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RESUMO

A presente dissertacdo € composta por uma revisao sistemadtica e um experimento cientifico.
Trata-se de um estudo sobre o psicofarmaco pregabalina e os efeitos deletérios causados pela
sua ingestdo residual, através do leite materno, ao Aparelho Reprodutor Masculino. No
primeiro capitulo, objetivou-se investigar por meio de uma revisdo sistemdtica a relacdo da
pregabalina com o Aparelho Reprodutor Masculino e o Sistema Enddcrino. A busca foi
realizada tendo como base a colecd@o principal da Web of Science (Clarivate Analytics), a fim
de selecionar os artigos de maior relevancia a respeito do tema proposto. Foram encontrados
416 artigos, destes apds a aplicacdo dos critérios de inclusdo foram selecionadas 16 pesquisas
cientificas originais e integrais, de acesso livre, realizadas no periodo entre 2016 e 2021. Os
estudos mostraram que a pregabalina afeta niveis hormonais (FSH, LH e testosterona)
acarretando alteracOes na espermatogénese e diminuindo o potencial de fertilidade dos
usudrios. O segundo capitulo teve como objetivo avaliar os efeitos da ingestdo residual de
pregabalina pelo leite materno sobre os testiculos de ratos lactentes. Foram utilizados 24 ratos
machos da linhagem Wistar divididos em dois grupos experimentais, um grupo controle (GC)
e um grupo tratado (GP) de 12 animais cada. Os grupos principais foram subdivididos em
dois subgrupos cada, de acordo as idades em que foram eutanasiados, 14 e 21 dias de vida
(GC14, GC21, GP14 e GP21). As matrizes dos grupos tratados com pregabalina receberam
60mg por quilo da droga por via oral durante os 21 dias de lactagdo, ja as matrizes dos grupos
controles receberam apenas solucdo salina. Nas idades estabelecidas, os animais foram
eutanasiados e as amostras de testiculos foram coletadas. Foram aferidas varidveis
biométricas, morfométrica e estereoldgicas. Os resultados indicam que a ingestdo residual de
pregabalina pelo leite materno provoca desorganizacdo do epitélio seminifero, aos 21 dias de
vida ocorrem reducdes de parametros morfométricos e estereoldgicos dos tubulos seminiferos,
indicando danos morfolégicos e funcionais aos tecidos testiculares.

PALAVRAS-CHAVE: Estereologia; pregabalina; sistema enddcrino; testiculo.



ABSTRACT

This dissertation comprises a systematic review and a scientific experiment. This is a study on
the psychopharmaceutical pregabalin and the deleterious effects caused by its residuais
ingestion, through breast milk, on the male reproductive system. In the first chapter, the
objective was to investigate, through a systematic review, the relationship of pregabalin with
the male reproductive system and the endocrine system. The search was carried out based on
the main collection of Web of Science (Clarivate Analytics), in order to select the most
relevant articles regarding the proposed theme. A total of 416 articles were found, of which,
after applying the inclusion criteria, 16 original and complete scientific studies were selected,
with open access, carried out in the period between 2016 and 2021. The studies showed that
pregabalin affects hormonal levels (FSH, LH and testosterone) causing changes in
spermatogenesis and decreasing the fertility potential of users. The second chapter aimed to
evaluate the effects of residual intake of pregabalin in breast milk on the testes of lactating
rats. Twenty-four male Wistar rats were used, divided into two experimental groups, a control
group (CG) and a treated group (PG) of 12 animals each. The main groups were subdivided
into two subgroups each, according to the ages at which they were euthanized, 14 and 21 days
of life (CG14, CG21, PG14 and PG21). The sows of the groups treated with pregabalin
received 60mg per kilo of the drug orally during the 21 days of lactation, whereas the sows of
the control groups received only saline solution. At the established ages, the animals were
euthanized and testis samples were collected. Biometric, morphometric and stereological
variables were measured. The results indicate that the residual intake of pregabalin in breast
milk causes disorganization of the seminiferous epithelium, at 21 days of life there are
reductions in morphometric and stereological parameters of the seminiferous tubules,
indicating morphological and functional damage to the testicular tissues.

Keywords: Endocrine system; pregabalina; stereologys; testicle.
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INTRODUCAO GERAL

A capacidade reprodutiva dos animais impacta diretamente sobre a perpetuacdo e
evolucdo das espécies. Existem varios fatores, externos e internos, que podem influenciar no
desempenho reprodutivo dos animais. As glandulas sexuais s@o particularmente vulnerdveis a
acdo deletéria de diversos tipos de farmacos, que podem alterar toda a bioquimica reprodutiva
e interferir no equilibrio biodindmico da reprodugdo, influenciando fatores fisioldgicos,
psicoldgicos e comportamentais.

As disfungdes reprodutivas em machos, devido a complexidade de suas interagdes,
acarretam modificacdoes abrangentes, envolvendo desde o ato sexual em si, passando por
alteracOes na regulacdo hormonal e neuronal da funcdo reprodutiva, até os distirbios de
formacdo dos gametas masculinos (espermatogénese), resultando, portanto, na perda da
capacidade reprodutiva dos animais.

Dentre os farmacos com influéncia sobre o Aparelho Reprodutor Animal, destaca-se
os psicofarmacos, que sdo drogas atuantes no Sistema Nervoso Central (SNC), alterando
alguns processos mentais, resultando em modificacdes na consciéncia, percep¢do e conduta
(FERREIRA et al., 2017). Agem sobre neurotransmissores especificos para cada transtorno
mental, estimulando os mecanismos responsdveis pela reposicdo de substiancias que se
encontram em niveis inadequados (GOLAN et al., 2009; KATZUNG; MASTERS; TREVOR,
2014).

A pregabalina é um 4cido congénere ao 4cido gama-aminobutirico (GABA), e
amplamente utilizado para tratamentos de dores advindas de neuropatias, perturbacdo de
ansiedade generalizada, epilepsia, fibromialgia, convulsdes e distirbios dolorosos impelidos
pelo cancer. Também ¢é frequentemente sua utilizagdo em crises de inicio focal, onde apenas
um segmento do cérebro € acometido, e por ser um dos anticonvulsivantes mais recentes,
tende a ter menos efeitos adversos e ser mais bem tolerado (ARROYO et al., 2004;
MARTINS, 2017).

Tendo em vista a acdo sistémica dos neurotransmissores influenciados e as multiplas
funcdes das dreas moduladas, incluindo a mediacdo da funcdo sexual (MORRELL et al.,
1994), evidenciou-se que utilizagdo de drogas antiepilépticas, bem como a sindrome
epiléptica em si, pode acarretar ou, a0 menos, contribuir para a ocorréncia de disfuncdes de
natureza sexual. A acdo de ambas pode levar a alteragdes nos niveis dos hormdnios sexuais,

promovendo assim desordens reprodutivas de natureza endécrina (HERZOG, 2008).
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Os testiculos, drea que sofre a acdo deletéria dos psicofarmacos, especialmente dos
antiepilépticos, sdo 6rgaos reprodutivos masculinos pares responsdveis pela producdo dos
gametas e pela sintese e secre¢do de hormonios androgénicos. Nos testiculos, o parénquima é
constituido pelos tdbulos seminiferos cuja parede contém células espermatogénicas e as
células de Sertoli. As células de Sertoli possuem propriedades de sustentacdo e de producao
de hormonios, e sdo responsaveis pela regulacdo da espermatogénese. O tecido intersticial que
preenche o espaco entre os tibulos contém células de Leydig, produtoras dos hormonios
esteroides androgé€nicos como a testosterona (KONIG; LIEBICH, 2016; DYCE; SACK;
WENSING, 2010).

A reprodug¢do dos mamiferos machos € regulada por mecanismos de feedback
negativo envolvendo o hipotdlamo, a hip6fise anterior e os testiculos. O hipotdlamo sintetiza e
secreta o hormodnio liberador de gonadotrofinas que age diretamente nas células
gonadotréficas da adenohipdfise, por sua vez as células gonadotréficas tém a capacidade de
sintetizar e secretar FSH, LH ou ambos. Dentro do testiculo, o LH liga-se a receptores da
membrana das células de Leydig e as estimula a converter colesterol em testosterona

(CUNNINGHAM; KLEIN, 2008).

Conforme a Pfizer (2020) afirma, foram relatas alteragdes histopatolégicas nos
testiculos de ratos expostos a pregabalina em estudos de quatro semanas ou mais. Entretanto

nenhum estudo avaliou os efeitos da ingestao residual de pregabalina pelo leite materno.

A presente dissertacdo € composta por dois capitulos. O primeiro capitulo por uma
revisao sistematica cujo objetivo foi avaliar producdes cientificas sobre o uso da pregabalina e
sua relacdo com o Aparelho Reprodutor e o Sistema Enddcrino, que foi submetido a revista
Research, Society and Development. O segundo capitulo é composto por artigo que teve
como objetivo descrever a possivel influéncia de pregabalina sobre a estrutura testicular
(macroscopicamente e microscopicamente) de ratos albinos lactentes e estd nas normas da

revista Pesquisa Veterindria Brasileira.
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CAPITULO I:

Efeitos da pregabalina sobre o aparelho reprodutor masculino e o sistema endécrino:

Uma revisao sistematica

José Emanuel de Souza Sales, Edson Vinicius Leite Veloso, Ruthyanna Camila Medeiros da
Silva, Paula Paglia Braga Araujo, Jerffeson Luiz dos Santos Machado, Joyce de Souza
Galvao, Maria Eduarda Camargo Caldeira, Raul Anderson de Souza Machado, Danilo José

Ayres de Menezes, Otavio Brilhante de Sousa

Trabalho submetido a revista Research, Society and Development (Qualis A3)
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Revisao sistematica do uso clinico e experimental da pregabalina e seus efeitos sobre o aparelho

reprodutor masculino e o sistema endécrino

Systematic review of the clinical and experimental use of pregabalin and its effects on the male

reproductive system and the endocrine system

Revision sistematica del uso clinico y experimental de pregabalina y sus efectos sobre el sistema

reproductor masculino y el sistema endocrino

Resumo

A pregabalina € uma droga comumente usada na psiquiatria, neurologia e em cuidados primdrios de
saiide. E um anticonvulsivante amplamente utilizado no tratamento de epilepsia, ansiedade, fibromialgia e
dor neuropdtica. Atua ligando-se aos canais de célcio dependentes de voltagem, exercendo atividade
analgésica e ansiolitica. Possui propriedades semelhantes as do GABA e estd envolvida no sistema de
recompensa dopaminérgico. O objetivo dessa revisdo sistemaética foi descrever o status do conhecimento
atual em relacdo ao tema, destacando possiveis caminhos para pesquisas futuras, norteando os demais
pesquisadores e direcionando novas publicacdes com objetivos correlacionados ao diagnéstico atual. Na
presente revisdo sistemdtica, utilizou-se pesquisas cientificas originais e integrais, de acesso livre,
realizadas entre 2016 e 2021, relacionadas a droga Pregabalina, destacando-se a sua relagdo com os
testiculos e o Sistema Enddcrino em ratos machos. Com a finalidade de mapear a producdo cientifica,
realizou-se uma pesquisa exploratdrio-descritiva, por meio de uma andlise sistematica. Utilizou-se como
base de busca a colecdo principal da Web of Science (Clarivate Analytics). Estudos mostraram que a
pregabalina afeta niveis de FSH, LH e testosterona, causando alteracOes na espermatogénese. A
pregabalina causa mudancas significativas nos niveis de hormonios, gerando impacto negativo na
producdo de espermatozoides saudaveis. As drogas psicotropicas, em especial a pregabalina, também

podem reduzir a qualidade do esperma, diminuindo o potencial de fertilidade dos pacientes.
Palavras—chave: Pregabalina; Rato; Sistema Enddcrino; Testiculo.
Abstract

Pregabalin is a drug commonly used in psychiatry, neurology and in primary health care. It is an
anticonvulsant widely used in the treatment of epilepsy, anxiety, fibromyalgia and neuropathic pain. It
works by binding to voltage-gated calcium channels, exerting analgesic and anxiolytic activity. It has
GABA-like properties and is involved in the dopaminergic reward system. The objective of this
systematic review was to describe the status of current knowledge in relation to the topic, highlighting
possible paths for future research, guiding other researchers and directing new publications with

objectives correlated to the current diagnosis. In the present systematic review, we used original and
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comprehensive, open access scientific research, carried out between 2016 and 2021, related to the drug
Pregabalin, highlighting its relationship with the testes and the Endocrine System in male rats. In order to
map the scientific production, an exploratory-descriptive research was carried out, through a systematic
analysis. The main collection of the Web of Science (Clarivate Analytics) was used as a search base.
Studies have shown that pregabalin affects FSH, LH and testosterone levels, causing changes in
spermatogenesis. Pregabalin causes significant changes in hormone levels, negatively impacting the
production of healthy sperm. Psychotropic drugs, particularly pregabalin, can also reduce sperm quality,

decreasing patients' fertility potential.
Keywords: Pregabalin; Rat; Endocrine System; Testicle.
Resumen

La pregabalina es un fairmaco de uso comin en psiquiatria, neurologia y atencion primaria de salud. Es un
anticonvulsivo ampliamente utilizado en el tratamiento de la epilepsia, la ansiedad, la fibromialgia y el
dolor neuropatico. Actda uniéndose a los canales de calcio dependientes de voltaje, ejerciendo actividad
analgésica y ansiolitica. Tiene propiedades similares al GABA y estd involucrado en el sistema de
recompensa dopaminérgico. El objetivo de esta revision sistemdtica fue describir el estado del
conocimiento actual en relacion al tema, destacando posibles caminos para futuras investigaciones,
orientando a otros investigadores y orientando nuevas publicaciones con objetivos correlacionados al
diagnéstico actual. En la presente revision sistematica, utilizamos investigaciones cientificas originales,
integrales y de acceso abierto, realizadas entre 2016 y 2021, relacionadas con el farmaco Pregabalina,
destacando su relacidon con los testiculos y el Sistema Endocrino en ratas macho. Para mapear la
produccién cientifica, se realizd una investigacion exploratoria-descriptiva, a través de un andlisis
sistematico. Se utiliz6 como base de bisqueda la coleccién principal de la Web of Science (Clarivate
Analytics). Los estudios han demostrado que la pregabalina afecta los niveles de FSH, LH y testosterona,
provocando cambios en la espermatogénesis. La pregabalina provoca cambios significativos en los
niveles hormonales, lo que afecta negativamente la produccién de espermatozoides sanos. Los farmacos
psicotropicos, en particular la pregabalina, también pueden reducir la calidad del esperma, disminuyendo

el potencial de fertilidad de los pacientes.

Palabras llave: Pregabalina; Raton; Sistema endocrino; Testiculo.

1. Introducao

A pregabalina € um analogo do acido gama-aminobutirico (GABA), sendo amplamente utilizada

na clinica médica de humanos, e, mais recentemente, na rotina veterindria, apresentando rapida absorc¢ao,
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por ndo se ligar as proteinas plasmdticas, sendo excretada praticamente inalterada pelos rins, o que
proporciona uma melhor confianca no seu manejo (Chagury et al., 2020). A droga age ligando-se aos
canais de cdlcio dependentes de voltagem, exercendo atividade analgésica e ansiolitica (Martinotti et al.,
2013). Indicada no tratamento da dor neuropdtica, na neuralgia pds-herpética, epilepsia, transtorno de
ansiedade generalizada, fibromialgia, e também, é empregada no protocolo terapéutico de pessoas com

depressdo. (Curvello, 2019).

Nos animais, a pregabalina também nao sofre metabolizacdao significativa, (Pegg et al., 2012),
atingindo sua concentragdo maxima em aproximadamente uma hora apds a administragdo por via oral
(Akamine et al., 2015). O modelo farmacocinético mais utilizado para avaliar as propriedades deste
farmaco, em animais, € o bicompartimental, o qual apresenta dois volumes de distribui¢do, com as fases

de distribui¢do ripida e de elimina¢do (Bender et al., 2009).

Historicamente, estudos sobre as interagcdes entre epilepsia, drogas antiepilépticas e o Aparelho
Reprodutivo sdo produzidos desde 1850. Desde entdo, o tema foi muito debatido, e, hoje, é sabido que
distdrbios enddcrinos reprodutivos sdo mais comuns entre pacientes com epilepsia do que na populacdo
em geral. Esses distirbios enddcrinos ndo sdo apenas atribuidos a epilepsia em si, mas também ao uso de
drogas antiepilépticas. Sinais de disfuncdo enddcrina reprodutiva foram relatados tanto em mulheres

quanto homens com epilepsia (Bilginer et al., 2009).

Pregabalina tem sido usada de forma indiscriminada entre pessoas jovens. De fécil acesso, a partir
de farmdcias, e com compra sem receita, o uso da droga tem sido amplo e abusivo (Bonnet & Scherbaum,
2017). Existe a falsa crenca de que essa droga viciante melhora a capacidade sexual, somando-se a
euforia como um dos efeitos produzidos. No entanto, a pregabalina provou causar disfun¢do sexual entre

pacientes que fizeram uso antiepilético da droga (Isojirvi, Taubgl & Herzog, 2005).

Os efeitos adversos das drogas no Aparelho Reprodutor de machos podem ser classificados como
pré-testiculares, testiculares ou pds-testiculares. Os efeitos pré-testiculares incluem os efeitos das drogas
na homeostase enddcrina. Os efeitos testiculares incluem os efeitos diretos dos medicamentos nas células
de Sertoli, Leydig e nas células germinativas. E, finalmente, os efeitos pds-testiculares incluem os efeitos
das drogas nos processos que ocorrem entre a liberacdo de espermaétides tardias dos tibulos seminiferos e

a ejaculacao do esperma (Dimitriadis et al., 2015).

A pregabalina provavelmente produz efeito deletério sobre a fertilidade de machos em func¢do do
bloqueio dos canais de Ca 2+. A classe dos gabapentinoides ¢ bloqueadora seletiva para a subunidade o2-
v contendo canais de célcio dependentes de voltagem, local onde a pregabalina se liga, reduzindo assim, o
influxo de cdlcio nos terminais nervosos. Os canais de Ca 2+ estdo relacionados a diversas fungdes
celulares em células germinativas e células somaticas no testiculo, mediando respostas aos hormonios e

aos reguladores locais no trato genital (Lee et al., 2011).
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A regulacdo hormonal desempenha um papel fundamental na fertilidade masculina. Harden e
Pennell (2013) apontaram que as drogas antiepilépticas podem interagir com as gonadas. Uma vez que
ocorre o bloqueio dos canais de cdlcio dependentes pela pregabalina, o hipotilamo € indiretamente
afetado. A droga bloqueia ou restringe o influxo de Ca 2+ no hipotdlamo, e a secre¢cdo do hormonio
liberador de gonadotrofina (GnRH), que fisiologicamente ocorre de maneira pulsitil e dependente da
entrada induzida de Ca 2+ pela despolarizagdo do célcio extracelular. O GnRH atinge o lobo anterior da
hipéfise, onde ocorre a estimulacdo da sintese e a liberagdo de LH e FSH (Lason et al., 2011). O LH age
atuando em receptores especificos nas células de Leydig, localizadas no testiculo, para estimular a sintese
e a secrecdo de hormonios sexuais (testosterona, diidrotestosterona, e, em quantidades menores,
estradiol). O FSH atua na liberacdo da proteina de ligacdo do andrégeno (ABP) das células de Sertoli e
auxilia na maturacio dos espermatozoides. ABP contribui para a manutenc¢do da testosterona em um nivel
elevado proximo as células espermatogénicas, levando a estimulacdo da espermatogénese. Portanto, o
FSH melhora a atividade estimuladora da testosterona (Hrabovszky & Liposits, 2013; Marieb & Hoehn,
2013).

Em relacdo aos efeitos adversos diretos da pregabalina no testiculo, destacam-se a degeneragdo do
epitélio seminifero, espermatogénese defeituosa e diminuicdo do ndmero de células espermatogénicas,
diminui¢do da espessura do epitélio germinativo e espessamento dos vasos (Ding et al., 2017; Hareedy et

al., 2020).

Medicamentos que agem bloqueando os canais de cdlcio, como a pregabalina, promovem
mudancas estruturais nas regides da cabeca e da cauda dos espermatozoides quando avaliados por
microscopio eletronico de varredura (Kanwar, Anand & Sanyal, 1993), e podem inibir a capacidade dos
espermatozoides de fecundar um O6vulo, alterando a bicamada lipidica da membrana plasmatica do
espermatozoide (Benoff et al., 1994). Além da morfologia anormal, sdo efeitos deletérios da pregabalina a

motilidade reduzida e reducdo do nimero de espermatozoides (Herzog et al., 1986).

Diante do exposto, buscou-se avaliar producdes cientificas sobre o uso da pregabalina e sua
relacdo com o Aparelho Reprodutor e o Sistema Enddcrino, através de uma revisao sistemdtica referente
as palavras chaves desta pesquisa, para mapear os principais trabalhos e artigos publicados nos ultimos
cinco anos, nos principais sites de busca e presentes na plataforma de dados utilizada, no intuido de

fornecer subsidios para futuros estudos cientificos que visem contornar as limita¢des do uso da droga.

2. Metodologia

Realizou-se uma pesquisa exploratoria descritiva, por meio de uma analise sistemadtica. Utilizou-se

como base de busca a cole¢do principal da Web of Science (Clarivate Analytics).
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Para o delineamento da amostra, considerou-se os periddicos classificados nos indices: Science
Citation Index Expanded (SCI-EXPANDED), Social Sciences Citation Index (SSCI) e Emerging Sources
Citation Index (ESCI). A consulta inicial focou as palavras-chave “pregabalina”, “rato”, "testiculo" e
“sistema endocrino”, resultando em um total de 416 artigos localizados, a maioria interdependente entre
si quanto a relacdo que se busca neste trabalho. Os resultados dessas quatro categorias foram entdao
combinados usando a ferramenta “AND”. Foram adicionados limites restringindo os estudos aos
conduzidos em humanos e animais publicados em inglés e portugués. Em seguida, foram realizadas duas
etapas de filtragem. Na primeira, optou-se por excluir revisdes e, na segunda, procedeu-se com uma
selecdo de artigos por critérios de inclusdo, excluindo-se aquelas consideradas fora do escopo do tema em
estudo, totalizando, por fim, 26 artigos. Posteriormente, o resultado foi exportado, gravado o contetddo
(registro completo e referéncias citadas) em um formato de arquivo separado por tabulacdes, objetivando-

se a utilizacdo dos dados em organizacgdo e andlises sistemaéticas.

Para a obten¢cdo e conformagdo dos dados, foi utilizado roteiro e protocolo dindmico, com

producdo de revisdo sistemaética, e identificacao do perfil de publicacdo, com os dados selecionados.

2.1 Critérios de inclusio, fonte de dados e selecao de estudos

Para elaboracdo desta revisdo sistematica sobre os efeitos do uso da pregabalina no Sistema
Endécrino e Reprodutor de ratos, utilizou-se como estratégia a identificacdo das fontes de pesquisa por
meio de busca manual, bases de dados e repositérios selecionados. Foram levados em consideragcao
alguns pontos de estratégias de busca, tais como:

[ Palavras-chave;

[J Operadores de truncamento;

[ Operadores booleanos;

[J Strings de busca.

A 1identificacdo e selecdo dos estudos primdrios foi baseada, segundo Loureiro et al. (2016) em:

[J Estudos identificados

e Selecionados
v" Incluidos
v Excluidos
e Naio Selecionados

O método para a revisdo sistematica desta pesquisa foi organizado de acordo com os seguintes

critérios selecionados, conforme listagem abaixo:
e Ciritérios de inclusdo:
v' Idioma (portugués e inglés, pela facilidade de leitura e compreensédo dos autores da

pesquisa);
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Tema (relacionado a pesquisa);
Palavras-chave: pregabalina, sistema enddcrino, aparelho reprodutor, ratos.

Intervalo de tempo dos estudos (de 2016 a 2021);

D N N NN

Leitura do Abstract-Resumo para verificar a aderéncia do resumo ao tema da
pesquisa.
e Critérios de exclusdo:

v" Outros Idiomas;

v" Palavras-chave;

v’ Abstract ndo pertinente a temdtica da pesquisa.

Foram analisados artigos com ensaios clinicos randomizados, estudos multicéntricos,
estudos comparativos, estudos prospectivos e estudos experimentais que tenham grupos controle
pareados. Outros critérios de exclusdo foram trabalhos sem existéncia de grupo controle, trabalhos que
ndo apresentaram metodologia e ferramentas avaliativas compreensiveis, além de artigos de revisao.
Foram julgados critérios de exclusdo adicionais relatos de caso, editoriais, textos incompletos, editoriais,

capitulo de livro, resumo de conferéncias e copias de estudos em duplicata.

Os artigos que obedeciam aos nossos critérios de inclusdo tinham suas referéncias rastreadas
objetivando encontrar publicagdes ausentes nas buscas. Caso houvesse vdrias publicagdes mencionando

dados de um tnico estudo, este manuscrito era selecionado para inclusao.

Os titulos apanhados a partir da estratégia de busca foram revisados pelo primeiro autor (JESS),
decidindo-se assim prosseguir a revisdo. Foram obtidas cdpias do texto completo dos artigos
selecionados, e, revisadas pelo primeiro autor (JESS) juntamente com outros membros da equipe de
pesquisa. Qualquer divergéncia quanto ao mérito do estudo foi resolvida por concordiancia e

envolvimento dos autores.

Os dados dos estudos foram incluidos a partir de um formulario de abstragdo de dados projetado e
conduzido pelos autores. Foi utilizado um revisor independente, de forma padronizada ndo cega,
procurando por literatura relevante, extraindo-se assim os dados dos estudos incluidos. A incorporacio
dos dados foi concluida pelo primeiro autor (JESS) e juntamente com a equipe de pesquisa, sendo as

incertezas ainda pendentes discutidas com o autor sénior (OBS) e o segundo autor (EVLV).

Os seguintes dados foram utilizados, quando disponibilizados: (i) detalhes da publicagdo,
incluindo o primeiro autor e ano; (ii) desenho do estudo; (iii) grupos de estudo; (iv) a ferramenta de
avaliacdo usada para medir o efeito da droga; (v) outras avaliagdes realizadas, incluindo testagem

hormonal e avaliagao testicular; e (vi) resultados principais com relevancia para os efeitos da droga.
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2.2 Critérios avaliativos

A qualidade de cada estudo foi avaliada usando critérios de avaliacdo de qualidade padrdo para
estudos quantitativos: diretrizes PRISMA (Liberati et al., 2009). Uma pontuagdo resumida foi calculada
para cada estudo (Kmet, Lee & Cook, 2004). Por critério atendido em itens relevantes, um ponto foi dado
e as pontuacdes gerais foram posteriormente subdivididas em 5 categorias diferentes (A — E), onde A
representa um estudo que cumpriu (quase) todos os critérios e estudos E que nado o fizeram (Linschoten,

2011).

3. Resultados e discussao

Observou-se o interesse em torno da temadtica em estudo concretizado em nimero de publicacdes
ao longo dos anos. De forma precisa, foram identificadas publicacdes com as palavras-chave utilizadas,
sendo 2 em 2016, 9 em 2017, 17 em 2018, 25 em 2019, 33 em 2020 e 42 até a data deste estudo em 2021,
com pelo menos uma palavra-chave utilizada nesse estudo. Vale destacar que a quantidade de publicagdes

por ano apresenta um crescimento de mais de 100% em relacao a 2017.

De um total 416 estudos identificados nas bases de dados pesquisadas. Apds revisao do titulo, 288
estudos foram excluidos por ndo atender critérios de inclusdo especificos. 128 artigos foram revisados
posteriormente por meio da leitura do resumo, desses, 16 trabalhos foram selecionados para leitura

integral. A lista completa dos estudos selecionados estd exposta na Tabela 1:

Tabela 1: Resumo dos artigos incluidos contendo primeiro autor e ano de publicacdo (PAP), desenho do
estudo (DE), N amostral (NA), cronograma de avaliagdo (CDA), medida avaliativa (MA), resultados (R)
e pontuacdo de resumo de qualidade (PRQ).

PAP DE NA CDA MA R PRQ

Declinagao
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dos
36 componentes
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ratos ] )
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Transversal adultos radioimunoe células
2016 machos ‘ ‘
(180 (2,5-3 nsaio (RIA) | espermatogéni
meses). e analise cas e de
220g) . . :
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apoptose
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Fonte: Arquivo do autor.

Quanto a producdo por autoria, essa permitiu também a andlise de coautoria e a identificagdo de
pesquisadores, instituicdes e paises com alguma relacdo com o presente trabalho, de acordo com os
estudos que realizam e publicam conjuntamente. Essa busca permitiu encontrar as caracteristicas da
colaboracgdo entre os autores mais relevantes. Devido a natureza exploratdria do estudo, ndo se trabalhou

com restri¢do de nimero minimo de trabalhos por autor.
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Em se tratando da problematica estudada, foram identificados 328 autores. Um total de 32 grupos
de pesquisa com 384 links entre autores. Muitos destes, ndo pertencem fortemente a nenhum grupo. O
que pode ser explicado em fun¢do da contemporaneidade do objeto de estudo, visto que os trabalhos

cientificos foram analisados a partir de 2016.

Foi observada a participacdo de 27 paises com publicacdes relacionadas ao tema em estudo e com
134 conexdes entre si. Isso demonstra que em muitos paises a utilizagdo da droga (pregabalina)
relacionada ao macho e seu Aparelho Reprodutor e Sistema Enddcrino € discutido e, consequentemente,

aplicado. No Brasil a pesquisa com esse tema ainda € muito limitada, com destaque para os ultimos anos.

Virios estudos usaram comparadores especificos do uso de pregabalina em relacdo aos efeitos no
Aparelho Reprodutor masculino e Sistema Enddcrino, incluindo os seguintes grupos de pacientes: (i) dor

neuropatica, (ii) epilepsia, (iii) problemas musculares, (iv) tumores.

Dos 16 estudos incluidos, 100% eram transversais e estudos experimentais. As maiorias dos
estudos ocorreram associando o medicamento a alteracdes hormonais (43,75%), dor neuropética (25%),
lesdes em 6rgdos nado reprodutivos (18,75%), epilepsia (6,25%), tumores (6,25%). Portanto, a pregabalina

tem sido amplamente estudada.

O nimero amostral de cada estudo variou amplamente, desde trabalhos com 3 animais até estudos

com 150 animais.

A medida avaliativa mais empregada foi a andlise sérica dos hormonios, seguido por exames
histopatoldgicos, imunohistoquimica, exames bioquimicos e avaliagdo morfométrica. Dos estudos
utilizados, 43,75% afirmam que a utilizacdo de pregabalina altera os niveis séricos de hormonios sexuais
€ causam prejuizos a espermatogénese, 37,5% relata a eficicia do medicamento sobre a dor neuropatica e
convulsdes, em 18,75% a utilizacdo de pregabalina causou neurotoxicidade, nefrotoxicidade e foi

hepatotoxico,

O resultado mais evidente desta revisao foi a heterogeneidade dos estudos no que diz respeito aos
desenhos de pesquisa, nimero amostral, tempo avaliativo e as medidas usadas para mensurar os efeitos de
pregabalina. Essas diferencas implicaram, em alguns casos, em resultados conflitantes ou em dificuldades
em estabelecer comparagdes entre os estudos. A diversidade de desenho de estudo envolvendo o uso da
pregabalina pode ter ocorrido em virtude da droga ser relativamente novo, o que enseja a investigacdo dos

seus efeitos sobre os diferentes Aparelhos ou Sistemas Organicos.

A utilizacdo de grupos experimentais com o “n amostral” pequeno, dosagens baixas ou supra
terapéuticas, e a avaliacdo da atividade da droga em periodos de tempo diferentes (horas, meses)
causaram divergéncias de resultados. Isso Pode ter ocorrido em virtude da auséncia de um protocolo de

padronizacao para a utilizacdo da droga.
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Hareedy et al. (2020) utilizaram 24 ratos machos entre 90 e 100 dias de vida para investigar os
efeitos da administracdo e suspensdo de uso da pregabalina sobre as estruturas e fungdes testiculares.
Nesse estudo a administracdo do farmaco diminuiu os niveis de testosterona e aumentou os niveis de
hormonio luteinizante (LH) e hormonio foliculo-estimulante (FSH) em relacdo aos grupos controles. Este
aumento do LH deve ser responsivo ao declinio da testosterona (feedback positivo, frequentemente
presente em eventos patoldgicos). A suspensdo do medicamento levou a uma diminuic¢do tanto do FSH
quanto do LH e um aumento dos niveis de testosterona. Em comparagdo com os controles, a
administracio de pregabalina causou degeneracdo celular do epitélio seminifero e diminuiu o nimero de
espermatozoides, mas aumentou o nimero de células de Leydig. Talvez a reducdo da testosterona e
aumento do LH, durante o uso da pregabalina, tenha estimulado o aumento do nimero de células
intersticiais de Leydig. Apds a suspensdo do medicamento, esses efeitos mostraram-se reversiveis. A
administracido de pregabalina afetou a morfometria testicular, os hormonios gonadotréficos e sexuais, no
entanto, houve um efeito rebote em todos esses pardmetros, acompanhado de estresse oxidativo

significativo na suspensao do uso do psicofarmaco.

O mecanismo exato da atuacdo da pregabalina nas células de Sertoli ou Leydig ainda nao ¢é
conhecido. Hareedy e colaboradores (2020) sugerem existir um possivel efeito do farmaco diretamente
nas células testiculares e nas vias de sinalizacdo. Esses efeitos levariam a diminui¢do do processo de
espermatogénese e producao e/ou liberacdo de testosterona. Consequentemente, a reducao da liberacao de
testosterona nos grupos tratados com pregabalina levou também a diminui¢do nos niveis de testosterona
no sangue, que foi acompanhada por uma elevacdo de opinido dos niveis de LH e subsequente incremento

no numero de células de Leydig como medida compensatoria.

Os resultados corroboram o estudo prévio realizado por Bostanian, Shariati e Zamanpoor (2016) o
qual indicou que a pregabalina diminui o nivel de testosterona sérica e aumenta os niveis de FSH e LH.
Esses achados estdo apontando para um efeito maior da pregabalina na produgdo testicular ou na
liberacdo de testosterona, em vez de acdes centrais envolvendo mecanismos hipotdlamo-hipofisdrios

(Hareedy et al., 2020).

Shokry et al. (2020) investigaram o efeito toxico do abuso de pregabalina em longo prazo sobre a
funcdo reprodutiva e o peso corporal em ratos albinos machos e fémeas e avaliaram o efeito benéfico do
6leo de gérmen de trigo. Utilizaram 48 ratos que foram divididos aleatoriamente em oito grupos. A
pregabalina afetou a capacidade reprodutiva de ratos machos, diminuindo o nivel sérico de testosterona
total e inibindo a espermatogénese. O mecanismo de toxicidade pode ser atribuido ao efeito do estresse
oxidativo que induziu a apoptose e causou atrofia gonadal difusa. Nesse estudo mostrou um efeito
protetor do dleo de gérmen de trigo na toxicidade induzida pelo farmaco, uma vez que todos os

pardmetros medidos foram relativamente melhorados.



30

A droga causa diminuicao dos niveis de melatonina, que tem um papel antioxidante na prote¢ao
das células de Leydig. A inibicio da melatonina permite danos por estresse oxidativo as células e
consequente diminuicdo da liberacdo de testosterona (Cao, Leers-Sucheta & Azhar, 2004). O estresse
oxidativo € responsdvel pela inducdo da apoptose (Zhao & Wang, 2012). Além disso, pregabalina diminui
a serotonina, resultando na redu¢do do hormoénio T3 da tireoide, que promove o desenvolvimento das

células de Leydig (Mansouri & Khazali, 2008).

Taha et al. (2020) analisaram os efeitos danosos do uso prolongado de altas doses de pregabalina
nos testiculos. Foram utilizados 70 ratos albinos Wistar machos adultos para avaliar o efeito do
psicofdrmaco sobre os hormonios FSH, LH, testosterona e prolactina. A pregabalina diminuiu o nivel de
testosterona enquanto que os niveis de FSH, LH e prolactina mostraram aumento significativo. A
administracdo concomitante de vitamina E reduziu significativamente todos os efeitos adversos

bioquimicos e hormonais mencionados anteriormente, causados pela pregabalina.

Resultados diferentes foram apresentados por Bilginer et al. (2009) que observaram uma redugao
no nivel de testosterona sérica sem afetar as gonadotrofinas hipofisdrias de ratos machos tratados com
pregabalina. O exame histopatolégico mostrou uma redu¢do na altura do epitélio seminifero, com
alteracoes degenerativas significativas, bem como uma diminuicio no numero das células
espermatogénicas, células de Sertoli e células de Leydig, afetando assim, a funcdo reprodutiva em ratos.
Shokry et al. (2020) também obtiveram resultados que concordam com Bilginer et al. (2009), no qual
dosagens mais baixas de pregabalina causaram inibi¢do da testosterona sem haver alteracdo dos

hormonios hipofisarios.

Bilginer et al. (2009) sugere que se o efeito da pregabalina na funcdo testicular fosse direto,
haveria um aumento nos niveis de gonadotrofinas. As células de Leydig, cuja principal funcio € secretar
testosterona, sdo levemente afetadas pela droga. Este efeito ocorreria via inibi¢do do eixo hipotdlamo-

hipofisario-gonadal, em vez de um efeito direto nos testiculos.

Todavia, acumulam-se os estudos que descrevem alteracdes nos niveis de gonadotrofinas causadas
pelo uso de pregabalina (Bostanian, Shariati e Zamanpoor, 2016, Hareedy et al., 2020). As alteragdes dos
niveis séricos das gonadotrofinas sdo forte indicio de efeito direto de pregabalina sobre o eixo
hipotdlamo-hip6fisario-gonadal (Bilginer et al., 2009), sobretudo nas células cromofilas basofilas
gonadotroficas da adenohipéfise, uma vez que os horménios FSH e LH sdao produzidos por elas.
Entretanto, o desbalanceio das gonadotrofinas também pode ser resultado de medidas compensatérias a
um efeito direto da pregabalina sobre o testiculo com reducdo dos niveis séricos de testosterona e
possiveis danos nas células de Leydig (Hareedy et al., 2020). E provével que o uso da droga resulte em

efeitos deletérios testiculares diretos e indiretos.
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Os resultados de Kamel e Khalifa (2015) estdo de acordo com todos os trabalhos em relagcdo aos
niveis de testosterona, significativamente mais baixos nos ratos machos tratados com pregabalina.
Contudo, os niveis de LH foram reduzidos significativamente, enquanto os niveis de FSH ndo foram
alterados. A diminui¢do, em vez de um aumento, no LH circulante, sugeriu que a pregabalina agiu no
eixo hipotdlamo-hipofisario, diminuindo a secrecdo hipofisaria de LH. Os autores especularam que o
modo como a pregabalina provavelmente produz efeito prejudicial a fertilidade masculina poderia ser

devido ao bloqueio dos canais de Ca2 +.

Nawar, Salih & Muhsen (2019) examinaram o efeito protetor da geleia real sobre algumas funcdes
testiculares apds tratamento cronico com pregabalina de ratos machos adultos. Os resultados mostraram
que a contagem de espermatozoides no grupo pregabalina diminuiu significativamente em comparagao
com os grupos controle e ao grupo geleia real (p <0,05), a geleia real coadministrada com pregabalina
apresentou melhora parcial e aumento no nimero de espermatozoides, viabilidade dos espermatozoides e
melhora da motilidade. Os niveis de FSH e LH e testosterona no grupo que recebeu apenas pregabalina
tiveram reduc¢do significativamente (p <0,05) em comparacdo com os grupos controle e geleia real. O
grupo geleia real + pregabalina revelou um aumento (p <0,05) no nivel dos trés hormodnios na circulagio
sanguinea em compara¢cdo com o grupo tratado com pregabalina. Os autores propdem que a diminuicado
no LH circulante, em vez do aumento, ocorre devido a acdo da pregabalina sobre o eixo hipotdlamo-
hipofise, causando a inibi¢do da secrecdo do LH pela hipofise. E sugerem também que estes efeitos

prejudiciais ocorrem devido a atividade de bloqueio do canal de Ca 2+ pelo farmaco.

Pelo exposto, admite-se que a pregabalina pode afetar adversamente a fertilidade masculina,
particularmente em usudrios contumaz da droga ou pacientes que a utiliza por longos periodos.
Paralelamente, referenciam-se estudos que sugerem o papel mitigador dos efeitos deletérios do
medicamento por acdo de substincias antioxidantes, como a vitamina E, ou outros produtos como geleia

real ou 6leo de gérmen de trigo, quando utilizados concomitantemente com a pregabalina.
4. Conclusao

A pregabalina reduz a qualidade dos espermatozoides e compromete a fertilidade dos individuos
que utilizam a droga por longos periodos. As evidéncias cientificas sugerem que estas alteracdes podem
ocorrer diretamente por acdo da droga sobre as células de Leydig, indiretamente através de desequilibrios

enddcrinas no eixo hipotalamico hipofisario gonadal, ou ainda por combinacdo de ambos mecanismos.
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Efeitos testiculares em ratos albinos lactentes submetidos a ingestao residual da pregabalina
no leite materno
Testicular effects in lactating albino rats subjected to residual ingestion of pregabalin in
breast milk

Resumo

Pregabalina é um psicofdrmaco desenvolvido para tratamento de dor neuropética e crise epilética.
Nos tdltimos anos tem se observado o aumento do uso da droga sem que avaliacdes detalhadas da
gbonada masculina dos pacientes, e de sua prole tenham sido realizadas. O objetivo desse estudo foi
avaliar os efeitos de pregabalina sobre os testiculos de ratos lactentes oriundos da prole de fémeas
que receberam a droga durante a lactagdo. As fémeas lactantes receberam por via oral as dosagens
de 60 mg/kg/dia de Pregabalina durante os 21 dias de amamentagcdo. O grupo controle recebeu
apenas solucdo fisiolégica. Os filhotes machos foram divididos em 04 (quatro) grupos, sendo 01
(um) grupo controle e 01 (um) grupo tratado, com 12 animais cada. Os grupos principais foram
subdivididos em 02 subgrupos de seis animais cada, de acordo com as idades em que foram
eutanasiados (14 ou 21 dias de vida). Na data de eutanasia, foram aferidas varidveis biométricas
(peso corpdreo, peso testicular, volume testicular, eixos testicular maior € menor). Para andlise
morfométrica, estereoldgica e histoldgica foram utilizadas seccdes dos testiculos direito e esquerdo
dos 24 ratos. As amostras de testiculos foram fixadas, processadas, e seccionadas em cortes de
tecidos, os quais serviram para andlise microscopica, afericao de varidveis morfométricas (didmetro
de tubulos seminiferos, didmetro do limen e altura do epitélio seminifero, area do tubulo
seminifero, drea do limen e drea do epitélio seminifero), estereoldgicas (densidade de volume do
parénquima, densidade de volume do tecido intersticial, volume do parénquima e do tecido
intersticial, densidade de comprimento dos tibulos seminiferos) e avaliacdo histologica. As
varidveis foram confrontadas e analisadas pelo teste ndo paramétrico de Mann-Whitney ou pelo
teste t de student. Os resultados indicam que a ingestdo residual de pregabalina pelo leite materno
provoca desorganiza¢do do epitélio seminifero, expressa por alteracdes em varidveis morfométricas
e estereoldgicas testiculares. Mais estudos sdo necessdrios para determinar a origem das alteracoes
microscopicas, se por acdo direta ou indireta da pregabalina sobre as células de Sertoli ou por danos

as células da linhagem germinativa.

Termos de indexacio: Biometria; Lacta¢do; Reproducio; Testiculos.

Abstract

Pregabalin is a psychotropic drug developed for the treatment of neuropathic pain and epileptic

seizures. In recent years, an increase in the use of the drug has been observed without detailed
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assessments of the male gonads of patients and their offspring having been performed. The aim of
this study was to evaluate the effects of pregabalin on the testes of suckling rats from the offspring
of females that received the drug during lactation. The lactating females received orally doses of 60
mg/kg/day of Pregabalin during the 21 days of breastfeeding. The control group received only
saline solution. The male pups were divided into 04 (four) groups, 01 (one) control group and 01
(one) treated group, with 12 animals each. The main groups were subdivided into 02 subgroups of
six animals each, according to the ages at which they were euthanized (14 or 21 days old). On the
date of euthanasia, biometric variables were measured (body weight, testicular weight, testicular
volume, major and minor testicular axes). For morphometric, stereological and histological
analysis, sections of the right and left testes of the 24 rats were used. Testis samples were fixed,
processed, and sectioned into tissue sections, which were used for microscopic analysis,
measurement of morphometric variables (seminiferous tubule diameter, lumen diameter and
seminiferous epithelium height, seminiferous tubule area, lumen area). and area of the seminiferous
epithelium), stereological (parenchyma volume density, interstitial tissue volume density,
parenchyma and interstitial tissue volume, seminiferous tubule length density) and histological
evaluation. The variables were compared and analyzed using the nonparametric Mann-Whitney test
or the student's t test. The results indicate that the residual ingestion of pregabalin through breast
milk causes disorganization of the seminiferous epithelium, expressed by changes in testicular
morphometric and stereological variables. More studies are needed to determine the origin of the
microscopic changes, whether by direct or indirect action of pregabalin on Sertoli cells or by

damage to germline cells.
Index terms: Biometry; Lactation; Reproduction; Testicles.
1. Introducao

A pregabalina € um psicofarmaco que se destaca pelo seu espectro de indicagdes, tornando-
se amplamente prescrita na medicina humana e cada vez mais presente na rotina veterindria. E
utilizada no tratamento de fibromialgia (Quirino, Leal, & Melo, 2021), crises parciais epilépticas,
dor neuropética e transtornos de ansiedade generalizada (Kustermann et al., 2014).

O uso cronico de muitos psicofarmacos, embora necessario, tem se revelado prejudicial a
integridade morfolégica e funcional da génada masculina dos pacientes (Bilginer et al., 2009;
Hareedy et al., 2020). O uso de alguns psicofarmacos resulta na eliminacdo de residuos pelo leite

materno (Ohman, De Flon, & Tomson, 2011). As consequéncias da ingestao residual de pregabalina
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pelo leite materno sobre o testiculo dos lactentes precisam ser investigadas, uma vez que esse pode
ser considerado fator importante na adesao ao tratamento de individuos em fase de lactagao.

O presente estudo visa descrever os efeitos de pregabalina sobre a estrutura testicular
(macroscopicamente e microscopicamente) de ratos albinos lactentes. Servindo de modelo para

medidas de precaugdo em caso de uso médico em lactantes.

2. Materiais e métodos

Esta pesquisa foi previamente submetida ao Comité de Etica para Uso de Animais (CEUA)
do Centro de Saide e Tecnologia Rural (CSTR) da Universidade Federal de Campina Grande
(UFCG), Campus de Patos, Paraiba, Brasil, tendo sido aprovada sob protocolo CEUA/CSTR N°
087/2019.

2.1 Local do trabalho

O experimento foi realizado no Biotério Animal, Laboratérios de Patologia Animal,
Laboratério de Patologia Clinica do Hospital Veterindrio e no Laboratério de Morfofisiologia do

Centro de Sadde e Tecnologia Rural da Universidade Federal de Campina Grande, Paraiba, Brasil.

2.2 Formacao dos grupos controles e tratados

Os grupos foram formados com 24 ratos albinos machos (Rattus norvegicus albinus),
pertencentes a linhagem Wistar. Os animais originaram-se de acasalamentos de progenitores do
Biotério do CSTR-UFCG. Apés o nascimento, e a partir da inspe¢do da genitalia externa, os filhotes
foram separados por sexo e acomodados em grupos de 06 (seis) animais por fémea matriz. Durante
o periodo de amamentacdo, que transcorreu pelo prazo de 14 e 21 dias, os ratos ficaram em gaiolas
plasticas com &agua e alimentagdo ad Libitum. Os animais foram divididos em dois grupos
principais: o grupo controle (GC) com 12 animais, € um grupo tratado (GP), também com 12
animais.

As matrizes do grupo tratado receberam 60mg/kg/dia (PFIZER, 2020) de pregabalina por
via oral (gavage) durante o periodo de amamentacdo. As matrizes do grupo controle receberam
solucdo salina diariamente por via oral, na mesma dose (volume) e tempo empregado no grupo
tratado. Objetivou-se com isso simular as mesmas condi¢cdes de manipulacdo em todos os grupos

experimentais. Os grupos principais foram subdivididos em quatro subgrupos de seis animais cada,
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de acordo com as idades em que os animais foram eutanasiados (14 e 21 dias de vida), compondo
os subgrupos GC14, GC21, GP14 e GP21.

As idades de eutandsia foram escolhidas com base no tempo médio e mdximo de
amamentacdo (14 e 21 dias). Nas idades especificadas, os animais foram anestesiados com
Tiopental Sédico (89 mg/kg de peso corpdreo) e em seguida submetidos a remogao dos testiculos

para posterior avaliacdo morfométrica, estereoldgica e histoldgica.
2.3 Coleta e processamento das amostras

Nas idades especificadas, os ratos foram pesados e submetidos a eutandsia. Os testiculos
foram removidos e pesados em balanga semi-analitica de precisdio BG 1000 Gehaka®. Os eixos
maiores € menores foram mensurados com auxilio de um paquimetro MITUTOYO. O volume
testicular foi realizado por meio do método de Scherle (1970).

As amostras foram processadas por imersio em Bouin e ap6s 30 minutos foram
hemisseccionadas e as hemissec¢Oes retornaram a solucdo de Bouin permanecendo por 24 horas.
ApOs a fixacdo, as amostras seguiram no Laboratorio de Patologia Animal (LPA) da Universidade
Federal de Campina Grande (UFCG), Patos, Paraiba, Brasil, em processo semelhante ao realizado
por Michalany (1998).

Foram obtidas trés seccdes de Spum de espessura de cada testiculo (direito/esquerdo) nio
simultaneas, com distancia entre cortes de 25pum, por meio do micrétomo manual LEICA RM2125
RT e navalhas descartdveis Easy Path DURAEDGE. O primeiro corte foi obtido de maneira
aleatoria. As sec¢oes foram coradas com Hematoxilina e Eosina (HE), possibilitando a identificacao
dos tipos celulares e a realizacdo da avaliacio morfométrica e estereoldgica do parénquima

testicular.
2.4 Biometria, morfometria e estereologia

A andlise biométrica compreendeu a pesagem dos animais no momento da eutandsia, a
determinacgdo do peso testicular absoluto (em grama), do indice gonadossomaético (em porcentagem)
segundo a férmula IGS = (peso das génadas / peso corporal) x 100, conforme realizado por Morais
et al. (2009) e Ceolin (2010), dos eixos testiculares maiores € menores € a mensuragdo do volume
testicular segundo o método de Scherle (1970). O volume testicular total foi obtido a partir da

seguinte formula: Volume=Densidade x Massa (Russell & Franca, 1995; Moura et al, 2006).


http://www.scielo.br/scielo.php?pid=S0100-736X2018000601217&script=sci_arttext&tlng=pt#B17
http://www.scielo.br/scielo.php?pid=S0100-736X2018000601217&script=sci_arttext&tlng=pt#B27
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A média do volume testicular total de cada grupo foi obtida por meio do célculo das médias
aritméticas dos volumes dos dois testiculos de cada animal dos seus respectivos grupos
experimentais.

A avaliacdo morfométrica foi realizada com auxilio do software Image-Pro Express 6.0 em
computador acoplado ao microscopio binocular de luz Olympus BX40 com objetiva de 40x. Foram
mensurados de forma aleatéria 200 tibulos seminiferos em corte transversal por animal (100 em
cada testiculo). Os cortes testiculares foram totalmente e sequencialmente varridos, evitando-se a
andlise em duplicidade de uma mesma &area. Mensurou-se o didmetro dos tibulos, didmetro do
limen tubular, altura do epitélio seminifero, area do tibulo, do limen e do epitélio seminifero, e
eixos menores dos tibulos seminiferos. Todos os parametros foram mensurados de forma individual
e em seguida calculada a média ponderada de cada grupo.

A estereologia foi realizada em trés cortes ndo simultaneos dos testiculos esquerdos e
direito. As seccoes foram submetidas a andlise da densidade de volume (Vv) tubular e do tecido
intersticial do parénquima testicular. As varidveis estereoldgicas de densidade de volume (Vv)
foram obtidas por meio da contagem dos pontos por alocagdo sistematica e aleatdria das imagens
obtidas através do software IMAGE-PRO EXPRESS 6.0 em computador acoplado em microscépio
binocular de luz Olympus BX40 no aumento de 40x e posteriormente empregada no software
Imagel] para a contagem de pontos, totalizando 4000 pontos por testiculo (Gundersen et al.,
1988; Mandarim-de-Lacerda, 1995).

A densidade dos tecidos intersticiais e dos tibulos seminiferos em mm® foi calculada a partir
do percentual obtido na densidade de volume (Vv) de cada tecido, através do cédlculo com os dados
obtidos para o volume total dos testiculos direito e esquerdo segundo Miraglia e Hayashi (1993).

A densidade de comprimento dos tibulos seminiferos (Lv) foi obtida utilizando a férmula
Lv=2Qa descrita por Gundersen et al. (1988), sendo Qa a somatdria das secgdes tubulares existentes

na area teste gravada em escala de Imm e intervalos do sistema métrico de 10um. Desta forma

Qa=) perfis/At.

2.5 Analise estatistica

Os resultados foram submetidos ao teste de normalidade de Shapiro Wilk. Os dados com
distribui¢do ndo paramétrica foram submetidos ao teste “U” de Mann-Whitney. Os dados com
distribuigdo paramétrica foram confrontados pelo teste “t” de Student. Ambos os testes

consideraram grau de significancia de 5%. Os testes foram realizados por meio do software Bioestat

5.0.


http://www.scielo.br/scielo.php?pid=S0100-736X2018000601217&script=sci_arttext&tlng=pt#B9
http://www.scielo.br/scielo.php?pid=S0100-736X2018000601217&script=sci_arttext&tlng=pt#B9
http://www.scielo.br/scielo.php?pid=S0100-736X2018000601217&script=sci_arttext&tlng=pt#B18
http://www.scielo.br/scielo.php?pid=S0100-736X2018000601217&script=sci_arttext&tlng=pt#B9
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3. Resultados

Os animais foram observados diariamente quanto as condicdes sanitdrias e de sanidade,
nenhum animal veio a 6bito ao longo do experimento. Os lactentes mantiveram-se clinicamente
higidos e apresentando caracteristicas comportamentais normais para a espécie.

Macroscopicamente, os testiculos dos grupos GP e GC apresentaram coloracdo, textura e
consisténcia dentro dos padrdes de normalidade para a espécie. Ao corte, as amostras evidenciaram
sua respectiva anatomia padrao.

Os animais dos grupos controles de 14 (Figura 1) e 21 (Figura 2) dias de vida apresentaram
caracteristicas histolégicas compativeis com o padrdo de normalidade para a espécie.

Os animais do grupo GP14 (Figura 3) apresentaram desorganizacdo do epitélio seminifero e
vacuolizagdes.

Os animais do grupo GP21 (Figura 4) apresentaram desorganizacdo do epitélio seminifero e
vacuolizag¢des nos tubulos periféricos. Células que tipicamente ocupam o estrato basal do epitélio
seminifero (paquiteno) estavam ocupando o estrato apical. A alteracdo qualitativa mais evidente nos
tubulos seminiferos dos animais tratados com pregabalina € a desorganizacdo do epitélio
seminifero.

Os resultados da biometria foram obtidos com base na média aritmética dos testiculos
(direito e esquerdo) de cada animal e, por conseguinte, de cada grupo (14 e 21 dias). Os dados
foram apresentados em quadros contendo os dois grupos tratados com pregabalina e seus
respectivos controles.

As varidveis biométricas incluiram as médias do peso corpdreo dos animais, peso testicular
absoluto, indice gonadossomatico, volume testicular total, eixo testicular maior e eixo testicular
menor (Quadro 1).

A média do peso corpéreo nao diferiu (p=0,1683) nos animais do grupo GP14 quando
comparado ao GC14. A média de peso corporal do GP21, em relacdo ao seu respectivo grupo
controle, teve um aumento (p=0,023) de 28,62%.

No presente experimento, o peso testicular absoluto aumentou 50% no grupo GP14 ao se
comparar com o grupo GC14 (p=0.0495), ja o grupo GP21 aumentou 52,94% em relacdo ao grupo
GC21 (p=0.0411). O indice gonadossomético aumentou 33,34% no grupo GP14 quando comparado
ao controle de mesma idade (p=0.0257), enquanto que no grupo GP21 houve aumento de 19,51%
(p=0.0366).

Os volumes testiculares totais acompanharam a tendéncia de aumento, conforme ocorreu

com as demais varidveis biométricas observadas. Os animais do grupo GP14 apresentaram aumento
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de 77,91% (p=0,026) quando confrontados com o grupo GCl14. Os animais dos grupos GP21
também apresentaram incremento de 43,89% (p=0,0102) ao comparar com GC21.

O eixo testicular maior no grupo GP14 ndao mostrou diferenca estatistica (p=0,1293),
oscilando 11,85% para mais quando comparado ao controle de mesma idade. J4 o grupo GP21
apresentou um incremento de 24,49%, quando comparado com seu respectivo controle (p=0,014).

O eixo testicular menor no grupo GP14 mostrou-se aumentado em 33,95% (p=0,0006)
quando comparado ao controle de mesma idade. O grupo GP21 revelou aumento de 7,18%
(p=0,0853) do eixo testicular menor em relagdo ao grupo GC21.

As médias do diametro do tdbulo seminifero, da altura do epitélio seminifero, do diametro
do ldmen tubular, do eixo menor do tubulo seminifero, da area do tubulo seminifero, da area do
limen tubular e da drea do epitélio seminifero estdo expostas na Quadro 2.

No grupo GP14 ndo se observou diferenca no didmetro dos tdbulos seminiferos quando
comparado ao grupo controle de mesma idade, havendo oscilagdo de 0,24% (p=0,4805). No grupo
GP21, houve redugdo do didmetro dos tibulos seminiferos em 13,11% em comparacdo ao seu
respectivo grupo controle (p=0,0002).

A altura do epitélio seminifero reduziu em todos os animais dos grupos tratados com
pregabalina. No grupo GP14 a reducdo foi de 49,42% (p=0.0001), ja no grupo GP21 reduziu
56,29% (p=0.0001).

As médias dos diametros dos limens dos tibulos seminiferos revelaram-se aumentadas nos
animais dos grupos tratados com pregabalina de 14 (GP14) e 21 (GP21) dias quando comparado aos
respectivos controles. A média do grupo GP14 aumentou 54,85% (p=0,0001), enquanto que os
animais do grupo GP21 tiveram médias 48,84% (p=0,0001) maiores.

As médias dos eixos menores dos tibulos seminiferos no grupo experimental GP14 teve um
aumento de 11,71% (p=0,0217) quando comparado com o grupo controle correspondente. As
médias dos eixos menores do grupo GP21 reduziram 6,48% quando comparado com GC21
(p=0,0009).

A drea total do tubulo seminifero no grupo GP14 oscilou 5,34% (p= 0,2211) em relacdo ao
grupo GC14. Ja os animais do grupo GP21 apresentaram média 22,93% menor que o grupo controle
de mesma idade (p= 0,0001).

A drea do limen tubular aumentou nos grupos experimentais GP14 e GP21 quando
comparados aos controles respectivos. As médias do grupo GP14 foram 134,05% (p=0,0001)
maiores que o grupo controle, no grupo GP21 as médias foram 148,79% maiores (p=0,0001). Esse
aumento ocorreu exatamente devido a diminuic@o da espessura do epitélio.

A drea do epitélio seminifero mostrou-se reduzida em todos os grupos tratados com

pregabalina (GP14 e GP21). As redugdes foram muito significativas (p=0,0001) em ambas idades
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estudadas (14 e 21 dias). A area do epitélio seminifero do grupo GP14 foi 30,46% menor, enquanto
que os animais do grupo GP21 tiveram médias 53,09% menor que a média do grupo controle.

A Densidade de volume dos tdbulos seminiferos e do tecido intersticial, volume dos tubulos
seminiferos e do tecido intersticial e densidade de comprimento estdo descritos no Quadro 3.

Verificou-se que as densidades de volume dos tibulos seminiferos do grupo GP14
aumentaram 8,15% em comparacdo com o respectivo grupo controle (p=0,0001). J4 a densidade de
volume dos tibulos seminiferos do grupo GP21 reduziu 7,54% quando confrontado com o controle
de mesma idade (p=0,0001).

As densidades de volume do tecido intersticial tiveram resultados opostos devido a
proporcionalidade entre elas. Assim, a densidade de volume do tecido intersticial do grupo GP14 foi
42,81% menor quando comparado ao grupo controle respectivo (p=0,0001). O grupo GP21
aumentou 46,52% em comparac¢io com o grupo controle de mesma idade (p=0,0001).

O volume dos tibulos seminiferos apresentou aumento de 21,04% no grupo GP14
(p=0,0286) quando comparado ao controle respectivo. Todavia, houve reducdo dessa varidvel no
grupo GP21 (p=0,0088) de 23,94%, em comparagdo ao controle de mesma idade. Em relacdo ao
volume do tecido intersticial, o grupo GP14 diminuiu 58,96% (p=0,0147) em relacdo do grupo
GC14. Diferentemente, o grupo GP21 aumentou 30,24% o volume do tecido intersticial quando
comparados ao controle de mesma idade (p=0,0147).

A densidade de comprimento tubular diminuiu 8,38% (p=0,0001) no GP14 em relagdo ao
grupo GC14. Entretanto, houve aumento de 11,49% (p=0,0078) na densidade de comprimento do

grupo GP21 ao comparé-lo ao respectivo controle.

4. Discussao

Al-Zubaidi, Al-Salihi & Al-Dujaily (2015) relataram ganho de peso corpéreo em ratos que
receberam pregabalina por 35 dias, o que também foi observado neste estudo nos animais tratados
com pregabalina aos 21 dias de vida. O aumento no peso corporeo dos pacientes que fazem uso de
psicofarmacos também foi relatado por outros autores (Jallon et al., 2001; Ness-abramof, 2005;
Gaspari & Guerreiro, 2010; Cabrera et al., 2012), sendo um efeito adverso comum devido ao
aumento de apetite provocado pelas drogas (Jokela et al., 2008; Cross & Sherman, 2017). H4 uma
predisposicao ao aumento gradativo de peso, conforme a utilizacdo do farmaco se torna cronica (De
Toledo et al. 1997; Arroyo et al. 2004; Beydoun et al. 2005; Ben-Menachem et al., 2007; Siddall et
al. 2007).

Shokry et al. (2020) afirmam que a pregabalina causa perda de peso e diminuicao do nivel

sérico de triglicerideos, corroborando o estudo de Bilginer et al. (2009) que também encontrou
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perda de peso com o uso de pregabalina, porém, o perfil lipidico permaneceu normal. Segundo os
autores, a possivel causa para a diminui¢ao do peso corpdreo seria a perda de apetite como efeito
adverso ao medicamento. Contudo, esses estudos foram realizados em animais adultos, cujo
crescimento corpdreo ji havia ocorrido. Outrossim, a dose do medicamento, o periodo e a forma de
administracio foram diferentes. E possivel que doses maiores de pregabalina tenham efeito inverso
sobre o ganho de peso. Ademais, a administracdo impositiva por meio de gavage interfere na
dindmica funcional do trato digestivo, podendo resultar em interferéncias no hébito alimentar e no
ganho de peso, fatores que ndo existiram no presente estudo, onde a ingestdo dos residuos de
pregabalina ocorreu de forma espontanea por meio da amamentagao.

Millar (1977) afirma que o peso testicular apresenta relacdo direta com o tamanho do corpo
e com a capacidade reprodutiva do animal. O peso testicular é uma varidvel importante na avaliacao
dos niveis de perda celular do epitélio seminifero (Hacker-Klom et al. 1986; Bordallo et al. 2001;
Howell & Shalet 2001; Salahshoor et al., 2018). Todos os grupos experimentais apresentaram
aumentos significativos (p<0,05) dos pesos testiculares absolutos e relativos quando comparado a
seus referentes controles. Todavia, seria prematuro afirmar que esse aumento do peso da gonada
implica necessariamente no aumento da capacidade reprodutiva dos animais tratados, uma vez que,
nesse caso em particular, o incremento de peso é mediado por acdo do psicofiarmaco, que também
pode gerar efeitos deletérios a morfofisiologia testicular.

Suleiman et al. (2020) afirmam que a obesidade causa alteracao significativa na morfometria
testicular, sendo demonstrada pela diminuicdo do didmetro tubular seminifero, da altura do epitélio
tubular e do aumento na perda de células germinativas, que podem estar associadas a apoptose
desse tipo celular. Wang et al. (2005) relataram diminuicdo no nimero de tdbulos seminiferos
normais em camundongos machos C57BL/6 expostos a dieta rica em gordura por 12 semanas. Tais
condi¢gdes sdo geradas pelo estresse oxidativo. A administracdo da pregabalina também ocasiona
estresse oxidativo e induz apoptose de células germinativas (Shokry et al. 2020). Portanto, o
aumento do peso corpdreo observado aos 21 dias associado ao aumento do peso testicular absoluto
e o indice gonadossomatico, no caso dos animais tratados com pregabalina, ndo implica
obrigatoriamente no aumento da capacidade reprodutiva.

O tamanho de vdrios 6rgios € diretamente proporcional ao desenvolvimento corpdreo, com
isso, ocorrendo aumento do peso corpéreo dos animais tratados com pregabalina, espera-se o
mesmo com 0s €1X0s € pesos testiculares, conforme visto neste estudo. O aumento do peso corpdreo
de animais tratados com pregabalina ja foi descrito, nesse caso, o aumento do peso de outros 6rgaos
também foi relatado (Caldeira et al. 2021).

Em relacdo as varidveis morfométricas, a reducdo do diametro tubular observada sugere

comprometimento das atividades espermdticas, sendo esta varidvel util na avaliacio do
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desenvolvimento testicular como indicador de atividades espermatogénicas (Russell et al., 1990;
Hess et al., 1993; Moffit, et al., 2007). A redugao simultanea do didmetro do tibulo seminifero e da
altura do epitélio seminifero no grupo GP21 é muito sugestivo de danos ao epitélio germinativo
(Moffit et al., 2007).

O diametro do limen aumentou sem um correspondente aumento do didmetro do tibulo
seminifero, possivelmente por perda de células germinativas do epitélio seminifero, o que se
confirma pela reducdo da altura do epitélio seminifero nos grupos tratados com pregabalina.

No estudo de Borges et al. (2021), o uso de topiramato, droga antiepiléptica, em ratos
machos Wistar, durante a infancia (16 a 28 dias de vida), resultou em diminui¢do do volume e do
comprimento total dos tdbulos seminiferos. Ainda segundo os autores, a diminuicdo do volume
ocupado pelos tiibulos esta correlacionada com diminui¢do do comprimento total dessas estruturas.
Entretanto, esta correlagdo nao se mantém, porque ndo se deve atribuir a reducdo de volume apenas
a uma possivel redu¢do de comprimento do tibulo, também € necessdrio levar em consideragdo
outras varidveis. A reducdo de volume pode ocorrer, sobretudo, quando os eixos maior (didmetro) e
menor dos tibulos seminiferos apresentam alteracdes de tamanho, condi¢ido observada nesse estudo
nos animais do grupo GP21.

O crescimento longitudinal de tdbulos seminiferos € diretamente influenciado pela
concentracdo plasméatica de FSH (Leidl, Bentley, & Gass, 1976). De acordo com o estudo de
Nawar, M. H., Salih, L. A., & Muhsen, S. M. (2019), os niveis séricos de FSH e LH e testosterona
mostraram-se reduzidos em animais tratados com pregabalina.

A altura do epitélio seminifero estd relacionada com a producdo espermadtica, sofrendo
variagdes de acordo com o ciclo espermatico do tibulo seminifero (Courot et al., 1970). Assim, a
reducdo da altura e da 4rea ocupada pelo epitélio seminifero € forte indicativa de prejuizo a
espermatogénese.

O diametro do tdbulo seminifero tem relacdo com a presenca de fluidos no seu interior
(Moffit et al., 2007), com o tamanho e o nimero de células germinativas e de Sertoli (Russell et al.,
1994). A reducido da altura e da drea ocupada pelo epitélio seminifero indica que houve reducdo da
populacgdo celular no interior dos tibulos seminiferos, razdo pela qual, muito provavelmente o seu
diametro reduziu aos 21 dias de vida.

Concomitantemente ao aumento do didmetro do limen dos tibulos seminiferos, os animais
do grupo experimental de 21 dias apresentaram reducdes das médias dos eixos menores dos tibulos
seminiferos, isto é, o espaco que anteriormente seria preenchido por células da linhagem
germinativa reduziu em vdrias frentes, ocasionando a reduc¢do dos eixos maiores e menores do
tibulo seminifero ao passo em que aumentou a drea e o didmetro do limen tubular. Em suma, o

efeito deletério da droga resulta em atrofia dos tibulos seminiferos aos 21 dias de vida. Ou seja, os
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tibulos seminiferos apresentaram-se mais atrofiados (eixos maiores € menores), € com menos
células germinativas (aumento do didmetro do limen tubular).

Atrofia dos tubulos seminiferos ja foi descrita como resultado de diversos agentes
agressores, incluindo psicofarmacos (Vaisheva et al., 2007; Bilginer et al., 2009; Nasrabadi,
Mohammadnejad, & Nikpour, 2012; Al-Zubaidi, Al-Salihi, & Al-Dujaily, 2015; Kamel, & Khalifa,
2015; Bostanian, Shariati, & Zamanpoor, 2016; Veloso et al., 2018). Todavia, o fato de se tratar de
animais pré puberes torna emergente a necessidade de se determinar o mecanismo pelos quais os
efeitos deletérios se estabelecem, se por acdo direta ou indireta das células de Sertoli em
desenvolvimento ou por a¢do direta ou indireta sobre as células da linhagem germinativa.

O aumento do peso testicular a diminui¢do do didmetro do 6rgdo pode estar relacionada a
perda de parénquima devido ao aumento dos espacos linfaticos. Os capilares linfaticos sao
essenciais para a recirculacdo de fluidos nos tecidos, mantendo assim, a homeostase (Witte et al.,
2006). O aumento da frequéncia de vasos sanguineos em animais de 4 semanas tratados com
pregabalina j4 foi descrito e € sugestivo de processo inflamatorio (Villard & Larriveé, 2017). A
linfangiogénese € importante para o controle de processos inflamatorios (Hirai et al., 2012). Assim,
o aumento dos espacos linfaticos pode ter drenado o fluido do limen, causando diminui¢do do
diametro tubular, e extravasado para o intersticio, ocasionando o aumento do peso do 6rgao.

A vacuolizagdo presente no epitélio seminifero € indicio de injdria testicular, sendo
associado a uma disfuncao das células de Sertoli (Moffit et al., 2007). Lyon et al. (2017) sugerem
que a descamacdo celular ocorre pelas perdas das juncdes celulares, que conectam as células
germinativas e as células de Sertoli no epitélio, assim, danificando a comunicag¢do celular.

Apesar de ser um andlogo estrutural do neurotransmissor inibitério 4cido gama-
aminobutirico (GABA), a pregabalina exerce sua acdo ao se ligar a subunidade alpha2-delta de
canais de célcio dependentes de voltagem na regido pré-sindptica dos neurdnios (Fehrenbacher et
al., 2003; Taylor, 2009; Lotarski et al., 2014). A ligacdo a esse sitio diminui a despolariza¢ao
induzida pelo influxo de Ca2+ nos terminais nervosos, reduzindo a liberacdo de diversos
neurotransmissores excitatorios dependentes de cédlcio, como glutamato, norepinefrina, serotonina,
dopamina e substancia P (Klugbauer et al., 2003; Arroyo et al., 2004; Gajraj, 2005). Dentro deste
contexto, a pregabalina atua na modula¢do inibitéria em &areas como neocértex, amigdala e
hipocampo (Martins, 2017). Assim sendo, a droga reduz a emissdo de neurotransmissores,
impedindo ou reduzindo o influxo de cdlcio, resultando em modulacdo inibitéria € o consequente
efeito anticonvulsionante e analgésico (Fehrenbacher et al., 2003; Taylor et al., 2007; Schiavo et al.,
2017; Cross & Sherman, 2019; Abou-Khalil, 2019).

Tendo em vista a agdo sistémica dos neurotransmissores influenciados e as multiplas

funcdes das dreas moduladas, incluindo a mediacdo da funcdo sexual (Morrell et al., 1994), estudos
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indicam que utilizagdo de drogas antiepilépticas, bem como a sindrome epiléptica em si, pode
acarretar ou, a0 menos, contribuir para a ocorréncia de disfungdes de natureza sexual. A acdo de
ambas pode levar a alteragdes nos niveis dos hormodnios sexuais, promovendo assim desordens
reprodutivas de natureza endécrina (Herzog, 2008).

As juncdes comunicantes das células de Sertoli formam a barreira hemato testicular.
(Brokelmann, 1963; Russell & Clermont, 1976; Russell, 1977; Clermont, McCoshen, & Hermo, L.
1980). As oscilagdes de cdlcio geradas por subdominios do reticulo endoplasmaético e nas células de
Sertoli t€ém papel essencial para a espermatogénese e no remodelamento das jun¢des comunicantes
(Lyon et al., 2017). Assim, o desprendimento epitelial seria consequéncia sugestiva de que a
pregabalina atua na modula¢do das jungdes comunicantes, prejudicialmente, desorganizando a
morfologia do epitélio seminifero reduzindo a fertilidade masculina.

Convém ressaltar que nesta pesquisa, os animais passaram a ingerir residuo de pregabalina
no primeiro dia de vida, periodo no qual as células de Sertoli ainda estdo em processo de
multiplicacdo e maturacdo. Nesta fase, a ausé€ncia da barreira hemato testicular torna a génada
masculina especialmente suscetivel a acdo direta e indireta de agentes agressores (Clermont &
Perey, 1957; Vitale, Fawcett, & Dym, 1973; Weber et al., 2002).

Na estereologia observou-se que a densidade de volume tubular estd correlacionada com o
tamanho do tdbulo seminifero. O tamanho do tdbulo seminifero resulta do espaco ocupado pelas
células do epitélio germinativo, acrescido pela quantidade de fluidos, secretados pelas células de
Sertoli, que preenchem o lumen (Russell et al. 1994). No grupo GP14, observou-se aumento da area
do tibulo seminifero, acompanhado de aumento da 4rea do limen tubular e reducdo da drea do
epitélio seminifero. Muito provavelmente, esse resultado se deve ao aumento de restos celulares no
limen tubular, que ocasionou obstru¢do dos ductos eferentes e, dessa forma, causou a retencdo de
fluidos no interior dos tdbulos (Moffit et al., 2007). O actimulo de fluidos intra luminais resultou em
aumento da drea e da densidade de volume dos tibulos seminiferos.

Igualmente, a acdo da pregabalina sobre os canais de cédlcio promove aumento da secre¢ao
do fluido, ocasionando o aumento do didmetro tubular (Moffit et al., 2007). Todavia, a reducdo da
area ocupada pelo epitélio seminifero demonstra fortes indicios a injuria testicular nos animais
tratados de 14 dias de vida. O peso dos testiculos, o didmetro tubular e a altura do epitélio sdo
varidveis que podem indicar alteracdes na funcdo testicular e tem relacdo com a producdo
espermatica (Courot et al., 1970).

Aos 21 dias, houve reducdo da densidade de volume dos tibulos seminiferos dos animais
tratados com pregabalina. A droga tem acdo bloqueadora sobre os canais de célcio, causando
reducdo da liberacdo de testosterona, hormonio produzido pelas células de Leydig (Costa et al.,

2010).
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Os canais de célcio do tipo T estdo presentes nas células germinativas, enquanto que os
canais do tipo L estdo presentes em células somaticas. Ambos sao descritos como indispensaveis
para o influxo de célcio e para a secrecao de hormdnios nos tibulos seminiferos (Cohen et al., 1988;
Costa et al., 2007). O bloqueio de canais de célcio do tipo T e L geram falhas na espermatogénese e
esteroidogénese durante a maturacdo testicular, resultando em alteragdes testiculares, como reducao
do tamanho dos tibulos seminiferos (Arnoult et al., 1996; Santi, Darszon, & Hernandez-Cruz,
1996; Lee et al., 2011), assim como na motilidade dos espermatozoides (Saha et al., 2000; Li et al.,
2006; Babcock, 2007), influenciando na capacidade reprodutiva.

A pregabalina também causa reducdo do nimero de células de Leydig, desprendimento do
epitélio pela perda de células germinativas, alteracdo na produgdo e na liberacdo de
espermatozoides, contribuido para a diminui¢do na contagem espermatica, acarretando infertilidade
(Wong et al., 2004; Wong, Cheng, 2005;). Em suma, o uso de pregabalina pode acarretar atrofia
tubular e apoptose das células germinativas (Shokry et al., 2020).

O aumento do numero de perfis na drea teste do grupo tratado de 21 dias ocorreu em virtude
da atrofia dos tibulos seminiferos, expressa pela reducdo dos eixos. Assim, um nimero maior de
estruturas se dispde dentro da mesma drea teste, aumentando o nimero de perfis contados (Eboetse
et al. 2011). A atrofia dos tibulos seminiferos é consequéncia da acdo danosa da pregabalina sobre

as células do epitélio germinativo e consequentemente a espermatogénese.

5. Conclusao

A ingestdao residual de pregabalina no leite materno provoca alteragdes estruturais nos
testiculos dos ratos lactentes aos 14 e 21 dias de vida, expressas por alteracdes de varidveis
biométricas com incremento de peso corporeo e do volume testicular com redugdo da drea ocupada
pelo epitélio seminifero e do volume do parénquima podem causar problemas hormonais e
reprodutivos.

Sendo assim, € recomenddvel a substituicdo do leite materno para proles de pacientes
tratados cronicamente com pregabalina por meio de acesso aos bancos de leite. Mais estudos sdao
necessdrios para determinagdo da origem dos efeitos deletérios de pregabalina sobre os tecidos

testiculares de lactentes, sobretudo para determinacdo de danos diretos ou indiretos as células da

linhagem germinativa e células de Sertoli.
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CONCLUSAO GERAL

Provavelmente a pregabalina atua como indutor funcional de altera¢des nos niveis
hormonais hipofisdrios, inibindo a espermatogénese, reduzindo a qualidade do esperma e,
consequentemente, diminuindo o potencial de fertilidade dos usudrios. Além disso, é capaz de
causar efeitos deletérios nos testiculos de ratos lactentes através da ingestdo residual pelo leite

materno, provocando alteracdes funcionais e estruturais no testiculo.
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ANEXOS

Figuras e quadros do Capitulo II, conforme normas da revista Pesquisa Veterindria

Brasileira.

Figura 1: Fotomicrografia do testiculo de ratos albinos do grupo controle, e eutanasiados aos 14
dias de vida (GC14). Coloracio Hematoxilina e Eosina. Aumento de 640x. Barra=50um.

Evidencia-se limen tubular (Lt), célula midide (M), célula de Sertoli (S) e tecido intersticial (Ti).

Fonte: Arquivo do autor.



62

Figura 2: Fotomicrografia do testiculo de ratos albinos do grupo controle, e eutanasiados aos 21
dias de vida (GC21). Coloracio Hematoxilina e Eosina. Aumento de 640x. Barra=50um.
Evidencia-se limen tubular (Lt), tecido intersticial (Ti), espermatogdnia (G), lamina limitante (Lm)

e espermatdcito primdrio - paquiteno (Ep).

Fonte: Arquivo do autor.
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Figura 3: Fotomicrografia do testiculo de ratos albinos do grupo tratado com pregabalina e
eutanasiados aos 14 dias de vida (GP14). Coloracio Hematoxilina e Eosina. Aumento de 640x.
Barra=50um. Evidencia-se desorganizacdo e vacuolizagdes no parénquima testicular. Células de

Sertoli (S), tecido intersticial (Ti), células midide (M) e vactolo (V).

Fonte: Arquivo do autor.
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Figura 4: Fotomicrografia do testiculo de ratos albinos do grupo tratado com pregabalina e

eutanasiados aos 21 dias de vida (GP21). Coloracio Hematoxilina e Eosina. Aumento de 640x.

Barra=50um. Evidencia-se desorganizagdo, e vacuolizagdes numerosas no parénquima testicular.

Células de Sertoli (S), espermatdcito primdrio - paquiteno (Ep), vaciolo (V) e limen tubular (Lt).

Fonte: Arquivo do autor.

Quadro 1: Peso corpéreo (PC), peso testicular absoluto (PTA), indice gonadossomatico (IGS),

volume testicular total (VTT), eixo testicular maior (ETMA), eixo testicular menor (ETME) em

grupos de ratos albinos controle (GC) e tratado com pregabalina (GP) de 14 dias e 21 dias de idade

(GC14, GP14, GC21, GP21);

GRUPOS
GC14 GP14 GC21 GP21

PC (g) 29,67* £1,5a 33*+5,44a 41,33 £7,33¢ 53,16 = 3,06d

PTA (g) 0,06 £ 0,004a 0,09b = 0,02b 0,17 £0,0c 0,26 £0,01d
IGS (%) 0,21* £ 0,02a 0,28* £ 0,05b 0,41* +0,06¢ 0,49* £ 0,02d
VTT (mm?3) 63,17 £0,005a 112,39 +0,02b 173,11 £0,05¢ 249,09 £0,01d
ETMA (mm) 7,17 £0,63a 8,02 £ 1,62a 8,94 £ 1,05¢ 11,13 £0,85d

ETME (mm) 3,77 £0,33a 5,05 £0,61b 5,56 £0,54c 5,99 £0,44d

Fonte: Arquivo do autor.
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Letras diferentes na linha - Médias diferiram entre si pelo teste “t” de Student (p<0,05).

Letras iguais na linha - Médias ndo diferiram entre si pelo teste “t” de Student (p>0,05).

Letras diferentes com “*”na linha - Médias diferiram entre si pelo teste “U” de Mann-Whitney
(p<0,05).

G

Letras iguais com

(p>0,05).

na linha - Médias ndo diferiram entre si pelo teste “U” de Mann-Whitney

Quadro 2: Didmetro do tibulo seminifero (DT), eixo menor do tibulo seminifero (EMTY),
diametro do limen tubular (DL), drea do tibulo seminifero (ART), drea do limen tubular (ARL),
altura do epitélio seminifero (ALES) e drea do epitélio seminifero (ARE) em grupos de ratos
albinos controle (GC) e tratado com pregabalina (GP) de 14 dias e 21 dias de idade (GCi4, GPy4,
GCyie GPyy).

GRUPOS
GC14 GP14 GC21 GP21

DT (um) 98,63 £13,23a 98,87 £10,15a 172,72 £ 11,14c¢ 150,07 + 15,66d
EMTS (um) 69,14* +2,48a  77,24* £7,62b 120,51 +5,05¢ 112,70 £ 5,68d
DL (um) 46,12 + 6,03a 71,42 +10,76b 70,94 + 8,56¢ 105,59 + 11,44d

5667,54 + 5970,47 + 17254,33* + 13298,39* +
ART (um?) 887,41a 1004,89a 2920,48c 1749,83d

1233,23* + 2886,68% +
ARL (um?) 210,51a 821,24b 2577,76 £490,33c  6413,23 + 848,73d
ALES (um) 26,25 £4,67a 13,33 +1,96b 50,88 +4,26¢ 22,24 +3,81d

443430 3083,78 £ 14676,57* 6885,16* +
ARE (um) 749,66a 453,64b 2676,38c 1171,05d

Fonte: Arquivo do autor.

Letras diferentes na linha - Médias diferiram entre si pelo teste “t” de Student (p<0,05).

Letras iguais na linha - Médias ndo diferiram entre si pelo teste “t” de Student (p>0,05).

Letras diferentes com “*’na linha - Médias diferiram entre si pelo teste “U” de Mann-Whitney

(p<0,05).
Letras iguais com

(p>0,05).

AT 32

na linha - Médias ndo diferiram entre si pelo teste “U” de Mann-Whitney
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Quadro 3: Densidade de volume dos tibulos seminiferos (DVT), densidade de volume do tecido
intersticial (DVI), volume dos tubulos seminiferos (VT), volume tecido intersticial (VI), e
densidade de comprimento (DC) em grupos de ratos albinos controles (GC) e tratados com

pregabalina (GP) de 14 e 21 dias de idade (GCi4, GP14, GCy; € GPy)).

GRUPOS
GC14 GP14 GC21 GP21
DVT (%) 83,99 +£2,38a 90.84 £ 1,47b 86,04 £221c 79,55 £3,51d
DVI (%) 16,00 +2,38a 9,15+ 1,47b 13,95*+221c  20,44* +3,51d
VT (mm?) 60,00 + 5,66a 72,62 +13,23b 197,72+ 14,91c 150,38 + 38,07d
VI (mm?3) 12,62+ 1,17a 5,18 £5,18b 30,52 £3,14¢ 39,75 £7,50d
DC (um?) 96.47* +5,69a 88,39* £6,92b  49,70* £3,23¢c  55,41* £3,55d

Fonte: Arquivo do autor.

Letras diferentes na linha - Médias diferiram entre si pelo teste “t” de Student (p<0,05).
Letras iguais na linha - Médias ndo diferiram entre si pelo teste “t” de Student (p>0,05).
Letras diferentes com “*”
(p=<0,05).

Letras iguais com

(p>0,05).

na linha - Médias diferiram entre si pelo teste “U” de Mann-Whitney

32 32)

na linha - Médias ndo diferiram entre si pelo teste “U” de Mann-Whitney



