a outra inicia uma sequéncia deddigimitoticas, dando origem a
espermatogoénias do tipo A e do tipo B, morfologicameistinths. As espermatogdnias
do tipo B passam por divisdes mitGticas e completam eSfgsmtese de DNA) do ciclo
celular dando origem a espermatdcitos primarios. Os espaitoat primarios
duplicam seu DNA e, durante a anafase da meiose |, arigo® espermatocitos
secundarios. Estes entram na meiose Il, originando asnegues. As espermatides
diferenciam-se em espermatozoides num processo denomiesgermiogénese
(KIERSZENBAUM, 2008; JUNQUEIRA E CARNEIRO, 2013).

3.3. Estresse Oxidativo

O estresse oxidativo € causado pelo desequilibrio entre dugam de
espécies reativas de oxigénio e nitrogénio (EROs / ERNS) rpeones do meio
ambiente ou geradas pelo proprio organismo sendo o excesses dadicais livres
combatido por antioxidantes (SIES, 1985; PERSSON et al.,, 2BiMgnde-se como
radicais livres os &tomos ou moléculas que possuam um aig glétrons
desemparelhados no ultimo orbital externo, tornando-onatite reativo a qualquer

outro tipo de molécula como lipidios, proteinas e acidatemmos (VANNUCCHI et al.,
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1998).

O organismo humano sofre agdo constante de EROs e ERNse@c®sSs0
causa danos prejudiciais, como a peroxidacdo dos lipdgioeembrana e agressao as
proteinas dos tecidos e gembranas, as enzimas, aos carboidratos e ao DNA e &NA,
que tem sido relacionado a patogénese de varias doencas degenels principais
EROs sdo a hidroxila (O o radical livre mais deletério ao organismo, formado
principalmente pela reacdo de peroxido de hidrogéni®@fHo qual pode difundir-se
facilmente pelas membranas celulares, e o radical sugerdk)), que atua na
producdo do radical hidroxila e na defesa do organismo corfeecdes. Dentre as
ERNs destaca-se o 6xido nitrico (NO), que isolado ndo causa daoélsla, porém
pode reagir com o e gerar agentes com capacidade de alterar a estrutuicteiegs
(BARREIROS et al., 2006).

A protecdo do organismo contra as EROs e ERNs ocorre por deei
enzimas antioxidantes que podem ter origem no proprio corperann adquiridas pela
dieta. S&0 conhecidos trés sistemas enzimaticos antibeglasuperoxido dismutase
(SOD) que catalisa enzimaticamente. &n H,O, (DROGE, 2002); catalase (CAT),
encarregada de decompos@® em HO e O, (AEBI, 1984) e glutationa S-transferase
(GST) que catalisa a dismutacdo dgOkHlem HO e O, e participa da desintoxicacao
celular contra substancias exdégenas, por meio de conjugiagutationa com
xenobioticos e produtos aldeidicos que séo produzidos na gegagilipidica (HABIG
et al., 1974; HERMES-LIMA, 2004). Por meio destes sistemaspnaentracdo de
EROs € mantida dentro dos limites fisiologicos, formara$sim o mecanismo
antioxidante enzimatico (RIBEIRO et al., 2005). Existem aartt#xidantes biolégicos
como a bilirrubina, ubiquinona, carotenoides e &acido Uricématdla vitamina C
(ANTUNES-NETO et al., 2005).

A producdo de peroxidos e superdxidos de hidrogénio podem iniciar a
peroxidacao lipidica com a formacédo de radicais de agdmes. O malondialdeido
(MDA), produzido pela oxidacao lipidica, € um importante siadibor de estresse
oxidativo utilizado para quantificar a peroxidacdo lipidex@a amostras (JANERO,
1990; VANNUCCHI et al., 1998).
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ARTIGO

USO FREQUENTE DE CLORIDRATO DE METILFENIDATO (Ritali® CAUSA
REDUCAO NA PRODUCAO ESPERMATICA E AUMENTO DO TEMPO DE
TRANSITO ESPERMATICO EM CAMUNDONGOS BALB/C
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1. INTRODUCAO

O metilfenidato (MFD) € um medicamento indicado para tratar
normalmente criangas com Transtorno de Déficit de Atercéiperatividade (TDAH),
entre outras doengas do Sistema Nervoso Central, eomarcolepsia. Seus efeitos
colaterais mais frequentes sdo a agado broncodilatamstmia, reducdo do apetite,
alteracdes no humor, nauseas e vomitos e dores abdorAipaiscipio o medicamento
tem o poder de tranquilizar o paciente, estimulando sua&wetacao e sua capacidade
de focalizar-se em uma atividade por mais tempo, semsa¢@# ou aparéncia de quem
esta dopado, ao mesmo tempo sem ficar agitado (COUTINHO).2009

Em um primeiro momento o farmaco foi indicado para traidiga cronica,
especialmente em atletas, ndo estando, inicialmentacionghdo a diagndsticos
psiquiatricos (ITABORAHY, 2009). Em 1960 a Ritalfh#oi indicada no tratamento da
“sindrome hipercinética” (futuramente TDAH). Nos anos 80 ocorreu um aumento
gradual do uso de Ritalifiee outros estimulantes no tratamento de TDAH. A partir do
século XXI esse aumento se tornou abusivo, principalmetre @&populagéo de jovens
universitarios. Pressionados por provas, exames e toabdth faculdade, estudantes
comecaram a fazer uso do remédio, trocando o tradiciaf@ ou pé de guarana pela
Ritalina®. O objetivo seria melhorar a concentracdo e dimingamsaco, agindo como
uma espécie de anabolizante para o cérebro, para corsaguular mais informacéo
em menos tempo. No mercado de trabalho, ela também eparauo cardapio:
executivos passaram a procurar no medicamento uma fiegnsaportar batentes que
costumam ultrapassar dez horas (MATOS, et al., 2004).

Em individuos com TDAH, os neurotransmissores dopamina (DA) e
noradrenalina (NA) apresentam-se deficitarios em quantidddec®namento. Desse
modo, o mecanismo de acao do metilfenidato, assim como @daraimas, consiste em
bloquear os transportadores de dopamina (DAT) e noradrar(®iAT). Metilfenidato
se liga ao DAT e NAT e impede a recaptacdo de dopamina e @ahda para o
terminal pré-sinaptico levando ao aumento da disponibilidade ®smadbs dois
neurotransmissores. Esse aumento resulta num estado itie, \iganifestando-se
fisiologicamente no aumento da capacidade de concesgtrdPorém, o aumento dos
niveis de DA e NA no corpo estriado, podem causar sérits®tolaterais, entre eles,
estereotipia e disturbios motores como tiques, convylg@epitacdes, taquicardia,
hipertensdo, mania ou ideacéo suic&lpotencial uso como droga de abuso.

As pesquisas ainda séo escassas, principalmente no quespkEta ao
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aparelho reprodutor masculino. H4 evidéncias de que receptores D@pdmina
(DRD2) e varios receptores adrenérgicos sdo expressosstiosilos e espermatozoides
de ratos, camundongos e humanos (ADEOYA-OSIGUWA et al.,, 2006hoEa o
mecanismo exato ainda ndo tenha sido identificado, es$mslosc aparentemente
explicam o caminho dos efeitos do medicamento nos tcemrodutivos masculinos
dos mamiferos. Estudos demonstraram que a administracdosds terapéuticas do
medicamento tem sido relacionada a lesfes testisudasdteracdo do comportamento
sexual em modelos animais, danos no figado, além do apemntginde cancer
hepatocelular Porém, ha necessidade de estudo mais detalhado envolvendo
histopatologia, morfometria e estereologia testiculaesdizando-se anélises até agora
ndo efetuadas relacionadas ao processo espermatogénicantd?orneste estudo
avaliou-se o efeito do uso cronico de metilfenidato sobt@ometria corporal e
testicular, além dos seus efeitos sobre os paramétistomorfométricos e
estereologicos testiculares, o nivel de testostesmi@a e o0 tempo de transito
epididimario de camundongos Balb/c em idade reprodutiva.

2. MATERIAL E METODOS
2.1. Animais experimentais

Foram utilizados 24 camundongos machos Balb/c, pesanago3ne 45g,
em idade reprodutiva (80 dias), provenientes do Biotérior@ledd Centro de Ciéncias
Bioldégicas e da Saude da Universidade Federal de Vigo€ampus Vicosa. Os
animais foram mantidos no Biotério Setorial do Laboratde Biologia Estrutural do
Departamento de Biologia Geral com controle de iluminagébiente (12h claro/12h
escuro), umidade (60 70%) e temperatura (22 + 2°C), tendo acesso a alimeném(ra¢
comercial) e 4gua ad libitum. Os animais permaneceram entd@eatéoadaptacédo por
duas semanas. Para definir o tamanho da amostra utilizaprograma WinPepi, com
um nivel de significancia de 5% e um grau de certeza de 10%yiodp ao teste um
poder de 90%.

Todos os procedimentos experimentais adotados seguigarpadroes
determinados pelo CONCEA - Conselho Nacional de Control€&xerimentacao
Animal e aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais dersldade
Federal de Vigosa (CEUA/UFRV), sob o protocolo 70/2018.
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2.2. Grupos experimentais e administracdo do farmaco

Os animais forandivididos aleatoriamente em trés grupos experimentais
(n=8): Grupo 01-4gua destilada (controle); Grupo 02- cloriddatametilfenidato na
dosagem de 20mg/kg/dia (MFD20); Grupo 03- cloridrato de metilfenidato sage€im
de 40mg/kg/dia (MFD40). Apés a pesagem dos camundongos, os fprgrodratados
por 42 dias consecutivos, considerando o tempo de duraca&ucldodo epitélio
seminifero no camundongo (RUSSELL et al.,, 1990). A admig@&tralas doses foi
realizada de 12h em 12h (7h/19h) por gavagem através de clnaoletal orofaringea.
Foi administrado um volume de 0,5ml em cada dose, totdbzaml ao dia.

2.3. Coleta do material bioldgico

ApoOs 24 horas da ultima gavagem, os animais de cada grupo fjesaios
em balanca de precisdo 0,01g (AS500, Marte), anestesiadosopemtal (150mg/kg)
intraperitoneal e eutanasiados por exsanguinacao. faatdesangue foi realizada por
meo de puncdo cardiaca. O sangue foi centrifugado a 2000rpm pom@thsnpara
obtencéo do soro, que foi armazenado em microtubos e adogel20°C para analises
posteriores.

Em seguida, os testiculos foram removidos e pesdgdoatro testiculos
direitos foram congelados em nitrogénio liquido e armalsam freezer -80°C para
analises de estresse oxidativo e quatro testiculosodif®ram congelados no gelo e
armazenados a -20°C para analises de transito espern@sit¢esticulos esquerdo
foram fixados em solucdo de Karnovsky (paraformaldeido 4fiataraldeido 4%, em
tampéo fosfato de sodio 0,1M pH 7,4) (KARNOVSKY, 1965), por 24 hoeas,
transferido apés esse periodo para etanol 70%, sendoaddgilipara andlises

histométricas em microscopia de luz.

2.4. Processamento histologico e microscopia de luz

Fragmentos dos testiculos foram desidratados em mtvacées crescentes
de etanol (80%, 95% e 100%) e incluidos em 2-hidroxietil miktac(Historesift,
Leica). Secgbes semisseriadés 3um de espessura foram obtidas em microtomo
rotativo (RM 2255, Leica), respeitando-se intervalos demitmo, 40um entre 0s
cortes. As preparagfes histologicas foram coradas cahdaztoluidina - borato de
s6dio 1% e montadas com EnteflaiMerck, Frankfurt, Alemanha). As imagens foram

obtidas em fotomicroscépio de campo claro (Olympus BX -53, @akgpan) equipado
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com camera digital (Olympus AX 70 TRF, Tokyo, Japan) e daneatria foi realizada
por meio do software Imag& National Institute of Health, USA).

2.5. Biometria testicular

Depois de fixados, os testiculos esquerdos foram pesadogirAdpapeso
testicular foi calculado o indice gonadossomatico (IGS)GS representa o percentual
de peso corporal alocado em gbénadas, a partir da for@dg%) = (PG/PC)x100,
onde PG = peso das gonadas e PC = peso corporal. Parairdetesnpeso do
parénquima testicular a albuginea foi retirada e pesadaprdasdo seu peso do
testiculo inteiro. A relacdo entre o parénquima e o peso corporah #édice
parenquimossomatico (IPS), obtido através da equacaq?pPs (PP/PC)x100, onde

PP é o peso do parénquima testicular

2.6. Morfometria Tubular
2.6.1. Proporc¢éo volumétrica (%) dos componentes do parénquima testicular

A proporcao volumétrica entre 0os elementos que compdgrarénquima
testicular foi estimada a partir da contagem de 2.660 pqgup animal, utilizando-se
reticulo com 266 interseccdes (pontos), em aumento de 1Q0iXarelo-se a contagem
de dez campos aleatoriamente distribuidos para cada amioraln contabilizados
pontos incidentes sobre o tdbulo (tunica propria, epitééminifero e lume)e
intertibulo. Para céalculo do volume dos componentescukses foi utilizada a
formula: Volume = % de epitélio seminifero, % tanica pr@pdo lume ou%

intertibulo/100 x peso do parénquima de um testiculo.

2.6.2. Diametro tubular, altura do epitélio e comprimento dos tubuls seminiferos

O diametro tubular médio por animal foi obtido a partir dasueacao, ao
acaso, de 20 seccdes transversais de tubulos seminifer@grgaentavam diametro o
mais circular possivel, independente do estadio do ciolajee se encontravam. Nas
mesmas seccdes utilizadas para se medir o diametrartditmumensurada a altura do
epitélio seminifero, a qual foi tomada da tunica prépria aéme tubular. O valor
encontrado para a altura do epitélio, em cada tabulo, sepicel a média de duas
medidas tomadas de forma diametralmente opostas.

O comprimento total dos tubulos seminiferos por testiculd {i{; Texpresso

em metros, foi estimado a partir do conhecimento do voloocupado pelos tabulos
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seminiferos no testiculo e do didmetro tubular médiadobpara cada animal,
enpregando-se a formula (ATTAL E COUROT, 1968)TT = VTS/aR?, onde VTS =
volume total de tGbulos seminiferos; 7R 2 = area da seccao transversal dos tubulos
seminiferos; R = didmetro tubular/2. O comprimento totaltdbslos seminiferos por
grama de testiculo (CTT/g) foi calculado a partir da fdanCTT/g = (CTT/t)/peso
bruto dos testiculos (g).

2.6.3 indice tubulossomatico e epiteliossomatico

O indice tubulossomatico (ITS) refere-se ao percemteahnassa corporal
alocado em tdbulos seminiferos visando, portanto, quantific investimento em
producdo espermatica com relacdo a massa corporal, a garfiormula ITS =
(VTS/PC) x 100, onde VTS = volume do tubulo seminifero e=Rg&so corporalO
indice epiteliossomatico foi calculado a partir da fdar&S = (VES/PC) x 100, onde
VES = volume de epitélio seminifero.

2.6.4. Areas tubular, luminal, epitelial e relacdo tabulo/epitélio (T/E)
Para os calculos das areas tubular (ART), luminal (AREpitelial (ARE)
foram utilizadas as seguintes equacées: AR RT?, onde RT= raio tubular; ARL =

n x RL? onde RL = raio luminal; ARE = ARF ARL e a Relacdo T/E= ART/ARE.

2.7. Morfometria Intertubular
2.7.1. Proporcao volumétrica (%) dos componentes do intertibulo

A proporcédo volumétrica dos elementos do intertibulo dtaleelecida pela
contagem de 1000 pontos por animal, em imagens do intertubidasotos preparados
histologicos. Foram contabilizados os pontos incidentes smbrelementos do tecido
conjuntivo, macrofagos, vasos linfaticos, vasos sangsjneuicleo e citoplasma de
Leydig. Para o calculo utilizou-se a seguinte formBlaporcdo volumétrica (%) = (%
proporcao volumétrica de intertibulo x % proporcdo voluiggtdo componente no
intertibulo)/100. O volume (mL) dos componentes do intertiimals testiculos foi
calculado pela equacdo: Volume = % do elemento nos testiguPPT/100, onde:

PPT= peso do parénquima testicular.
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2.7.2. Diametro nuclear, volumes nuclear e citoplasmatico e niumero delulas de
Leydig

Para o célculo do didmetro nualanédio das células de Leydig, em pum,
foram medidos 30 nulcleos esféricos para cada animal, commatina perinuclear e
nucléolos bastante evidentes. A partir das férmulas @bfixam calculados entdo os
volumes nuclear (VNL) e citoplasmatico (VCL) e, consetgimente, o volume de cada
célula de Leydig (VL) VNL = 4/3nR?, onde R = raio nuclear; VCL = %CL x VNL/%
NL, onde %CL= proporcao volumétrica de citoplasma de LegdigNL = proporcao
volumétrica de nucleo de Leydig; VL=VNL + VCL.

O volume ocupado pelas células de Leydig por testiculo (Ydilalculado
pela seguinte equagdo: VLT (uL) = Proporgcédo volumétrica da célula de Leydig no
parénquima testicular x Peso do parénquima testicular/100.Juneradas células de
Leydig por grama de testiculo (VL/gT) foi obtido pela eqoag¢&L/gT) = VLT/peso
bruto dos testiculos. De posse do volume individual tldacée Leydig e do volume
total ocupado por estas células no testiculo, foranulealos o nimero de células de
Leydig por testiculo (NL/t) e por grama de testiculo (NL/g®) meio da seguinte
equacao: NL/t = VLT/VL; NL/gT = NL/PT, onde PT = peso de um tekticu

2.7.3. Indice Leydigossomatico
Este indice determina o percentual de massa corporabtal@en células de
Leydig, e foi obtido a partir da formula: ILS = (VCL/ P100, onde VCLT = volume

de células de Leydig nos dois testiculos e PC = pesorabrpo

2.8. Histopatologia

Para estimar as proporcdes de tubulos seminiferos noenpaitologicos, a
analise histopatoldgica se deu pela contagem, ao aca20) deccdes das preparacdes
histologicas. A classificacdo das patologias se deu gmioe de JOHNSEN (1970)
modificado por DIAS et al. (2019)ividido em oito niveis: Nivel % tdbulos integros,
com células germinativas dispostas no seu sitio de lacatz normal e poucos
vacuolos; Nivel 2- tubulos com vacuolos na base do epitélio; Nivel 3- tgam
vacuolos no apice do epitélio; NiveH4tubulos com vacuolos na base e no apice do
epitélio; Nivel 5- células espermatogénicas no interior do limen e presencélulas
em processo de degeneracdo; Nivel ttibulos apenas com células basais; Nivel 7

tubulos apenas com células de Sertoli; Nivel ®lbulos seminiferos desprovidos de
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células de Sertoli ou germinativas, caracterizando unadestirreversivel de
degeneracdo. Estes niveis foram agrupados em normal (nitelve ) niveis 2 e 3),
moderado (niveis 4 e 5) e severo (niveis 6, 7 e 8).

2.9. Estresse oxidativo testicular

Para as andlises do estresse oxidativo, foram utilizagltesticulos direitos
mantidos no ultrafreezer a -80°C. Os testiculos foraradusse homogeneizados em
1000puL de solugdo tampao fosfato de potassio (pH 7.4) e centrifugados a 12000 rpm,
4°C, por 10 minutos. O sobrenadante foi utilizado para dosdgeiwido nitrico (ON),
daserzimas antioxidantes superéxido dismutase (SOD), catalaSE),(@lutationa-S-
transferase (GST), de malondialdeido (MDA) e proteina t@aldados bioquimicos
foram normalizados em relacédo aos niveis de proteinanmtsbbrenadante. Todas as
concentragbes enzimaticas foram determinadas em dupliecs@ando um
espectrofotometro (UV-Mini 1240, Shimadzu) ou um leitor ELISAgfmo Scientific,
Waltham, MA, EUA).

2.9.1. Determinacao de catalase

A concentracdo da catalase (CAT) foi avaliada de acosdo @ método
descrito por AEBI (1984), medindo a taxa de decomposicao deigerde hidrogémi
(H202) em espectrofotbmetro a 240nm durante 60 segundos. Os resubbagos f

expressos em U/mg.

2.9.2. Determinacédo da superoxido dismutase

A concentracdo da superoxido dismutase (SOD) foi determimadaiter
de ELISA a 570nm, baseado na capacidade desta enzima ersacadalieacdo do
superoxido (@) em peroxido de hidrogénio £8,) e, assim, diminuir a razdo de auto-

oxidacéo do pirogalol (SARBAN et al., 2005). Os resultados fagmessos U/mg.

2.9.3. Determinacédo do malondialdeido

A concentracdo de malondialdeido (MDA) foi estimada aonéodescrito
por WALLIN et al. (1993), determinada por meio de curva padréparmir de
concentragbes conhecidas de 1,1,3,3- tetramethoxypropanel 88P@J]. Os resultados

foram expressosnepM/mg.
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2.9.4. Determinagao de nitrito
A concentragdo do oxido nitrico (NO) foi determinada peiondlo teor de
nitrito/nitrato pela reagéo de Griess (RICART-JANE et al., 2008)resultados foram

expressos emM.

2.9.5. Proteina Total
A proteina total foi mensurada utilizando albumina do sorinbocomo
curva padréo (LOWRY et al., 1951), e utilizada para homoger@®izdgs dados do

estresse oxidativo.

2.10. Dosagenda testosterona sérica
A concentracdo plasmatica de testosterona foi obtida pedtodo de
quimioluminescéncia, utilizando-se kit AccBs3estosterone (Beckman, USA). Os

resultados foram expressos em ng/dL.

2.11. Producéo diaria de espermatozoides, numero de espermatozoidédempo de
transito epididimario

As espermatides testiculares resistentes a homoge#eifastagio 19 da
espermatogénese) e 0s espermatozoides da cabeca/corpoaaddaepididimarios
foram contados como descrito por ROBB et al. (1978) efioado por FERNANDES
et al. (2007). O testiculo foi descapsulado, pesado e howiagdo em 5mL de NaCl a
0,9% (Triton X-100 0,05%) por 3 minutos. Em seguida diluido 5 vezB} fja mesma
solucéo e transferido para a camara de Neubauer, ondentabilizado o nimero de
espermatides resistentes a homogeneizacdo. Para idateamproducdo espermatica
diaria, o nimero de espermatides por testiculo foi idiwigor 4,84, que € o niumero de
dias em que as espermatides maduras estdo presentes tio seeiténifero de
camundongos (ROBB et al., 1978; FERNANDES et al., 2007). Danendsrma, a
cabeca/corpo e cauda do epididimo foram homogeneizados, ser2ld0qugede tecido
da cabeca/corpo e 100mg de cauda foram homogeneizados em swilugi® NaCl a
0,9% (Triton X-100 a 0,05%) por 3 minutos. Em seguida, o homaogedat
cabeca/corpo foi diluido 2 vezes (1:2), enquanto o da cauda nSoupasr uma
segunda diluicdo. Para o célculo do tempo de transitoaglia regido epididiméaria em
dias, o numero total de espermatozoides de sagtaento foi dividido pela producgéo
espermatica diaria (ROBB et al., 1978; FERNANDES et al., 2007)
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2.12. Andlises estatisticas

Os resultados obtidos foram submetidos a um teste de nded@lShapiro-
Wilk e em seguida ao teste de andlise de variancia (ANO¥A)s médias entre o0s
grupos experimentais foram comparadas pelo teste Student Nexeuss. Foi
utilizado o software STATISTICA for WINDOWS 3.11, considedta o nivel de

significancia p < 0,05. Os resultados foram expressos em media + desvio-padrao.

3. RESULTADOS
3.1. Peso corporal e biometria testicular

O peso corporal e os dados biométricos testiculares aptasentados na
tabela 1. O peso corporal reduziu em ambos os grupos satadoeso testicular e o
peso do parénquima reduziram no grupo de animais que recebemsgtkg/dia de
metilfenidato. O IPS reduziu no grupo de animais que reamb@fmngkg/dia de

metilfenidato. Somente o peso da albuginea e IGS nao aitecam os tratamentos.

Tabela 1. Peso corporal e os dados biométricos testiculares rdanceongos Balb/c
tratados com duas doses de metilfenidato (MFD).

Controle MFD 20 MFD 40
Peso Corporal () 41,97 +358 37,48+148 3772+241%
Peso Testicular (g) 0,26 + 0,04 0,18 + 0,04 0,22 + 0,05
Peso da Albuginea (g) 0,01 + 0,003 0,02 +0,0% 0,02 +0,0%
Peso do Parénquima (g) 0,24 +0,08 0,16 + 0,04 0,20 + 0,04
IGS (%) 0,62 +0,112 0,47 +0,1C¢ 0,59 +0,1G¢
IPS (%) 0,59 + 0,10° 0,42 +0,17F 0,54 + 0,09

IGS - Indice gonadossomatico; IPS Indice parenquimossomatico. Controle (dgua destilada)D N#©
(20mg/kg/dia), MFD 40 (40mg/kg/diaPados expressos como meédia *+ desvio-padrdo. Letras ndésreentre
grupos, representam diferenca significatipe0(05) (Student Newman Keuls).

3.2. Histomorfometria testicular

A estrutura tecidual pode ser observada na figura 3. A gagem e o
volume dos componentes testiculares e indices tubuldssone epiteliossomatico
estdo apresentados na tabela 2. Os percentuais de tuboimdfeses e epitélio
aumentaram nos grupos tratados, porém o0s percentuais da prdjria e lume
diminuiram. O volume de tdbulo diminuiu no grupo que recebeu 20m@kdt
medicamento e os volumes de lume e tunica prépria diramuém ambos 0s grupos
tratados. Nao houve alteracdes no volume de epit@idndice epiteliossomatico e no

indice tubulossomatico.
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Controle

MFD 20

MFD 40

Figura 3. Fotomicrografias de secgdes testiculares de camundonggeugdos controle e tratados com Metilfenidato
(MFD), nas doses de 20mg/kg/dia (MFD 20) e 40mg/kg/dia (MFD 4& Lume; EP = Epitélio seminifero; | =
Interttibulo. Barra: 20pm.

Tabela 2. Percentual (%) e volume (mL) dos componentes tubularesdices
tubulossomatico e epiteliossomatico de camundongos Baliidrlos com duas doses

de metilfenidato (MFD).

Controle MFD 20 MFD 40
Tabulo (%) 86,27 £ 2,232 92,25 £1,06° 90,78 + 1,86
Epitélio (%) 62,05+ 0,660 80,66 + Q96> 80,91 + 1,200
Tanica Prépria (%) 10,37 £ 1,422 2,34 + 0,64° 2,25 +£0,12°b

Lume (%)

13,85+ 1,472

9,25 +0,74°

7,61 £2,27°

Volume Tabulo (mL) 0,21 + 0,032 0,15 + 0,04b 0,19 + 0,04
Volume Epitélio (mL) 0,15 + 0,022 0,13 +0,08 0,17 +£0,08
Volume Tunica Propria (mL) 0,03 + 0,004 0,004 +£0,002 0,005 £ 0,001
Volume Lume (mL) 0,03 +0,012 0,01 +0,008 0,02 + 0,004
ITS (%) 0,51 £0,09 0,39 +0,10° 0,49 + 0,082
IES (%) 0,36 + 0,06 0,34 + 0,09 0,44 + 0,08

ITS - Indice tubulossomatico; IES indice epiteliossomatico. Controle (agua destilada), MBD(20mg/kg/dia),
MFD 40 (40mg/kg/dia)Dados expressos como médidR Letras diferentes, entre grupospresentam diferenca
significativa(p<0,05) (Student Newman Keuls).
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Os diametros de tubulo, lume e altura de epitélio, congmtintotal de

tubulo por testiculo e por grama de testiculo, as dtdadar, epitelial e luminal e a

relacdo tubulo/epitélio estdo apresentados na tabelaltira do epitélio aumentou no

grupo que recebeu #A@ykg/dia do medicamento e o comprimento total de tubulo por

testiculo diminuiu no grupo que recebeur@fkg/dia.

Tabela 3.Morfometria de tubulo seminifero de camundongos Bathtados com duas

doses de metilfenidato (MFD).

Controle MFD 20 MFD 40

Diametro de Tiibulo (um) 199,29+8,81¢  196,93+12,18  200,9 15,152
Altura do Epitélio (um) 75,37+3,23  76,15+3,03 81,13+ 4,44
Didmetro de Lume (pm) 48,56 + 8.45¢ 44,63+ 7,99 38.67 £11,79
CTT/t (m) 6,83+ 1,260 4,86 +1,47 5,82 + 0,61
CTT/gt (m/g) 26,44 £2,610 2732+394 26,80 +4,17
Area do tabulo (pm?x10%) 3,12+ 0,28 3,05+ 0,38 3,18+ 0,48
Area do limen (um?x10%) 0,19+0,063* 0,16+ 0,068 0,13+ 0,078
Area do epitélio (nm?x10*) 2,93+ 0,232 2,87+ 0,352 3,02+ 0,462
Relacdo Tubulo/Epitélio 1,06 £0,02¢ 1,05+ 0,022 1,04+ 0,032

CTT/t- Comprimento total de tibulo seminifero por testicCTT/gt- Comprimento total de tabulo seminifero por
grama de testiculo. Controle (dgua destilada), MFD 20 (2@ydig), MFD 40 (40mg/kg/dia). Dados expressos
como média * desvio-padrdo. Letras diferentes, entre griggmesentam diferenca significativa<(,05) (Student

Newman Keuls).
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3.3. Histopatologia
A figura 4 representa os dados da analise de tubulos pgatsodldo houve
diferengas quanto ao percentual de patologias leves, moderseasras.

A

=}
o
J

[ Controle
=3 MFD 20
B MFD 40

8

%de tubulos seminiferos
8 3
1 i

a a a aa a
o

(=]
1

Leve Moderada Severa
Grau de patolgias
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Figura 4. A - Proporcao de tdbulos seminiferos patoldégicos em camunddogogrupos controle e tratados com
metilfenidato (MFD), nas doses de 20mg/kg/dia (MFD 20) eg#dg/idia (MFD 40). Dados expressos como média +
desvio-padrdo. Letras diferentes, entre grumgsesentam diferenca significatiga=0,05) (Student Newman Keuls).

B- Secc0es histoldgicas de testiculo de animais tratzmhodVietilfenidato, evidenciando as patologias encontradas.
D= Degeneragéo*= Tubulos apenas com células de Sertoli; Seta = Vac@dos = 20um.
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3.4. Histomorfometria Intertubular

A porcentagem e volume dos componentes intertubulatés epresentados
na tabela 4. Os percentuais de intertibulo, espaco Ilmfétécido conjuntivoe
macréfagos reduziram nos grupos tratados. O percentual dm rdelLeydig reduziu
no grupo de animais que receberamg®g/dia de metilfenidato enquanto o percentual
do citoplasma de Leydig aumentou em ambos 0s grupos trai#mfiouve alteracdes
nos percentuais de vaso sanguineo e células de Leydig.

Os volumes de intertdbulo, espaco linfatico, nucleo dgdige tecido
conjuntivo e macréfago diminuiram em ambos os grupogitrat®s volumes de vaso
sanguineo e célula de Leydig reduziram somente no grupoich&is que receberam
20mgkg/dia de metilfenidato. Nao houve alteragbes no volume wplasma de

Leydig.

Tabela 4.Percentual e volume dos componentes do intertubulordenckongos Balb/c
tratados com duas doses de metilfenidato (MFD).

Controle MFD 20 MFD 40

Intertibulo (%) 13,73+£2,73= 7,75+ 1,06 9,22 +1,86°
Vaso sanguineo (%) 0,81+0,28  0,14+0,122 0,59 + 0,852
Espaco Linfatico (%) 5564+ 1,660 0,40 +0,44> 0,33 £ 0,40°
Nucleo de Leydig (%) 2,01+ 0,392 1,27 £0,34> 1,64 +0,47°
Citoplasma de Leydig (%) 4,52+ 0,572 565+1,07> 6,41 + 1,30P
Leydig (%) 6,54+ 0,68 6,91+ 1,32 8,05+ 1,74
Tecido Conjuntivo (%) 0,45+ 0,132 0,31 +0,13> 0,26+0,11°
Macrofago (%) 0,55+ 0,38 0,00+ 0,00>  0,01+0,01°
Intertbulo (mL) (x10 ™) 336 £ B 120 +26 189 £ 52
Vaso sanguineo (mL) (x10) 20+ 8,152 2,42 +224> 11,40+ 15,232
Espaco Linfatico (mL) (x10% 136,17 +49,83* 6,5 + 7,4 5,7+ 6,80

Nucleo de Leydig (mL) (x10%) 49,01+ 10,55 19,5+5,1> 33,7+ 11,6
Citoplasma de Leydig (mL) (x10%) 110,84 21,952 87,3 + 1%  133,2+45

Leydig (mL) (x10 159,85 £27,35* 106,7 +23,5> 166,9 + 56
Tecido Conjuntivo (mL) (x10%)  11,03+3,312 4,9+2,6 53+2,1b
Macréfago (mL) (x10%) 13,55+ 10,16* 0,00 +0,00> 0,00 £ 0,00°

Controle (4gua destilada), MFD 20 (20mg/kg/dia), MFD 40 @Rgidia). Dados expressos como média + desvio-
padrdo. Letras diferentes, entre grypepresentam diferenca significati@e=0,05) (Student Newman Keuls).
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A estrutura intertubular pode ser observada na figura 5Spad&metros
morfométricos e estereoldgicos das células de Leyst@peapresentados na tabela 5.
N&o houve alteracdes no didmetro e no volume nuclearegdig. Os volumes do
citoplasma de Leydig e de célula de Leydig aumentarararmebos os grupos tratados.
O volume de célula de Leydig por testiculo diminuiu no grdgo animais que
receberam 2@g/kg/dia de metilfenidato, porém o volume de célula de Leyuig
grama de testiculo ndo alterou nos grupos experime@aisimero de células de
Leydig por testiculo diminuiu em ambos 0s grupos experinsegtguanto o nimero de
célula de Leydig por grama de testiculo diminuiu somewtegrupo que recebeu
20mg/kg/dia de metilfenidato. Nao houve altera¢des no indipdig@ssomatico.

MFD 20
MFD 40

Figura 5. Fotomicrografia de sec¢@es testiculares evidenciandtri#iega intertubular de camundongos dos grupos
controle e tratados com Metilfenidato (MFD), nas doge2amg/kg/dia (MFD 20) e 40mg/kg/dia (MFD 40). NL =
Nucleo de Célula de Leydig; * = Citoplasma de Céluladpjlg* = Espaco linfatico; VS = Vaso sanguineo; TC =
Tecido conjuntivo. Barra: 10p m.
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Tabela 5. Pardmetros morfométricos e estereoldgicos dasasélde Leydig de
camundongos Balb/c tratados com duas doses de metili2GMBD).

Controle MFED 20 MFD 40
Diametro Nuclear (um) 6,65+ 0,232 7,17+ 1,172 7,17 £ 0,752
Volume do Niicleo (um?) 154,0245,58* 204,71 +80,83* 197,91 + 60,05
Volume do citoplasma (pm?) 356,30+79,74* 898,36 £334,54b 788,21+256,01°
Volume da célula (nm?) 510,33+90,52* 1103,07+410,97> 986,12+313,48>
Volume de Leydig/ t (x10) (um?) 15,98 2,732 10,7+ 2,4b 16,7 + 5,60
Volume de Leydig/ gt (x16) (um?) 62,10+ 6,4¢ 61,3+ 9,5 74,2+ 16,40
Numero Leydig / t (x10) 32,57 +9,89: 11,8+7,12° 17,3 +4,4b
Namero Leydig / gt (x10) 12,66 3552 6,8 + 4,24° 8,05+ 2,7
ILS (%) 0,038 0,007 0,028 + 0,006 0,044 0,014

t — testiculo; gt— grama por testiculo; ILS- Indice Leydigossomatico. Controle (agua destilada), MFD 20
(20mg/kg/dia), MFD 40 (40mg/kg/dia). Dados expressos corgdiant desvio-padrdo. Letras diferentes, entre
grupos representam diferenca significatie<0,05) (Student Newman Keuls).

3.5. Estresse Oxidativo Testicular

A figura 6 representa os graficos da concentracdo dasanantioxidantes
CAT, SOD e GTS e as dosagens de MDA e NO. Nao houvedesanas dosagens
CAT, GTS e NO, no entanto, SOD e MDA reduziram em amba@sup®s tratados.
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Figura 6. Atividade das enzimas antioxidantes e dosagens de malaid@ld Oxido nitrico testiculares em
camundongos dos grupos controle e tratados com MetilfenitlE®)( nas doses de 20mg/kg/dia (MFD 20) e
40mg/kg/dia (MFD 40). CAT- Catalase; MDA- Malondialdeido; GST- Glutationa S-transferase; NOOxido
Nitrico; SOD — Superoxido Dismutase. Dados expressos como média + g¢eslife. Letras diferentes, entre
grupos representam diferenca significati@e<0,05) (Student Newman Keuls).
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3.6. Testosterona Sérica
A figura 7 representa os niveis de testosterona séricamsis tratados.
Houve redugdo em ambos os grupos que receberam metilfenidato.
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Figura 7. Concentragdo de testosterona sérica em camundongos dos gmipoke e tratados com Metilfenidato
(MFD), nas doses de 20mg/kg/dia (MFD 20) e 40mg/kg/dia (MBP Dados expressos como média + desvio-
padréo. Letras diferentes, entre grupos, representaremfa significativgp<0,05) (Student Newman Keuls).

3.7. Producéo diaria de espermatozoides, numero de espermatozoidésmpo de
transito epididimario
Os resultados da producdo diaria de espermatozoides, numero de

espermatozoides e tempo de transito epididimario estdo eafadss na tabela 6. O
namero de espermatides por testiculo e por grama deulestiem como a producao
espermatica diaria por testiculo e por grama de testitodinuiu em ambos os grupos
tratados com metilfenidato. O nimero de espermatozpaetesticulo na cabecga/corpo
e cauda do epididimo aumentou no grupo que recebeu 40mg/kgfdetitienidato. Ja
0 numero de espermatozoides por grama de testicul@begalcorpo diminuiu em
ambos 0s grupos, no entanto, na cauda do epididimo diminugns®mo grupo que
recebeu 20mg/kg/dia do medicamento. O tempo de transito epadiolima cabeca/

corpo e na cauda do epididimo aumentou nos dois grupos.
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Tabela 6. Producéo diaria de espermatozoides, nimero de espermatazoésgo de
transito epididiméario de camundongos Balb/c tratados comdhiszes de metilfenidato
(MFD).

Controle MFD 20 MFD 40
Numero de esperméatide/t 8,22+ 0,602 6,96 +0,08> 7,2 £0,49°
Numero de esperméatide/gt 169,99 +7,98: 54,4 £12,00> 60,88 +5,25"

Producédo espermética diaria/t 1,69+ 0,122 1,43 £0,01° 1,48 +0,10°
Producéo espermatica diaria/gt 28,08+ 0,27¢ 10,69+ 1,96> 11,63 £1,01°
Numero de espermatozoide CC/t 2,89+ 0,422 4,68+ 0,762 4,93 +0,16°
Numero de espermatozoide CC/gt 168,64 £ 1,62 138,75+ 3,53 139,58 +6,48°
Tempo de transito CC 1,73+ 0,16° 3,26+ 0,560 3,32 £0,100
N° de espermatozoide cauda/t 2,89+ 0,252 2,59+ 0,132 3,47 £0,300
N° de espermatozoide cauda/gt 180,41 £7,66* 136,66 = 7,66> 175,62 +),882
Tempo de transito na cauda 1,72+ 0,26° 1,8+£0,07° 2,32 £0,04°

t — testiculo; gt— grama por testiculo; CS cabecga/corpo do epididimo. Controle (agua destilada), M&D
(20mg/kg/dia), MFD 40 (40mg/kg/dia). Dados expressos corgdiant desvio-padrdo. Letras diferentes, entre
grupos, representam diferenca significative0,05) (Student Newman Keuls).

4. DISCUSSAO

Este estudo descreve os efeitos da administracdo deemdtlfo em doses
de 20 e 40mg/kg/dia sobre parametros espermaticos e reposddévcamundongos
Balb/c. Observaram-se alteracbes em parametros biométnidngares, intertubulares e
espermaticos. Verificoge a reducdo do numero de espermatides nos testiculos e
prejuizo a producdo espermatica diaria, resultando nanuighb da producdo de
espermatozoides, além de aumento do tempo de transito e amgrupos tratados.

A analise do peso corporal fornece informacdes importastdse a
toxicidade geral de um composto e possiveis implicacfesammade (FERNANDEZ
et al., 2008)Neste trabalho, a administracdo diaria de ambas as dosiesidio peso
corpéreo dos animais. Em concordancia com nossosa#ssljta administracdo diaria
de metilfenidato via gavagem nas doses de 2mg/kg/dia e 10mg/kgladsmuca
diminuicdo significativa no peso corporal de camundong@<ZEEIPOUR et al.,
2012). Em ratos, a administracdo diaria via gavagem de madte reduziu o ganho
de peso de forma dose-dependente, observado em animais pived@ses acima de
50mg/kg/dia (BECKMAN et al.,, 2008), bem como em adultos em das@sa de
20mg/kg/dia (TEO et al., 2002).

Estudos demonstram que um dos efeitos colaterais maminoente
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associado ao tratamento com metilfenidato € a faltgpeteaque ocasiona a perda de
peso, mas tal sintoma tende a desaparecer com o tempd-T@QUe:t al., 2003;
PTACEK et al., 2009).

Em nossos achados, o peso dos testiculos reduziu ctvatamento de
20mg/kg/dia de metilfenidato. Ha indicios de que o metilfénidaossa promover
mudancas no perfil de hormoénios sexuais, em machos, pordagéa sobre a fungéo
das células de Leydig (ADRIANI et al., 2006). Dados na liteeademonstram que o
tratamento via gavagem na dose de 10mg/kg/dia, causou diminuicaoonegiesilar
de ratos (CANSU et al., 2011). Outro estudo em ratos, demomgteoa administracéo
via gavagem de 15mg/kg/dia de cloridrato de cocaina, estrututalsemelhante ao
metilfenidato, por 100 dias, resultou em reducdo do peso test{GEORGE et al.,
1996). Essa diminuicdo do peso testicular pode ser interpretadaw indicador de
deplecdo de células germinativas e consequente reducdo nadpraeskpermatica
(LANNING et al.,, 2002). Nao houve alteracdo do IGS e ITS em anasogrupos
experimentais, ressaltando-se que, esses indices, quankdasvaconjuntamente
guantificam o investimento do corpo na producéo espermatica.

O diametro do tubulo seminifero e diametro do lume néo raoire
alteracbes com o tratamentA. altura do epitélio aumentou no grupo que recebeu
40mgkg/dia do medicamento. De acordo com FRANCA ESSELL (1998), o
didmetro tubular ndo sofre alteracéo significativa apéstabelecimento da maturidade
sexual. Ja a altura do epitélio seminifero, na maiosaedpécies domésticas, apresenta
pequenas variacdes devido a associacdes celulares owearas células de Sertoli.
Assim como os diametros, as areas de tubulo seminifetéliepu lume ndo alteraram
com o tratamento. A relacdo tubulo/epitélio que permitdiaava area de epitélio em
relacdo a area tubular também néo apresentou difefestes. achados sdo semelhantes
aos encontrados em grupos de ratos tratados com 2,5mg/kg/@iag/kg/dia de
metilfenidato via gavagem (MONTAGNINI, 2014), os quais naoraigan diametro
tubular. Porém, ratos tratados com 15mg/kg/dia de cloridratmchina via gavagem,
apresentaram o diametro médio dos tubulos seminifediszido (GEORGE et al.,
1996). Em estudo semelhante, houve diminuicao significativaspessura do epitélio
germinativo no grupo de camundongos que recebeu metilfenidat@aorente por
gavagem na dose de 2mg/kg/dia, e no grupo que recebeu umded@Seng/kg/dia
(FAZELIPOUR et al., 2014).

Em relacdo ao percentual e volume dos componentes refukambora
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houvesse aumento no percentual de epitélio e tubulo, hedvedo do volume de
tubulo, em razdo da reducdo do peso parenquimal. A reducaorocestpais de lume
tunica propria refletiu na reducéo do volume desses comgsnem ambos 0s grupos
expostos ao metilfenidaté.reducdo no percentual de tanica propria pode refletir danos
ao processo espermatogénico, porém, ainda ndo se tem caitecataro sobre essa
relacdo (BHIDE et al., 2005; ORGEL et al., 2009; ADAM et al., 2011).

Neste estudo ndo foram observadas alteracdes patol&ggaficativas,
mantendo inalterada a microestrutura tecidual. Esteadashs&o semelhantes aos
encontrados em camundongos tratados com 2 e 10mg/kg/dia tdienm@to por
gavagemnos quais nao foram observadas alteracfes histopatai@igeeficativas para
vacuolizacdo de células de Sertoli, descamacao de c@etasnativas maduras ou
alteracdes de células de Leydig (FAZELIPOUR et al., 2014).

Neste estudo houve reducdes nos percentuais de espacoolinfétido
conjuntivo e macrofagos com consequente reducdo no peateld intertubulo.O
componente testicular mais sensivel a exposicao potesgerternos é o intertubulo
(BLANCO et al., 2007). Os macrofagos sdo a maior populacdcewditos ne
testiculos e, de acordo com BHUSHAN E MEINHARDT (2017), a r&dugo
percentual e volume de macréfagos pode alterar a hoamseasbrmal dos testiculd®.
volume de intertibulo reduziu nos grupos tratados assimo aus volumes (mL) de
nucleo de Leydig, de célula de Leydig e de macrofagos. réducdes refletiram em
diminuicdo do numero de células de Leydig nos gruposdtateéSegundo RUSSELL
(1996), o valor estimado de ILS para camundongos € de 0,03%. G®mnaalores
observados neste trabalho foram de 0,03 e 0,044 para os gjupaeceberam 20 e
40mg/kg/dia de metilfenidato, respectivamente, entende-sestfi® @entro do padréo
normal paraa espécie.

O tratamento com metilfenidato durante a fase adultarfému nas
concentracdes plasmaticas do horménio testosterona uygssgratados. A testosterona
tem importante funcdo no sistema reprodutor masculino p@mdo 0 crescimento,
desenvolvimento e a atividade secretora dos 0Orgdos selREMBLAY, 2015;
HAFEZ, 1970). De acordo com CASTRO et al. (2002), o volumeeaudle células de
Leydig estd altamente relacionado com os niveis de tesina plasmatica. Essa
diminuicdo no volume nuclear poderia causar redugédo nos migdestosterona,que
foi observado neste trabalho. Resultados encontradas rptos tratados por duas

semanas com 10mg/kg/dia do medicamento via gavagem indicarasqonéeis de
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testosterona sérica aumentaram. Porém, no mesmo esindozido por 11 semanas
em ratos adultos, houve reducdo da concentracdo plasmiétitastosterona pela
administracao de metilfenidato (10mg/kg/dia, por gavagem) (KIFARD et al., 2013).

Os niveis de NO ndo alteraram nos grupos tratados confiemieliito, o que
ajuda a manteafuncdo reprodutiva masculina.disponibilidade dos niveis normais de
NO é um mediador vital no sistema reprodutivo masculindARINESS et al., 1995).
Além disso, NO pode eliminar radicais livres, interrompeadproducdo de anions
superdxidos que causam peroxidacao lipidica, um processo qpeocaete a funcdo
dos espermatozoides. Em estudo utilizando cafeina e éafdiwo, os niveis de NO
aumentaram significativamente no epididimo de ratosawigtie receberam doses
combinadas de 50mg/kg cafeina + 50mg/kg de &cido cafeico por gagagemindo-se
gue a disponibilidade de NO esta relacionada com a consequelii@a na funcéo
reprodutiva masculina (AKOMOLAFE et al., 2017).

Além disso, observamos neste estudo, a reducédo da SOBueengio das
atividades de CAT e GST em ambos 0s grupos tratados. Esdmde sugere que a
SOD agiu como primeira linha de defesa da célula conti@®fdeletérios causados
pelos radicais livres, podendo ter chegado a sua exaust&mrando na sua reducao.
A enzima antioxidante SOD tem o papel de catalisar aosedg&onversdo do radical
swperdxido () em perodxido de hidrogénio §8). No entanto, embora chegando a
exaustdo, ela mostrou-se eficiente, pois observamthg;do dos niveis de MDA em
ambos 0s grupos tratados. Em pesquisa realizada com cargaoadoachos C57BL/6,
a injecao intraperitoneal de 10mg/kg de cocaina e dosesiramas de 10mg/kg de
cocaina + 5mg/kg de cafeina aumentaram a producdo de MDA rogrdpbs em
comparac&o ao veiculo, indicativo de aumento nos niveiR@S (GONZALEZ et al.,
2015).

Nossos resultados mostraram ainda que o tratamento coilfemto
causou reducdo na producéo espermatica diaria e no nUmepededgies nos grupos
tratados. Esses parametros testiculares sdo impartamdeadores da fertilidade
masculina, pois o nimero de espermatides maduras estanwinte relacionado a
producédo diaria de espermatozoides (FRANCA E RUSSELL, 1998; FRIRIEZX et
al., 2008). WORKING et al. (1985) citam que essa reducao indicaaue deplecéo
ou degeneracdo de células da linhagem germinativa em estaté@®res a fase de
espermatide. Os resultados encontrados estdo de aconda literatura, em que estudo

conduzido por 11 semanas em ratos adultos revelou que o tredasnenmetilfenidato
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reduziu o nimero de espermatosscem comparacdo aos controles e aos grupos
tratados por duas semanas (KIANIFARD et al., 2013).

A reducdo do numero de espermatozoides na cabeca/corponkbos 0s
grupos e na cauda do epididimo no grupo que recebeu 20mg/kg/dia damedd
pode ter ocorrido em consequéncia da diminuicdo da producaonésipardiaria e do
numero de espermatides no testiculo. Nossos dado®@@no com estudos anteriores
em que houve diminuicdo significativa na contagem de esgpidea em grupos de
animais que receberam 5mg/kg de MDMA (BARENYS et al., 2009).

O aumento do tempo de transito observado em ambos grupdsdratade
causar alteracbes morfoldgicas em espermatozoidedera alguns autores apontem
gue a reducédo do tempo de transito seja a causa de defegosspermatozoides
(KLINEFELTER, 2002), seu aumento também pode causar danos devido a permanéncia
dos espermatozoides no epididimo por periodo prolongado, tornarsissceptiveis a
alteracdes (CUMMINS et al., 1994).

Assim, inferimos que o tratamento com metilfenidato causwraafies
biométricas, nos compartimentos tubulares e intertudsilaina producao espermatica.

Houve reducdo do peso corporal e no peso dos testiculos. Além dis
causou reducdo no numero de espermatides e de espermatgaeigexie ser reflexo
da reducdo nos niveis de testosterona plasmatica obserwad@snbos 0s grupos
tratados. Essa reducdo pode ser consequéncia de uma dimimuigdlome nuclear de

Leydig.

5. CONCLUSOES

O tratamento com metilfenidato causreducdo do peso corporal, além de
apresentar efeitos sobre o tdbulo seminifero e cétldakeydig. Houve reducédo da
testosterona sérica comprometendo o processo espermabog@nisando reducdo do
namero de espermatozoide® producdo espermatica e aumento do tempo de transito

espermatico. Todsas alteracdes podem prejudicar a fertilidade masculina.
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