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RESUMO

Os seres humanos t€ém sido moldados pela praticidade da vida contemporanea e essa influéncia
no estilo de vida tem acarretado a efeitos deletérios no metabolismo humano, gerando,
principalmente, sindrome metabdlica, caracterizada por obesidade, resisténcia a insulina,
diabetes mellitus tipo 2 e doengas cardiovasculares. Esse cendrio aumenta a necessidade do uso
de medicamentos para o controle de doencas cardiovasculares, como, as estatinas. A
rosuvastatina tem demonstrado maior eficicia no controle da dislipidemia e na prevencao de
doencas cardiovasculares. Por outro lado, as estatinas podem acarretar em danos no sistema
reprodutivo masculino. Neste sentido, o objetivo deste estudo foi avaliar a qualidade
espermdtica e o desempenho reprodutivo de camundongos machos expostos a rosuvastatina
desde a pré-puberdade até a maturidade sexual. Trinta camundongos machos foram divididos
em trés grupos experimentais que receberam veiculo (solucdo salina), 1,5 ou 5,5 mg/kg/dia de
rosuvastatina, por via oral (gavagem), do dia pos-natal (DPN) 23 ao 80, quando a idade de
instalacdo da puberdade, os parametros espermaticos, o desempenho reprodutivo e os
parametros fetais (f1), como, analise biométrica e morfoldgica. Foram utilizados os testes One-
way ANOVA ou Kruskal-Wallis seguidos de teste de Tukey ou Dunn, respectivamente, e as
diferencas foram consideradas significativas quando p<0,05. A instalacdo da puberdade
mostrou-se atrasada nos grupos tratados com estatinas em comparacdo ao grupo de controle.
Os pesos dos orgaos foram semelhantes entre os grupos, exceto a glandula seminal vazia, que
foi reduzida no grupo exposto a dose mais baixa de rosuvastatina. A taxa de perda pods-
implantacdo aumentou em ambos 0s grupos expostos a rosuvastatina. Verificou-se um aumento
da frequéncia de anomalias congénitas gerais e de marcos precoces do desenvolvimento,
quando avaliados em conjunto, na prole dos machos expostos a dose mais baixa de estatina.
Quando analisadas separadamente, a presenca de palpebras abertas foi mais frequente nos
individuos cujos pais foram expostos a menor dose de estatina. Em relacdo a biometria fetal, a
distancia craniocaudal dos fetos masculinos apresentou uma redu¢@o nos grupos tratados. Além
disso, verificou-se uma redugdo da qualidade espermdtica nos machos expostos a ambas as
doses de estatina. A vitalidade e a motilidade dos espermatozoides foram reduzidas nos grupos
tratados com estatina de forma dose-dependente e houve um aumento na taxa de gotas
citoplasmaticas proximais nos espermatozoides de ambos os grupos expostos. O nimero de
espermdtides maduras por grama de testiculo e também a producdo didria relativa de
espermatozoides foram reduzidos nos grupos expostos a rosuvastatina. No epididimo, foi
demonstrado um aumento do tempo de transito dos espermatozoides na regido da cabeca/corpo.
Além disso, a compactagdo da cromatina dos espermatozoides foi diminuida no grupo exposto
a dose mais baixa. Em resumo, os resultados indicam reducdo da qualidade espermatica,
toxicidade reprodutiva paterna e comprometimento do desenvolvimento da prole apds a
exposicdo paterna a rosuvastatina. Esse estudo sugere um possivel risco para a sadde
reprodutiva de homens que fazem o tratamento com esse medicamento desde a infancia e
adolescéncia até a idade adulta, de forma cronica.

Palavras-chave: Camundongos. Estatinas. Espermatozoides. Reprodu¢do masculina.

Toxicidade.



ABSTRACT

Humans have been shaped by the convenience of modern life, and this influence on lifestyle
has led to deleterious effects on human metabolism, primarily giving rise to metabolic
syndrome characterized by obesity, insulin resistance, type 2 diabetes mellitus, and
cardiovascular diseases. This scenario increases the necessity of using medications for
controlling cardiovascular diseases, such as statins. Rosuvastatin has demonstrated greater
efficacy in managing dyslipidemia and preventing cardiovascular diseases. On the other hand,
statins can potentially inflict harm on the male reproductive system. In this context, the
objective of this study was to evaluate sperm quality and reproductive performance in male
mice exposed to rosuvastatin from pre-puberty to sexual maturity. Thirty male mice were
divided into three experimental groups receiving either a vehicle (saline solution), 1.5
mg/kg/day, or 5.5 mg/kg/day of rosuvastatin via oral gavage from postnatal day (PDN) 23 to
80. Parameters such as the onset of puberty, sperm parameters, reproductive performance, and
fetal parameters (F1) including biometric and morphological analyses were assessed. One-way
ANOVA or Kruskal-Wallis tests were employed followed by Tukey's or Dunn's post hoc tests,
respectively, with differences considered significant at p<0.05. The onset of puberty was found
to be delayed in the statin-treated groups compared to the control group. Organ weights were
similar among groups, except for the empty seminal gland weight, which was reduced in the
group exposed to the lower dose of rosuvastatin. Post-implantation loss rate increased in both
rosuvastatin-exposed groups. An increase in overall congenital anomalies and early
developmental markers was observed in the offspring of males exposed to the lower dose of
statin. Specifically, open eyelids were more frequent in individuals whose parents were exposed
to the lower statin dose. Regarding fetal biometry, the craniocaudal distance of male fetuses
showed a reduction in treated groups. Additionally, sperm quality was reduced in males
exposed to both statin doses. Sperm vitality and motility were dose-dependently reduced in the
statin-treated groups, and the proximal cytoplasmic droplet rate in sperm increased in both
exposed groups. The number of mature spermatids per gram of testis and the relative daily
sperm production were reduced in groups exposed to rosuvastatin. In the epididymis, an
increased sperm transit time in the head/body region was demonstrated. Moreover, sperm
chromatin compaction was diminished in the group exposed to the lower dose. In summary, the
results indicate diminished sperm quality, paternal reproductive toxicity, and impaired
offspring development following paternal exposure to rosuvastatin. This study suggests a
potential risk to the reproductive health of men undergoing chronic treatment with this
medication from childhood and adolescence into adulthood.

Keywords: Statins. Male reproduction. Mice. Sperm. Toxicity.
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1INTRODUCAO

1.1 ESTILO DE VIDA NO SECULO XXI

O estilo de vida € uma temdtica que vem sendo tratada desde os anos noventa, através
de campanhas pelo mundo, evidenciando e incentivando os cuidados com a saide por meio de
atividades fisicas. Essas campanhas foram elaboradas para a divulgagado de atividades fisicas e
recomendacdes sanitdrias, tendo em vista o desconhecimento da sua importancia pela
populacdo, juntamente com o desenvolvimento da modernidade resultando em comportamentos
sedentarios (AROCHA RODULFO, 2019).

Na sociedade contemporanea, os individuos vém sendo moldados pela praticidade,
com lazeres passivos (utilizacdo de televisdes e video games) e atividades relacionadas ao
trabalho (trabalhos remotos e horas excessivas sentados), assim, apresentando um maior tempo
sedentdrio didrio, bem como tendo maus hdbitos alimentares e apresentando uma falta de
exercicios fisicos (MORATOYA et al., 2013; RYNDERS et al., 2018). Este estilo de vida
acarreta em efeitos deletérios sobre o metabolismo do individuo, gerando tendéncias em
desenvolver principalmente sindrome metabdlica (SM), como, obesidade, resisténcia a insulina
(RI) e diabetes mellitus tipo 2 (DM2); doencas cardiovasculares (DCV) como a doenca arterial
coronariana, angina instavel e enfarte agudo do miocérdio; alteragdes pulmonares; e doencas
neuroldgicas (AROCHA RODULFO, 2019; BOUCHARD; BLAIR; KATZMARZYK, 2015).

Atualmente, com esses fatores de risco estabelecidos pela SM, essa sindrome esta entre
os principais problemas clinicos e de satde publica global, apresentando uma tendéncia
constante e crescente de prevaléncia oscilando de 10% a até 84%. Quando associada com DM2,
mostra um aumento de cinco vezes e um aumento de duas vezes quando associado ao
desenvolvimento de doenga cardiovascular (FAHED et al., 2022; GEMEDA; ABEBE;
DUGUMA, 2022).

A SM ¢€ caracterizada por um conjunto de fatores bioquimicos e fisiolégicos que
juntos resultam em disturbios metabdlicos (Figura 1), o que ocasiona a alta possibilidade de
desenvolvimento de DM2 e de DCV. Esses disturbios metabdlicos podem ser caracterizados
por valores diminuidos de colesterol de alta densidade (HDL-colesterol), hipertensao,
hiperglicemia, niveis elevados de triglicerideos (TG) e a obesidade abdominal. Sua defini¢do
ainda € muito debatida, entretanto, o ponto em comum entre essas classificacOes ja

estabelecidas baseia-se nos seguintes componentes: obesidade, adiposidade abdominal ou
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indicadores de resisténcia a insulina; metabolismo da glicose comprometido; hipertensdo; e
dislipidemia aterogénica (CLAUDIO et al., 2018; FARIAS et al., 2020; SAMSON; GARBER,

2014).

Figura 1. Principais condi¢des que compde a sindrome metabdlica.

Obesidade

Dislipidemia

aterogénica Hipertenséo

Comprometimento
no metabolismo
da glicose

Fonte: Elaborado pela autora (2023). Desenvolvido: Canva.

Sendo um dos elos da SM, a obesidade é caracterizada pelo acimulo excessivo de
gordura corporal em grande extensdo, o que acarreta prejuizos a saude dos individuos. Esse
excesso de massa corporal pode ser definido pelo indice de massa corporal (IMC), indice
calculado considerando a massa corporal e a altura do individuo. A obesidade se constitui
enquanto fator de risco para enfermidades como dislipidemias, DM2, DCV e até mesmo alguns

tipos de cancer, incluindo endométrio, mama, ovario, prostata, figado, vesicula biliar, rim,
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c6lon, esdfago e estdbmago (MINISTERIO DA SAUDE, 2008; SOUSA et al., 2022; WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2021).

A sua etiologia é multifatorial com intera¢do entre fatores metabdlicos, genéticos,
ambientais, nutricionais, psicossociais e no estilo de vida, os quais estdo relacionadas com o
seu surgimento e desenvolvimento (CAMPAGNOLO et al.,, 2008). Com o aumento da
incidéncia em paises desenvolvidos e subdesenvolvidos e a intima associacdo com doencgas
cronicas nio-transmissiveis, a obesidade vem afetando cada vez mais a sociedade, além de
afetar mais precocemente criangas e adolescentes (WEFFORT et al., 2019). Segundo dados da
Organizacdo mundial de Saide (OMS), comparado com o indice de obesidade mundial
realizado em 1975, os nimeros até o momento triplicaram, tendo em média 1,9 bilhdes de
adultos (com 18 anos ou mais) apresentando um peso acima do ideal e destes, mais de 650
milhdes sdo obesos. Em 2016, estimou-se que 340 milhdes de criangas e adolescentes de 5 a 19
anos foram classificadas com excesso de peso e estimativas apontam que, até 2030, 30% dos
individuos dentro dessa faixa etdria serdo afetados por estas condicdes nos EUA. Sendo assim,
a obesidade foi reconhecida pela OMS como a maior epidemia de saude publica mundial até o
ano de 2019 (WANG et al., 2008; WEFFORT et al., 2019; WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2021).

Com os casos de obesidade leve ou moderada crescendo na populacdo, sendo mais
comuns em criancas e adolescentes, tornaram-se mais mais frequentes os casos de dislipidemia
secundaria na infincia e na adolescéncia (GONZALEZ JIMENEZ; ALVAREZ FERRE, 201 1).
Consequentemente, o perfil lipidico mais encontrado consiste em aumento de lipoproteinas de
densidade muito baixa (VLDL-colesterol) e remanescentes, das particulas pequenas e densas
de lipoproteinas de baixa densidade (LDL-colesterol) e de triglicerideos, além de diminui¢dao
da fracdo de HDL-colesterol, assim, aumentando a busca por prevencdes € tratamentos para

esse cenario (WEFFORT et al., 2019).

1.2 ESTATINAS: USO E MECANISMOS DE ACAO

A descoberta das estatinas ocorreu a partir de um estudo com fungos, realizados na
década de setenta, onde o foco foi compreender os compostos naturais envolvidos na biossintese
do colesterol, entretanto, durante o estudo, acidentalmente, percebeu-se a atividade dos

inibidores da 3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima A redutase (HMG-CoA redutase) pela
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primeira vez, enzima a qual é um elemento chave para a atuacdo das estatinas (TOTH;
BANACH, 2019).

Durante uma pesquisa de agentes antimicrobianos através de um caldo de fermentacao
de Penicillium citrinum, surgiu a primeira a hipétese onde o bioquimico japonés Akira Endo
supds que, de forma natural, alguns organismos produziam e utilizavam como mecanismo de
defesa os inibidores da HMG-CoA redutase contra organismos que necessitavam colesterol ou
outros esteroides para sua sobrevivéncia (ENDO, 1992; ENDO; KURODA; TSUJITA, 1976;
TOTH; BANACH, 2019). Obtiveram-se também resultados promissores a partir do caldo de
fermentagdo de Aspergillus terreus, o qual originou o inibidor mevinolin, posteriormente
denominado lovastatina. Foram mais de dois anos de pesquisa e mais de seis mil cepas
microbianas estudadas em busca de inibidores da HMG-CoA redutase realizados por Akira
Endo e colaboradores para fornecerem os pontos chave para inibidores eficazes da biossintese
do colesterol utilizados atualmente (ENDO, 2008).

A biossintese do colesterol € realizada a partir da acetil coenzima A (acetil CoA),
oriundo do metabolismo da glicose, acetato e a glutamina, usado na via do mevalonato (Figura
2), uma via anabdlica constituida por trinta etapas. Essa via produz metabdlitos isoprenoides
essenciais para diversos processos bioldgicos, além de possibilitar a biossintese de esterdis, tal

como o colesterol (MULLEN et al., 2016; TOTH; BANACH, 2019).
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Figura 2. Mecanlsmo de acdo das estatinas na via do mevalonato e reducdo da biossintese de colesterol.
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Fonte Adaptado de Mullen et al., 2016. Desenvolvido: Canva e Mind the Graph.
Acio dos inibidores da HMG-CoA redutase, estatinas, agindo na via do mevalonato, acarretando na produgio de
esterdis e metabolitos isoprendides essenciais para diversos processos bioldgicos, sendo um deles a biossintese
do colesterol.

Tendo em vista o funcionamento dos inibidores da HMG-CoA redutase, atualmente,
as estatinas sdo os farmacos mais utilizados para controle das hiperlipidemias e prevencao de
doencas cardiacas corondrias, sendo utilizadas diariamente por mais de 30 milhdes de pacientes.
Esses medicamentos t€ém como funcdo a diminuicao da sintese endégena do colesterol através
do mecanismo de inibi¢cdo competitiva da enzima HMG-CoA redutase, enzima limitante na
biossintese de colesterol (ENDO, 2008; GONZALEZ JIMENEZ; ALVAREZ FERRE, 2011;
WEFFORT et al., 2019).

Além disso, as estatinas aumentam a atividade dos receptores de LDL-colesterol no
figado, acarretando em uma maior remog¢ao do LDL-colesterol circulante e dos seus precursores
remanescentes, tais como o VLDL-colesterol e lipoproteinas de densidade intermediaria (IDL-
colesterol) (GONZALEZ JIMENEZ; ALVAREZ FERRE, 2011; WEFFORT et al., 2019).
Como as estatinas impedem a conversdo de HMG-CoA em mevalonato, de modo consequente,
esses farmacos inibem a sintese de compostos importantes, denominados isoprendides

intermedidrios da via biossintética do colesterol, como o geranilgeranil pirofosfato (GGPP) e
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farnesil pirofosfato (FPP). As estatinas promovem redugdes de 25% a 45% nas concentragdes
séricas LDL-colesterol, de 5 a 10% nos niveis séricos de TG e aumentos de 5 a 10% nas
concentracoes séricas de HDL-colesterol (ADAM; LAUFS, 2008; ISTVAN, 2003; VRECER
et al., 2003; WEFFORT et al., 2019).

Para uma estatina ser ideal em seus resultados, necessitaria uma afinidade elevada para
o sitio ativo da enzima, baixa disponibilidade sistémica de equivalentes inibidores ativos,
seletividade acentuada de captacdo em células hepdticas em comparagdo com células nao-
hepaticas e duracdo de efeito relativamente prolongado (MCTAGGART, 2003). Atualmente,
conforme a U.S. Food And Drug Administration (2023), sdo comercializadas para
administracdo terapéutica sete membros da classe de farmacos das estatinas: atorvastatina,
fluvastatina, lovastatina, pitavastatina, pravastatina, rosuvastatina e sinvastatina. A
rosuvastatina € uma das estatinas mais eficazes no mercado, alcangando um maior efeito na
reducdo do colesterol e a que mais se aproxima dos critérios citados anteriormente, destacando-
se as caracteristicas Unicas de ligacao com a enzima HMG-CoA redutase e efeitos inibitérios
superiores aos de outras estatinas (ADAMS; ALAEIILKHCHI; WRIGHT, 2020; LEITE et al.,
2014; MCTAGGART, 2003).

1.3 DESENVOLVIMENTO POS-NATAL MASCULINO

A puberdade é um periodo critico, onde ocorre o processo de transi¢do entre a infancia
e fase adulta, envolvendo um conjunto de alteracdes neuroenddcrinas, morfoldgicas,
fisiolégicas e comportamentais (FARELLO et al., 2019; LIVADAS; CHROUSOS, 2019). A
1dade da instalagdo da puberdade apresenta alguma variabilidade na espécie humana e depende
de fatores genéticos, €tnicos, nutricionais e psicossociais (MARCEAU et al., 2011).
Fisiologicamente, pode-se considerar sua instalacdo em individuos do sexo masculino
ocorrendo entre os nove e aos quatorze anos de idade (ABREU; KAISER, 2016). Nos
camundongos, a instalacdo da puberdade ocorre em média, entre o dia pos-natal (DPN) 21 e 28
e a separacdo prepucial tem sido utilizada como um sinal fisico externo indicativo da instalagdo
da puberdade masculina (GUENET et al., 2015; PARKER, 2012).

A puberdade é um periodo de mudancas drasticas no desenvolvimento pds-natal,
ocorrendo importantes interacoes neuroenddcrinas e alteragdes morfolégicas nos mamiferos,
progredindo através de um conjunto sequencial de estdgios para atingir a funcdo reprodutiva na

maturidade sexual (FISHER; EUGSTER, 2014; STOKER et al., 2000). Nesse periodo surgem
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as caracteristicas sexuais secunddrias, como as transformacgdes nos testiculos, com um grande
aumento no volume testicular e aumento na producdo hormonal (GUO et al.,, 2020;
KOSKENNIEMI; VIRTANEN; TOPPARI, 2017).

Durante este periodo, também ocorrem outros eventos importantes nos testiculos, tais
como a proliferacdo e maturacdo das células do nicho somético, bem como o inicio do processo
de espermatogénese (GUO et al., 2020; KOSKENNIEMI; VIRTANEN; TOPPARI, 2017). As
células somdticas apresentam dois grandes grupos principais, sendo as células de Leydig e de
Sertoli. As células de Leydig se localizam no tecido intersticial testicular e possuem vadrias
funcdes de relevancia para o sistema genital masculino, tais como a producgdo de testosterona e
de peptideo 3 semelhante a insulina (Insl3), hormo6nios chave para o desenvolvimento de células
germinativas e a descida testicular, respectivamente. As células de Sertoli estdo alocadas no
interior dos corddes e tubulos seminiferos, tendo a funcido de suporte principal para as células
germinativas, aporte nutricional as células germinativas, fagocitose de corpos residuais,
producdo de fluido testicular e outras (MURTA et al, 2019; THARMALINGAM,;
JORGENSEN; MITCHELL, 2018).

A espermatogénese representa um processo altamente orquestrado e regular de
diferenciacdo celular. Nesse contexto, uma célula-tronco denominada espermatogdnia passa
por uma série gradual de transformagdes, culminando na formacdo de uma célula altamente
especializada e haploide, conhecida como espermatozoide, tal processo se desenrola nos
tubulos seminiferos dos testiculos (FRANCA; RUSSEL, 1998). No decorrer desse mecanismo
de diferenciagdo, trés categorias distintas de células germinativas desempenham papéis
fundamentais: espermatogonias, espermatocitos e espermatides (FRANCA; RUSSEL, 1998;
JOHNSON et al., 2000). No estagio adulto, a espermatogénese se manifesta como um processo
continuo que pode ser subdividido em trés fases distintas: mitdtica, meidtica e espermiogénese.
Cada uma dessas fases é marcada por notdveis alteracOes tanto morfoldgicas quanto
bioquimicas nos elementos constituintes do citoplasma e do nicleo celular. Essa sequéncia
intrincada de eventos ndo apenas assegura a produgdo constante de espermatozoides, mas
também perpetua a continuidade das espécies através da transmissdao da informacdo genética
(HAMANQO et al., 2007; JOHNSON et al., 2000).

Apesar de existir algumas diferencas entre humanos e roedores, principalmente com
relac@o ao controle hormonal durante a instalacao da puberdade e inicio da espermatogénese, a
maior parte da compreensdo nessa temadtica € proveniente de estudos fisiolégicos, genéticos e

moleculares realizados com roedores (THARMALINGAM; JORGENSEN; MITCHELL,
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2018). A grande similaridade nos mecanismos entre humanos e roedores, como por exemplo,
controle da liberacdo de hormonio liberador de gonadotrofina (GnRH) por neurotransmissores,
componentes celulares envolvidos nos feedbacks positivos e negativos, comego do processo de
secrecdo de gonadotrofinas e o controle do desenvolvimento testicular, possibilitam os estudos
nesses animais, tendo resultados que podem ser extrapolados para humanos (OJEDA;
SKINNER, 2006).

Para a instalacdo da puberdade e inicio da maturag@o sexual estdo envolvidos alguns
componentes chaves nesses eventos, sendo o sistema hipotalamico Kisspeptina- neurocinina B-
dinorfina (KNDy) e o seu gerador de impulsos de GnRH a jusante no nicleo arqueado do
hipotdlamo, responsdveis pela ativagdo do eixo hipotalamico-hipofisdrio-gonadal (HHG). A
partir desses componentes, os neurdnios KNDy secretam Kisspeptina, neuroquinina B e
dinorfina, iniciando a liberagdo de GnRH pelo hipotdlamo, assim, ativando a hipéfise para a
producdo e liberacdo de hormodnio luteinizante (LH) e hormonio foliculo estimulante (FSH),
ocorrendo a estimulacdo das gonadas para a producdo de testosterona na hipoéfise (Figura 3)
(ABREU; KAISER, 2016; LIVADAS; CHROUSOS, 2019). O transporte de GnRH inicia
quando o mesmo € liberado na eminencia média e segue pela corrente sanguinea, que o levara
até as células gonadotrdpicas através de um sistema vascular porta-hipofisario para o transporte

de neuro-hormonios.
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Figura 3. Vias neuroenddcrinas envolvidas na ativacdo do eixo hipotalamico-hipofisario-gonadal e na instalacao

da puberdade.
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Fonte: Adaptado de Nieuwenhuis et al., 2020. Desenvolvido: Canva e Mind the graph.

Processo hormonal de inicio da instalagdo da puberdade em machos. Neurdnios KNDy secretam Kisspeptina,
neuroquinina B e dinorfina, iniciando a liberagdo de GnRH pelo hipotdlamo, assim, ativando a hipdfise para a
producdo e liberagdo de LH e FSH. Onde ocorre a estimulagdo das gdnadas para a produgio de testosterona.

Esta via ndo ocorre exclusivamente no momento que se inicia 0 desenvolvimento
puberal, pois ela inicia-se na fase fetal sendo responsavel pela diferenciacdo sexual
hipotalamica e persiste até o periodo neonato do individuo, onde nesses primeiros meses de
vida, sucede a ativagdo transitoria do eixo HHG. Em individuos do sexo masculino, entre 1 e 3
meses de idade, nota-se um pico na concentragcao de testosterona acompanhada da diminuicdo
da concentragdo de LH. Seguidamente, essa via € desativada até o inicio da maturacdo puberal
(KIVIRANTA; KUIRI-HANNINEN; SAARI, 2016; KUIRI-HANNINEN; SANKILAMPI,
DUNKEL, 2014; LIVADAS; CHROUSOS, 2019). Em contraste, em camundongos as
concentracdes de testosterona sao altas apds o nascimento e apresentam uma reducdo a partir
do primeiro dia pds-natal, tendo um aumento préximo do periodo de instalacdo da puberdade,
entretanto, a funcionalidade do eixo HHG desenvolve-se gradualmente ao longo do
desenvolvimento juvenil dos animais (BELL, 2018).

Antes de o eixo HHG ser completamente reativado, ocorre um processo no corpo
humano denominado adrenarca. Durante essa fase, as glandulas adrenais, que t€m a

responsabilidade de produzir diversos hormonios, aumentam a libera¢do de androstenediona, a
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qual é responsdvel por converter perifericamente em testosterona. Como resultado desse
processo, ocorre a gonadarca, em que sob a influéncia dos hormonios hipofisérios, se da inicio
a produgdo dos hormdnios gonadais e a gametogénese. (NIEUWENHUIS et al., 2020; SOUZA
et al., 2014).

Em machos, como citado anteriormente, o processo de maturacdo inicia-se pela
liberacao de kisspeptina, ativando o eixo HHG, assim, tendo o aumento dos pulsos de GnRH
no hipotdlamo, a liberacdio de LH e hormdnio foliculo estimulante (FSH) pela hipdfise,
estimulando a producdo de hormonios esteroides sexuais pelos testiculos (FISHER; EUGSTER,
2014). O hormonio LH desencadeia a secrecdo de testosterona pelos testiculos, enquanto o FSH
assegura a manutencdo da espermatogénese. Isso, por sua vez, resulta na reducdo da liberacao
da kisspeptina dos neurdnios KNDy e, consequentemente, da secrecio de GnRH pelo
hipotdlamo. Esse encadeamento de eventos leva ao aumento da velocidade de crescimento
gonadal, o que por sua vez promove a capacidade reprodutiva e o desenvolvimento das
caracteristicas sexuais secunddrias, culminando na expressdao do fen6tipo masculino adulto
(ALOTAIBI, 2019; FISHER; EUGSTER, 2014).

Durante a puberdade, como a espermatogénese e a esteroidogénese ainda nio estdo
totalmente estabelecidas, esse pode ser um periodo critico do desenvolvimento reprodutivo pos-
natal e, portanto, mais vulnerdvel as mudancas ocasionadas por agentes quimicos denominados

como desreguladores enddcrinos (FAVARETO et al., 2011; JOHNSON et al., 2010).

1.4 O EFEITO DA ROSUVASTATINA NO SISTEMA GENITAL MASCULINO

O principal protagonista das possiveis interferéncias durante o periodo de
desenvolvimento reprodutivo pds-natal sdo os desreguladores enddcrinos, um grupo de
compostos quimicos que engloba substiancias quimicas exdgenas (GONSIOROSKI;
MOURIKES; FLAWS, 2020). Estes compostos tem o potencial de alterar negativamente as
func¢des do sistema enddcrino, tendo em vista sua capacidade de mimetizar hormodnios, alterar
metabolizacdo e outros, além de interferir na resposta hormonal (ROCHA et al., 2022; ROY;
CHAKRABORTY; CHAKRABORTY, 2009). Muitos desses compostos quimicos com
potencial de diminui¢do nas fungdes androgénicas t€m demonstrado retardar o
desenvolvimento puberal e os efeitos reprodutivos adversos induzidos por esses compostos
téxicos dependem do tempo, via e dose de exposi¢do (BLYSTONE et al., 2007; LEITE et al.,
2017b).
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Estudos apontam que a exposicdo as estatinas traz preocupagdes relacionada ao seu
efeito na sintese de hormonios esteroides enddgenos, podendo causar alteracdes na fungdo e
produ¢do hormonal do individuo, através da inibicdo da HMG-CoA redutase e diminui¢do da
sintese de colesterol, resultando na diminui¢ao da biossintese dos hormdnios esteroides sexuais
(KLINEFELTER; LASKEY; AMANN, 2014; STAMERRA et al., 2023). Ademais, a inibi¢do
na enzima HMG-CoA redutase acarretada pelas estatinas, além da reducdo da sintese de
esteroides, tem demonstrado uma queda na sintese de ubiquinona, vitamina D, 4cidos biliares
e de importantes isoprenoides, como, FFP e GGPP (BROWN; IKONEN; OLKKONEN, 2014).

A rosuvastatina, em especifico, mostrou-se como uma desregulador enddcrino em
ratos, interferindo no desenvolvimento reprodutivo masculino no periodo pds-natal e
diminuindo a qualidade dos espermatozoides na maturidade sexual, quando expostos apenas na
pré-puberdade (LEITE et al., 2014, 2017a, 2017b). Além disso, foi observado uma redugdo
significativa nas concentragdes de testosterona, nos niveis séricos de colesterol total e LDL em
humanos e roedores (HSIEH; HUANG, 2016; LEITE et al., 2014). A rosuvastatina demonstrou
capacidade de impactar no comportamento sexual e afetar a morfologia epididiméria, sem
necessariamente causar mudangas nos niveis de testosterona (SILVA et al., 2020).

Além de todos os efeitos citados anteriormente, a rosuvastatina esta associada com
alteracdes transgeracionais a partir da exposi¢do em ratos durante a pré-puberdade. Esse
potencial se da através das caracteristicas constatadas na prole masculina, tendo alteracdes
estruturais no epididimo e testiculos, aumento na fragmentagdo de DNA e déficits na qualidade
espermatica (LEITE et al., 2018a).

De modo geral, a exposi¢cdo a agentes quimicos durante o periodo peripuberal,
considerado um periodo critico, gera alteracdes reprodutivas, as quais sdo relevantes para a
toxicologia reprodutiva, visto que as mudancas nessa fase podem afetar a capacidade
reprodutiva na vida adulta (MANTOVANI; FUCIC, 2014; PEROBELLI et al., 2012; STOKER
et al., 2000).

Tendo em vista o uso elevado de agentes hipolipemiantes na populacdo para os
tratamentos desde a infancia até a vida adulta, devido a desregulacdo no perfil lipidico e como
prevencdo primdria de doenca cardiovascular, além da considerdvel escassez de informacdes
sobre os eventuais efeitos das estatinas no desenvolvimento reprodutivo pds-natal e na
maturacdo sexual, existe a necessidade de entender a possivel toxicidade promovida pela
rosuvastatina no sistema genital e fertilidade masculina, de maneira a permitir uma melhor

abordagem referente aos riscos para a saude reprodutiva humana.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Investigar a fertilidade e os parametros fetais de camundongos machos expostos ao

agente hipolipemiante rosuvastatina desde a pré-puberdade até a maturidade sexual.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Analisar o estado de sadide geral dos animais através da massa corporal e dos 6rgdos, e do
perfil lipidico sérico dos camundongos expostos a rosuvastatina.

- Caracterizar os efeitos da exposicao a rosuvastatina no desenvolvimento reprodutivo pds-natal
dos camundongos.

- Avaliar a qualidade espermdtica e a fertilidade de camundongos expostos a rosuvastatina
desde a pré-puberdade.

- Analisar os parametros fetais na prole dos animais expostos a rosuvastatina.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 ANIMAIS

3.1.1 Obtencao das camundongas prenhes e das ninhadas

Foram utilizados 15 camundongos machos adultos (85 dias de idade, pesando
aproximadamente 40 g) e 30 fémeas adultas (85 dias de idade, pesando aproximadamente 30
2), da linhagem Swiss, provenientes do Biotério Central da Universidade Federal de Santa
Catarina — UFSC — Campus Florian6polis/SC. Os animais foram mantidos em gaiolas de
polietileno medindo 30x20x13 cm, com substrato de maravalha autoclavada, em condicdes
controladas de luminosidade (12 horas de luz/ 12 horas de escuro) e temperatura (média de
23°C) no Biotério Experimental de Mamiferos Roedores da UFSC/CCB (Sala 110C). Os
animais receberam dgua e racao para roedores ad libitum.

Os acasalamentos foram realizados durante o periodo escuro do ciclo, colocando duas
fémeas em fase de proestro na caixa do macho e o dia zero de prenhez (DG 0) foi determinado
pela presencga de plug vaginal ou ainda, no caso de auséncia de plug vaginal, através de lavado
vaginal, a confirmacdo da presenca de espermatozoides nas fémeas. As camundongas prenhes
ou lactantes foram mantidas em gaiolas individuais.

Ap6s o nascimento, no DPN 0, o numero de filhotes por ninhada foi reduzido para
oito, sendo 4 do sexo feminino € 4 do masculino, onde os filhotes do sexo feminino foram
utilizados para um estudo paralelo. As ninhadas com menos de 8 filhotes foram eutanasiadas.
Foi mantido apenas o nimero de animais necessdrio para a realizacdo desse estudo, sendo que

os animais excedentes foram eutanasiados enquanto neonatos, por decapitacao.

3.1.2 Delineamento experimental

Ap6s o desmame, o qual foi realizado no dia pds-natal (DPN) 21, os filhotes machos
foram distribuidos em trés grupos experimentais (n = 10 por grupo, com um ou dois filhotes
por ninhada para cada grupo), sendo eles: grupo controle, cujos animais receberam apenas
veiculo (solugdo salina a 0,9%) e grupos tratados com rosuvastatina nas doses de 1,5 ou 5,5
mg/Kg/dia de rosuvastatina diluida em solucdo salina a 0,9%. Os animais dos diferentes grupos

experimentais foram administrados por via oral (gavagem) do DPN 23 até a maturidade sexual
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(DPN 80) (Figura 4). Para que tais doses fossem estabelecidas, consideraram-se a conversao de
doses entre humanos e camundongos baseado na drea de superficie corporal das espécies em
questdo e as dosagens de rosuvastatina disponiveis no mercado, sendo de 10 mg a 40 mg

(ADAN; LEITE, 2014; REAGAN-SHAW; NIHAL; AHMAD, 2008).

Figura 4. Representagdo gréfica do delineamento experimental.
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Controle: Veiculo (0,9% de solugao Massa corporea e dos 0rgaos.
salina). Avaliacoes dos parametros
1.5 mg: 1,56 mg/kg/dia rosuvastatina + espermaticos.
veiculo. Analise histopatologica testicular e
5,6 mg: 5,5 mg/kg/dila rosuvastatina + epididimaria.
veiculo.
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Performance reprodutiva dos
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biométricos e morfolégicos fetais. ‘

Fonte: Elaborado pelo autor (2023). Desenvolvido: Canva e Mind the graph.
Os camundongos foram expostos a Rosuvastatina do DPN 23 até o DPN 80. O intervalo entre o DPN 70 e o
DPN 80 corresponde aos acasalamentos com fémeas nio tratadas, possibilitando as andlises citadas. O DPN 80
encera-se o tratamento dos animais, subsequentemente, analisando os pardmetros estabelecidos.

O tempo de duracio da espermatogénese no camundongo € de aproximadamente trinta
e nove dias e o tempo de transito espermadtico epididimério leva em torno de seis dias,
totalizando uma média de quarenta e cinco dias (FRANCA; AVELAR; ALMEIDA, 2005).
Sendo assim, o tratamento até o DPN 70 ja seria suficiente para a realizacdo da avaliagcdo da
performance reprodutiva dos machos, pois contempla o tempo necessdrio para a
espermatogénese e maturacdo espermatica no epididimo (DUTTA; SENGUPTA, 2016). A fim
de utilizar um menor nimero de animais e assumindo que o tratamento € continuo durante toda
a maturidade sexual nos seres humanos, os animais foram tratados até¢ o DPN 80, quando foram

eutanasiados para avaliacdo dos demais pardmetros reprodutivos.
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Para a primeira etapa do experimento no DPN 70, os animais dos grupos experimentais
(n=10) foram utilizados para acasalamento com animais ndo-tratados e a avaliacdo de sua
fertilidade e da performance reprodutiva, bem como das andlises dos parametros biométricos
fetais e da morfologia fetal externa. Para tal, foi necessdrio a obtencdo de 30 camundongas
adultas receptivas, em fase de proestro/estro natural, adquiridas do Biotério Central da UFSC
para a realizacdo do acasalamento com machos tratados e avalia¢do da fertilidade e capacidade
reprodutiva. No DPN 80, os mesmos animais foram utilizados para obtencao do massa corpérea
e massa dos 6rgaos, andlise histopatoldgica de testiculos e epididimos e avaliacdes espermaticas
(contagens, compactacdo da cromatina, motilidade, vitalidade e morfologia esperméticas).
Todas as andlises foram aplicadas ensaios as cegas.

Os procedimentos experimentais estdo de acordo com os Principios Eticos na
Experimentacdo Animal adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimentacio Animal (COBEA)
e tiveram a aprovacio pela Comissio de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade

Federal de Santa Catarina com o niimero de protocolo 1688170919 (ANEXO A E ANEXO B).

3.2 INSTALACAO DA PUBERDADE

A separacdo prepucial € o principal parametro fisico indicativo da instalacdo da
puberdade masculina e foi investigada a partir do DPN 23, com base na retracdo manual do
prepucio, o qual foi dada como completa quando houve o descolamento do prepucio em relagao
a glande peniana (HOFFMANN, 2018; PARKER, 2012). Os filhotes machos foram pesados no

dia em que se constatou a instalacdao da puberdade de cada individuo.

3.3 TESTE DE FERTILIDADE POR ACASALAMENTO NATURAL E ANALISE DA
PERFORMANCE REPRODUTIVA

O teste de fertilidade e performance reprodutiva foi realizado no DPN 70, com cada
um dos camundongos tendo sido colocados inicialmente em caixas 30x20x13 cm. Apds o
periodo de reconhecimento do novo ambiente, uma fémea receptiva ndo-tratada, em fase de
proestro, foi introduzida junto a caixa para que o acasalamento ocorresse durante a fase escura
do ciclo claro-escuro. A constatacdo de prenhez das camundongas foi confirmada na manha

seguinte através da presenca de plug vaginal ou pela realizacdo de lavados vaginais, seguida da
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verificacdo da presenca de espermatozoides no lavado vaginal, a qual indica o dia gestacional
(DG) 0.

As fémeas prenhes foram pesadas semanalmente para o monitoramento do ganho de
peso corpdéreo e mantidas em gaiolas individuais. No DG 18 as fémeas foram eutanasiadas por
deslocamento cervical para a coleta dos ovérios e do ttero gravidico, registro do nimero de
corpos liteos e sitios de implantacdo para posterior determinacao das seguintes taxas: potencial
de fertilidade: implantes / corpos lidteos x 100; taxa de prenhez: n.° de fémeas prenhes / n.° de
fémeas inseminadas x 100; taxa de perdas pré-implantacdo: n.° de corpos liteos — n.° de
implantes / n.° de corpos liteos x 100; taxa de perdas pés-implantacdo: n.° de implantes — n.°
de fetos vivos/ n.° de implantes x 100; razdo sexual: n° de fetos do sexo masculino / n° de fetos

do sexo feminino x 100. Ademais, foram obtidos o peso da fémea prenhe e do utero gravidico,

peso dos fetos masculinos e femininos, e peso das placentas.

3.4 AVALIACAO MORFOLOGICA FETAL EXTERNA

A anélise morfologica fetal externa foi realizada apds a obteng@o dos fetos no DG 18,
com o auxilio de um estereomicroscopio Zeiss, para a verificagdo de possiveis anomalias
congénitas externas nos fetos masculinos e femininos. Os fetos foram avaliados quanto ao
aspecto da circunferéncia da cabeca, protrusdo do encéfalo ou meninges, posicdo e aparéncia
das orelhas e olhos, aspecto geral da face, presenca de fenda labial ou palatina, edema
generalizado, caracteristicas e aparéncia dos membros, dedos e cauda, presenca de gastrosquise
e de anomalias de medula espinal mais evidentes na regido dorsal, como a espinha bifida
(DAMASCENO et al., 2008; MCQUEEN, 2006). Com auxilio de paquimetro digital foram
aferidas a distancia craniocaudal e anogenital nos fetos masculinos e femininos, em razdo de
sua importancia para a constatacdo de possiveis interferéncias no desenvolvimento fetal e no
desenvolvimento da genitdlia externa, respectivamente, em decorréncia da exposi¢do a um

desregulador endécrino (PARKER, 2012; TYL; MARR, 2012).
3.5 EUTANASIA, COLETA E PESAGEM DE ORGAOS
No DPN 80, foram realizadas as eutandsias dos camundongos machos, sendo que os

animais foram pesados e anestesiados via inalacdo de isoflurano, seguida de deslocamento

cervical para a eutandsia dos individuos. Subsequentemente, o sangue dos animais foi coletado
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através da veia cava inferior e, posteriormente, este foi processado para a realizacdo da
separacdo do soro para futuras dosagens bioquimicas. A coleta dos 6rgaos reprodutores foi
iniciada pela remocao do testiculo e epididimo, os quais foram pesados e destinados as andlises
histolégicas e morfométricas. A glandula seminal (cheia e vazia, sem a glandula coaguladora),
o ducto deferente esquerdo, a prostata ventral e a glandula prepucial foram pesadas e, em
seguida, descartadas. Os orgdos vitais dos camundongos, tais como rins, figado, adrenal e

encéfalo também foram pesados e posteriormente descartados.

3.6 AVALIACOES ESPERMATICAS

3.6.1 Motilidade espermatica

Para a andlise da motilidade espermadtica seguiu-se o método previamente descrito,
com adaptacdes, onde apds a eutandsia, foram coletados os ductos deferentes direitos dos
animais para obten¢do dos espermatozoides. A amostra de espermatozoides obtida foi diluida
em 500 uL. de meio G-IVF™ PLUS (Vitrolife) pré-aquecido a 34°C. Apds isso, foram retirados
10 uLL da amostra final para andlise imediata de motilidade espermdtica em camara de Neubauer
dupla melhorada espelhada, sob microscopia de luz. Foram analisados 100 espermatozoides,
que receberam a classificagdo A (mdveis com movimento progressivo); B (mével com

movimento ndo progressivo) ou C (imével) .(LEITE et al., 2017a; PEROBELLI et al., 2012).

3.6.2 Vitalidade espermatica

A colora¢do com eosina-nigrosina foi realizada para avaliar a viabilidade espermatica.
Com adaptagdes, conforme o método previamente descrito, um total de 250 uL de meio G-
IVF™ PLUS contendo espermatozoides foi colocado em microtubos de centrifugacdo (tipo
eppendorf) de 1,5 ml e 50 pL de solu¢do de eosina a 1% foram entdo adicionados e
homogeneizado a 34°C. Foi retirado 10 uLL da amostra final para andlise imediata em lamina
coberta com laminula. Sendo assim, as porcentagens de espermatozoides vivos € mortos, nao
corados e corados pela eosina, respectivamente, foram avaliadas em microscépio de luz, com

aumento de 400x (OMID BANAFSHI et al., 2021).
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3.6.3 Morfologia espermatica

Para avaliacdo da morfologia espermadtica, uma aliquota de 100 uL do meio de cultura
G-IVF™ PLUS foi armazenada em microtubos de centrifugacio (tipo eppendorf) de 1,5 ml
com 1,0 mL de solucdo de formol-salina 10%. As amostras foram mantidas em geladeira a 4°C
até o momento da andlise. Para a avaliagdo foi adicionado uma gota da amostra de cada animal
sobre uma lamina histolégica que, em seguida, foi coberta com laminula histolégica, para a
avaliacdo de 200 espermatozoides por animal em microscopio de luz, no aumento de 400X
(SEED et al., 1996).

As anormalidades morfolégicas foram classificadas em duas categorias:
anormalidades de cabeca (sem curvatura caracteristica e cabecga isolada) e anormalidades de
cauda (isolada, enrolada, dobrada ou quebrada) (FILLER, 1993). Os espermatozoides também
foram classificados quanto a presenca ou auséncia e a posicao (proximal, medial e distal) da

gota citoplasmaética (Figura 5).

3.6.4 Compactacao da cromatina espermatica

Para a andlise da compactacdo da cromatina foi utilizada a técnica modificada de
coloragdo com azul de toluidina (AT). Essa coloragdo baseia-se na ligacdo dos grupos fosfato
livres do acido desoxirribonucleico (DNA) espermético aos corantes basicos, nesse caso o AT,
quando ndo estdo ligados a protaminas. Para isso, € importante o nivelamento do pH para a
funcdo especifica que se deseja, nesse caso, o pH utilizado foi o pH 3,5 onde ocorre a reagcdo
do corante com os grupamentos de sulfatos e fosfatos (MELLO, 1982). Portanto, quando a
coloragdo apresentar tons de azul escuro ou violeta, ¢ um indicativo de baixo grau de
compactagdo da cromatina, pois quanto mais grupos fosfatos estiverem livres, mais corado se
tornard o nuicleo dos espermatozoides (Figura 5) (ALVES et al., 2015). O nicleo que apresenta
alto grau de compactacao da cromatina se cora em azul-claro e, quando hd moderado grau de
compactagdo da cromatina, o ndcleo espermético se cora em tonalidades intermedidrias de azul
(ALVES et al., 2015). Dessa maneira, foram utilizados 100 uL do meio de cultura G-IVF™
PLUS contendo espermatozoides obtidos da cauda epididiméria de cada animal e, em seguida,
foram realizados esfregacos com a amostra de espermatozoides e as 1aminas foram deixadas

secar em estufa a 50°C. Apos isso, as 1aminas foram submersas por dois minutos em etanol 70%

e deixadas por um minuto na dgua para hidratar. Por fim, as laminas foram coradas com AT por
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trinta segundos e, posteriormente, foram lavadas em 4gua e deixadas secar em estufa. Apds
secas, as laminas foram imersas em xilol para o clareamento e, em seguida, foram montadas
com meio de montagem Entellan e laminulas. As 1aminas foram avaliadas em microscopia de
luz, quando foram avaliados 100 espermatozoides, que foram classificados em trés categorias:
baixo grau de compactacdo, moderado grau de compactacdo e alto grau de compactacdo da
cromatina espermatica.

Figura 5. Fotomicrografias representativas dos graus de compactagdo da cromatina.

1

20 pm

Fotomicrografias de espermatozoides do grupo 1,5mg/Kg de rosuvastatina. Asterisco: Alto grau de
compacta¢do; Triangulo: moderado grau de compactagdo; Seta traco: gota citoplasmadtica. Seta preenchida: baixo
grau de compactagdo. Azul de toluidina (AT). Barra de escala = 20um.

3.6.5 Calculo da producao diaria de espermatozoides por testiculo

No DNP 80, o parénquima testicular direito dos camundongos foi descongelado no
momento da homogeneizacdo para a realizacdo da contagem espermdtica. Segundo o método
previamente descrito, as espermatides testiculares resistentes a homogeneizacao (estagio 16 da
espermiogénese do camundongo) foram contadas (ROBB; AMANN; KILLIAN, 1978).

O parénquima testicular descongelado foi homogeneizado em uma mistura de Triton
X100 (0,5ml) em cloreto de sédio (NaCl) 0,9%, em volume fixo de 5 mL. A amostra foi

transferida para camara de Neubauer dupla melhorada espelhada (4 campos por animal),
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procedendo-se a contagem das espermatides maduras em microscopia de luz. Para o célculo da
producdo didria de espermatozoides (PDE) o nimero de espermatozoides por testiculo foi
dividido por 4,84, que é o nimero de dias em que essas espermadtides estao presentes no epitélio
seminifero. Posteriormente, a PDE por grama de testiculo foi calculada, a fim de se determinar

a eficiéncia do processo reprodutivo (ASHBY et al., 2003).

3.6.6 Contagem do niimero e calculo do tempo de transito dos espermatozoides no

epididimo

Apd6s a coleta das porgdes cabeca/corpo e cauda dos epididimos direitos dos
camundongos (DPN 80), essas por¢des foram congeladas até a homogeneizacdo e passaram
pelo mesmo procedimento descrito anteriormente para o testiculo. Apds a homogeneizagdo do
epididimo, foi realizado uma segunda dilui¢do, procedeu-se a contagem dos espermatozoides
em camara de Neubauer dupla melhorada espelhada (4 campos por animal). A média aritmética
dos campos contados resulta no nimero de espermatozoides expresso em milhdes por mL e que
multiplicado pelas diluigdes utilizadas, resulta no nimero de espermatozoides/6rgao que,
dividido pela PDE, indica o tempo de transito dos espermatozoides em dias (nimero de dias

requeridos para que eles atravessem as diferentes por¢des epididimarias) (ASHBY et al., 2003).

3.7 ANALISES HISTOPATOLOGICA E MORFOMETRICA

Ap6s a coleta, no DPN 80, os testiculos e os epididimos esquerdos foram fixados na
solugdo de Davidson modificada (30% de 37-40% solugdo de formaldeido, 15% de etanol
100%, 5% de acido acético glacial, e 50% de H>O destilada) por 24 horas (LATENDRESSE et
al., 2002). Posteriormente, os Orgdos foram processados para inclusdo em parafina e
seccionados em 4um (secoes transversais dos testiculos e secdes longitudinais do epididimo)
com espacamento de 30 um, totalizando 3 cortes por animal em um micrétomo rotativo Leica
RM2255 no Laboratério Multiusudrio de Estudos em Biologia (LAMEB). As seccdes foram
desparafinizadas em xilol, reidratadas em série etandlica decrescente (100% - 70%) e lavadas
em 4agua corrente. Os cortes de testiculo foram corados em hematoxilina e eosina (HE),
coloragdo usual de rotina e para a realizacao do estadiamento do epitélio seminifero. Apds essa
etapa, as sec¢Oes foram lavadas em dgua corrente, desidratados em série etandlica crescente (70

— 100%) e foram clareados em xilol. As laminas foram confeccionadas utilizando o meio de
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montagem Entellan® e laminula histolégica. Ao final dessa etapa, as laminas foram usadas para
a avaliacdo da morfologia testicular e epididimdria sob microscopia optica.

As avaliagdes histopatoldgicas e morfométricas foram realizadas em ensaio cego. Nos
tabulos seminiferos, os cortes transversais foram escolhidos de forma aleatdéria em trés cortes
testiculares ndo seriados por animal, os mesmos foram classificados em duas categorias, sendo:
normais (caracterizados pela presenca de camadas de células germinativas concéntricas e
normalmente organizadas no epitélio seminifero) ou anormais (com a presenga de células
germinativas e debris celulares no limen, poucas camadas de células germinativas, formagao
multinucleada, epitélio seminifero com células acidéfilas, vacuolizacdo ou degeneracdo no
epitélio seminifero). As células peritubulares e midides foram avaliadas qualitativamente, e no
intersticio foi avaliado o aspecto das células de Leydig e aparéncia dos vasos sanguineos. A
andlise histopatoldgica do epididimo, como na anterior, também foi realizada de forma
qualitativa para avaliar cada regido do 6rgao de acordo com a morfologia do epitélio, limen e
tecido intersticial (LEITE et al., 2018b).

As seguintes andlises morfométricas foram realizadas nos testiculos: drea do tibulo
seminifero, area luminal e drea do epitélio seminifero, altura do epitélio germinativo e a cinética

do processo espermatogénico.

3.7.1 Area do tibulo seminifero, area do epitélio seminifero e area luminal, e altura do

epitélio germinativo

Para avaliacdo das 4reas e alturas nos tibulos seminiferos, foram obtidas imagens dos
tibulos seminiferos em microscépio Optico Olympus BX 41 com camera digital acoplada de
3.3 megapixel no LAMEB, e as mensuracdes foram realizadas em computador pessoal,
utilizando-se de software ImagelJ. Para tanto, 15 sec¢des de tubulos seminiferos por animal, na
maturidade sexual, no estdgio IX da espermatogénese foram analisados com uma ampliacao de

200X.
3.7.2 Cinética do processo espermatogénico
Para essa andlise, os tibulos seminiferos foram classificados em 4 categorias: estagios

I-VI (presenca de duas geracdes de espermdtides: espermétides redondas e alongadas), estagios

VII-VIII (presenca de espermétides 16 na luz tubular), estagios IX-XI (presenca de uma unica
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geracdo de espermadtides, ou seja, espermdtides alongadas) e estigio XII (presenca de

espermatdcitos secundarios em metafase e/ou anafase) (HESS; DE FRANCA, 2008).

3.8ANALISE ESTATISTICA

Para a comparag@o dos resultados entre os grupos experimentais, foram utilizados os
testes One-way ANOVA ou Kruskal-Wallis, dependendo da natureza da distribui¢ao dos dados,
seguidos pelos testes de Tukey ou Dunn, respectivamente. Para a verificacdo da normalidade
dos dados foi utilizado o teste de Shapiro-Wilk. Os testes estatisticos foram realizados no
programa estatistico GraphPad Prism® versdo 7. As diferengas foram consideradas

significativas quando p < 0,05.
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4 RESULTADOS

4.1INSTALACAO DA PUBERDADE

O tratamento com rosuvastatina promoveu atraso na idade da separacdo prepucial dos
animais dos grupos tratados, quando comparado com o grupo controle (p<0,05), assim,

inferindo um atraso no inicio da instalagdo puberdade nos grupos tratados, em ambas as doses

(Figura 6).

Figura 6. Idade da instalacdo da puberdade nos trés grupos de estudo.
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(A) Evolucgdo do processo da instalaciio da puberdade de cada grupo ao longo do tempo (%). (B) Idade da
separacdo prepucial dos animais dos diferentes grupos experimentais. (C) Peso dos animais dos grupos
experimentas no dia da separacdo prepucial. Valores expressos como média + erro padrio da média (EPM). One-



38

way ANOVA seguido de teste de Tukey. Letras diferentes indicam diferenca significativa entre os grupos. p <

0,05.

4.2 MASSA CORPORAL FINAL E MASSA DOS ORGAOS REPRODUTORES E VITAIS

A massa da glandula seminal vazia mostrou-se reduzido no grupo exposto a menor

dose da estatina, mas os demais 6rgdos reprodutores e a massa corporea final apresentaram-se

semelhantes entre os grupos experimentais (p>0,05) (Tabela 1).

Tabela 1. Massa corporal final e massa dos 6rgaos reprodutores dos grupos experimentais no PND 80.

Grupos Experimentais (n=10)

Controle 1,5 mg 5,5 mg

Massa corporal final (g) 44,30 + 0,76 44,60 + 0,85 44,30 + 0,58
Testiculo (mg) 105,20 + 4,21 105,40 +4,18 118,10 £ 6,53
Testiculo (mg/g MC) 2,38 +0,10 2,36 + 0,08 2,68 +0,16
Epididimo (mg) 42,60 £ 2,10 42,00 + 1,46 46,70 + 1,84
Epididimo (mg/g MC) 0,96 + 0,05 0,94 + 0,03 1,05 + 0,04
Ducto deferente (mg) 18,40 + 0,60 17,50 +£ 0,62 16,80 + 1,09
Ducto deferente (mg/g MC) 0,42 +£0,02 0,39 £ 0,01 0,38 +£0,02
Préstata (mg) 11,20 + 0,68 11,70 + 1,13 12,40 £ 1,02
Préstata (mg/g MC) 0,25 + 0,01 0,26 + 0,02 0,28 + 0,02
Glandula seminal cheia (mg) 272,60 £ 11,04 256,50 +£8,21 258,70 + 11,94
Glandula seminal cheia (mg/g MC) 6,17 +0,28 5,76 £ 0,18 5,84 + 0,28
Glandula seminal vazia (mg) 106,30 + 5,742 86,60 + 3,97 97,30 + 6,052b
Glandula seminal vazia (mg/g MC) 2,41 +£0,142 1,94 + 0,09 2,20 + 1,140
Glandula prepucial (mg) 124,30 + 8,47 132,20+11,97 153,50 +£9,92
Glandula prepucial (mg/g MC) 2,81 0,20 2,97 £0,26 3,47 £0,24

Valores expressos como média + EPM. ANOV A seguido de teste de Tukey. Letras diferentes indicam diferenga_
significativa entre os grupos experimentais. p < 0,05. MC = massa corporal.

A massa dos orgdos vitais dos animais dos grupos experimentais mostrou-se

semelhantes entre si (p>0,05) (Tabela 2).
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Grupos Experimentais (n=10)

Controle 1,5 mg 5,5 mg

Hipdfise 2,90 £ 0,10 3,30 £ 0,21 2,90 £ 0,23
Hipdfise (mg/g MC) 0,07 £0,01 0,08 £ 0,01 0,07 £0,01
Tireoide (mg) 3,90 £ 0,31 3,70 £ 0,26 4,30 £ 0,40
Tireoide (mg/g MC) 0,09 £ 0,01 0,08 £ 0,01 0,10 £ 0,01
Figado (g) 2,06 = 0,05 1,97 £ 0,07 2,00 0,05
Figado (mg/g MC) 46,56 £ 1,00 44,10 £ 1,10 45,10 £ 0,73
Adrenal (mg) 3,50 £ 0,31 3,10+£0,23 3,20+ 0,25
Adrenal (mg/g MC) 0,08 £ 0,01 0.07 £0.01 0,07 £0,01
Rim (mg) 302,30 + 16,46 309,30 = 11,11 307,60 + 9,40
Rim (mg/g MC) 6,80 + 0,26 6,94 + 0,23 6,93 +0,14
Encéfalo (mg) 475,30 £3,76 492,00 + 8,48 480,80 + 6,04
Encéfalo (mg/g MC) 10,75 £ 0,16 11,06 + 0,25 10,86 £ 0,11
Coracdo (mg) 161,70 £ 4,66 165,90 £ 2,54 158,40 £ 5,66
Coracdo (mg/g MC) 3,66 +0,11 3,73 £ 0,07 3,57 0,11

Valores expressos como média + EPM. ANOVA seguido de teste de Tukey. p > 0,05. MC = massa corporal.

4.3 QUALIDADE ESPERMATICA

Com relacdo aos resultados da motilidade espermdtica, houve um aumento na

porcentagem de espermatozoides imdveis nos dois grupos experimentais quando comparados

ao grupo controle (p<0,05) (Figura 7). A taxa de espermatozoides mdveis nao-progressivos

mostrou-se similar entre os grupos experimentais (p>0,05) (Figura 7). Ademais, observa-se

uma queda na frequéncia de espermatozoides mdveis progressivos no grupo exposto a maior

dose da estatina, quando comparados aos grupos controle e grupo tratado com a menor dose da

estatina (p<0,05) (Figura 7).
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Figura 7. Motilidade espermitica nos diferentes grupos experimentais no DPN 80.
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Valores expressos como desvio interquartilico + EPM. Kruskal-Wallis seguido de teste de Dunn. Letras

diferentes indicam diferenca significativa entre os grupos. p<0,05.

Houve uma redugdo na taxa de espermatozoides vivos e um aumento na frequéncia de

espermatozoides mortos nos grupos tratados com a estatina (p<0,05) (Figura 8).
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Figura 8. Vitalidade espermadtica dos grupos experimentais no DPN 80.
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Valores expressos como desvio interquartilico + EPM. Kruskal-Wallis seguido de teste de Dunn. Letras
diferentes indicam diferenca significativa entre os grupos. p<0,05.
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Referente a morfologia espermatica, a frequéncia de espermatozoides normais e com
anomalias (cabeca e cauda) mostraram-se semelhantes entre os grupos tratados e o grupo
controle (p>0,05) (Tabela 3). A porcentagem de presenca de gota citoplasmdtica ndo

demonstrou diferenca significativa entre os trés grupos experimentais (p>0,05) (Tabela 3).

Tabela 3. Morfologia espermadtica dos animais dos grupos experimentais no DPN 80.

Grupos Experimentais

Controle 1,5 mg 5,5 mg

Espermatozoides
84,00 (82,00 - 86,50) 86,00 (83,50 - 88,125) 85,50 (82,75 - 89,00)
normais (%)

Anormalidades de

5,00 (3,37 - 6,62) 4,00 (3,37 - 4,25) 3,50 (2,25 - 6,00)
cabeca (%)
Anormalidades de
11,50 (8,75 - 12,50) 10,00 (7,37 - 12,62) 10,00 (8,25 - 12,75)
cauda (%)
Presenca da gota
26,50 (20,00 - 37,12) 23,25 (17,62 - 27,50) 26,50 (12,50 - 29,50)

citoplasmaética (%)

Valores expressos como desvio interquartilico + EPM. ANOVA seguido de teste de Tukey. p>0,05.

A andlise de posicionamento da gota citoplasmatica no flagelo espermatico
demonstrou um aumento de gotas com posi¢do proximal, em ambos 0s grupos expostos, com
uma diminuic¢do na frequéncia das gotas citoplasmaticas de posi¢ao medial e distal (p<0,05)
(Tabela 4).

Tabela 4. Posicdo da gota citoplasmética no flagelo dos espermatozoides dos animais dos grupos experimentais
no DPN 80.

Grupos Experimentais

Controle 1,5 mg 5,5 mg

Gota citoplasmadtica
11,50 (6,50 - 16,62)* 22,75 (15,37 - 25,75)> 25,00 (11,75 - 27,25)®
proximal (%)

Gota citoplasmadtica

12,50 (2,87 - 30,75)2 1,00 (0,87 - 2,00)® 1,00 (0,75 - 2,50)°
medial (%)



42

Gota citoplasmadtica

0,50 (0,00 - 1,50)2 0,00 (0,00 - 0,00)° 0,00 (0,00 - 0,50)°
distal (%)

Valores expressos como desvio interquartilico + EPM. ANOVA seguido de teste de Tukey. Letras diferentes
indicam diferenca significativa entre os grupos. p<0,05.

A compactacdo da cromatina espermdtica foi diminuida na dose de 1,5 mg/Kg de
rosuvastatina, quando comparado aos demais grupos experimentais (p<0,05) (Figura 9). De
forma complementar, houve diminui¢do na frequéncia de espermatozoides com alto grau de
compacta¢do da cromatina no grupo exposto a menor dose, em comparacdo aos demais grupos

experimentais (p<0,05) (Figura 9).

Figura 9. Grau de compactacio da cromatina espermadtica dos animais dos grupos experimentais.
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Valores expressos como desvio interquartilico + EPM. Kruskal-Wallis seguido de teste de Dunn. Letras
diferentes indicam diferenca significativa entre os grupos experimentais. p<0,05.

As contagens espermadticas foram realizadas tanto nos testiculos, quanto nos
epididimos. Nos testiculos, os grupos expostos a rosuvastatina nas doses de 1,5 mg/Kg e 5,5
mg/Kg, demonstraram uma reduc¢io no nimero de espermdtides maduras por grama de 6rgdo e
também na PDE relativa (p<0,05) (Tabela 5). Os demais parimetros da andlise, sendo, ntimero

de espermadtides maduras por 6rgdo e a PDE, ndo apresentaram diferengas significativas quando
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comparados aos controles (Tabela 5). No epididimo evidenciou-se um acréscimo no tempo de

transito espermatico na regido de cabeca/corpo do epididimo dos animais dos grupos expostos

a estatina (p<0,05) (Tabela 5). Os fatores restantes da andlise mostraram valores similares entre

si (Tabela 5).

Tabela 5. Contagem espermdtica no testiculo e no epididimo dos animais dos grupos experimentais no DPN 8§0.

Grupos Experimentais

Controle

1,5 mg 5,5 mg

Contagem espermatica no testiculo

Numero de espermétides
23,32+ 1,23
maduras (10%testiculo)

Nuimero de espermétides
281,00 = 3,10°
maduras (10%/ g testiculo)

PDE (10%testiculo/dia) 4,90 £0,25
PDE relativa (10%g

58,00 £ 0,64%
testiculo/dia)
Contagem espermatica no epididimo
Nuimero de espermatozoides na

13,41 £ 1,53
cabega/corpo (x10%6rgao)
Numero relativo de
espermatozoides na 532,00 + 46,00
cabeca/corpo (x10%g/6rgio)
Nuimero espermatozoides na

19,34 £2,70
cauda (x10%/6rgio)
Numero relativo de
espermatozoides na cauda 1190,00 +128,41
(x10%/6rgao)
Tempo de trinsito espermatico

2,75 £0,21*

na cabeca/corpo (dias)

21,01 £1,53 20,16 £ 0,42

22913 +17,51° 236,00 + 11,00°

4,34 + 0,32 4,20 £ 0,09
47,34 + 3,62° 49,00 +2,22°
15,00 £ 1,42 14,43 £0,70

550,00 + 46,00 574,00 + 24, 03

21,00 2,80

20,00 £ 2,00

1294,00 £ 123,08 1342,00 + 68,47

3,52 +0,30° 3,33 +0,09°
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Tempo de transito espermatico
4,10 £ 0,63 5,00 £ 0,78 4,58 £0,38
na cauda (dias)

Valores expressos como média + EPM. One-way ANOVA complementado com teste de Tukey. Letras
diferentes indicam diferenca significativa entre os grupos experimentais. p<0,05.

4.4 AVALIACOES HISTOPATOLOGICAS E MORFOMETRICAS

As andlises histopatoldgicas nos testiculos exibiram resultados semelhantes entre o

grupo controle, 1,5 mg/Kg e 5,5 mg/Kg de rosuvastatina (p>0,05) (Tabela 6).

Tabela 6. Andlise histopatoldgica testicular nos diferentes grupos experimentais no DPN 80.

Grupos Experimentais

Controle 1,5 mg 5,5 mg
Tubulos seminiferos normais 86,50 (81,50 — 80,50 (73,50 — 82,00 (77,75 —
(%) 90,00) 85,25) 85,25)

Esfoliacdo de células
1,00 (0,75 -2,25) 2,00 (0,00 —3,75) 1,00 (0,00 —2,50)
germinativas no limen (%)

Células multinucleadas (%) 0,00 (0,00 —0,00) 0,00 (0,00 —0,00) 1,00 (0,00 - 1,00)

Presenca de células acidéfilas 12,00 (6,50 — 11,00(8,50 —
8,00 (7,00 — 11,50)

(%) 17,25) 13,25)

Degeneracdo no epitélio e/ou

reducdo de camadas de células 2,00 (0,75 —-2,25) 3,50 (1,00 —4,00) 3,00 (3,00 — 3,00)

germinativas (%)

Vacuolizagado (%) 3,00 (1,00 —3,25) 3,00 (1,00 —4,00) 1,50 (1,00 —4,75)
Atrofia (%) 0,00 (0,00 -0,00) 0,00 (0,00 -0,25) 0,00 (0,00 - 0,00)
Espermadtides retidas (%) 0,00 (0,00 -0,00) 0,00 (0,00 -0,00) 0,00 (0,00 —-0,00)

Valores expressos como desvio interquartilico + EPM. Kruskal-Wallis seguido de teste de Dunn. p>0,05.

Na avaliacdo qualitativa, as células peritubulares apresentaram um padrao similar entre
0s grupos experimentais, com suas caracteristicas de apresentarem pouco citoplasma e nicleo
central achatado, e sendo localizadas como componentes principais das paredes dos tibulos
seminiferos (DYM, 1994). Ademais, as c€lulas de Leydig apresentaram morfologicamente

semelhantes entre os grupos experimentais, com nucleo esférico ou ovoide, e localizadas entre
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os tibulos seminiferos e proximas aos vasos sanguineos (RUSSELL et al., 1993). As
fotomicrografias testiculares representativas dos diferentes grupos experimentais estdo

representadas na Figura 10, demonstrando aspecto estrutural similar entre os grupos.

Figura 10. Fotomicrografia dos testiculos de camundongos dos grupos experimentais no DPN 80.

Fotomicrografia de seccdes testiculares do grupo controle (A), 1,5 mg/Kg (B) e 5,5mg/Kg de
rosuvastatina (C). Hematoxilina e Eosina (HE). Barra de escala = 20um.

No epididimo, ndo houve diferengas histolégicas entre os grupos em relagdo a
morfologia do epitélio, limen e tecido intersticial. As fotomicrografias das diferentes porcdes

epididimdrias dos animais dos grupos experimentais estdo representadas na Figura 11.
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Figura 11. Fotomicrografias das diferentes regides do epididimo de camundongos dos grupos experimentais no

Cauda
proximal

DPN 80.

Controle

5.1 Distal

5.1 Proximal

Cauda distal

Fotomicrografias de sec¢des do epididimo dos grupos controle, 1,5 mg/Kg e 5,5mg/Kg de

rosuvastatina. Hematoxilina e Eosina (HE). S.I: Segmento Inicial. Barra de escala = 100um.
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Referente a avaliacdo da cinética do processo espermatogénico, a frequéncia das

categorias de estdgios I-VI, VII-VIII, IX-XI e XII (Figura 13) ndo demonstraram diferenca

significativa entre os grupos experimentais (p>0,05) (Figura 12).

Figura 12. Cinética do processo espermatogénico nos animais dos grupos experimentais no DPN 80.
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Valores expressos como desvio interquartilico + EPM. One-way ANOV A complementado com teste de Tukey.
Letras diferentes indicam diferenca significativa entre os grupos experimentais. p > 0,05.
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Figura 13 . Fotomicrografias representativas das categorias de estagios dos tibulos seminiferos.

Fotomicrografias de sec¢des testiculares do grupo controle. Estagios I-VI; VII-VIII; IX-XT; XII.

Hematoxilina e Eosina (HE). Barra de escala = 100pum.

As andlises morfométricas da altura do epitélio seminifero (um) e drea do tibulo
seminifero, do limen do tdbulo seminifero e do epitélio seminifero (pmz), demonstraram
resultados semelhantes entre o grupo controle e os grupos expostos as doses de 1,5 mg/Kg e
5,5 mg/Kg de rosuvastatina (p>0,05) (Tabela 7).

Tabela 7. Morfometria testicular dos grupos experimentais no PND 80.

Grupos Experimentais (n=10)

Controle 1,5 mg 5,5 mg
Altura do epitélio seminifero (um) 59,46 + 3,22 62,69 + 3,55 61,56 +1,59
, 31700,00 + 32232,00 + 33159,00 +
Area do tiibulo seminifero (um?)

3248,22 1653,90 4236,20
Area luminal do tibulo seminifero (pmz) 4009,80 + 531,03 5404,9 + 655,78 4924,5 + 1511,2
, 27690,00 + 26827,00 + 28235,00 +
Area do epitélio seminifero (um?)

2846,60 1623,93 2783,10

Valores expressos como média + EPM. ANOVA seguido de teste de Tukey. p > 0,05.
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4.5 PERFORMANCE REPRODUTIVA

As taxas de prenhez e de perdas pré-implantacdo, potencial de fertilidade, massa
corporal materna e massa do utero gravidico foram semelhantes entre as fémeas acasaladas com
machos dos diferentes grupos experimentais (p>0,05), entretanto a taxa de perdas pds-
implantacdo aumentou nas fémeas cujos machos foram expostos a rosuvastatina (p<0,05)

(Tabela 8).
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Tabela 8. Performance reprodutiva dos machos dos diferentes grupos experimentais no DPN 70 apds
acasalamento natural com fémeas ndo-tratadas.

Grupos Experimentais (n=10)

Controle 1,5 mg 5,5 mg

Taxa de prenhez (%) 90% 80% 90%
"Massa corporal (DG 0) (g) 40,78 £ 0,91 39,78 £ 0,72 41,70 £ 1,19
"Massa corporal (DG18) (g) 68,67 2,36 65,44 +2.74 70,20 + 3,46
!Ganho de massa na

27,89 + 1,65 25,67 £2,44 28,50 +£ 2,84
gestagdo
"'Otero gravidico (g) 21,62 +1,72 19,02 + 2,09 21,27 £ 3,00
Potencial de fertilidade 88,24 (59,71 - 86,61 (69,65 - 89,47 (69,70 -
(%) 100,00) 93,42) 97,37)
Taxa de perdas p6s- 18,18 (6,70 - 17,16 (5,80 -
) 6,06 (0,00 - 10,61)*
implantacdo (%) 33,33)° 51,56)°
’Taxa de perdas pré- 11,76 (0.00 - 10,53 (2,63 -
‘ 13,4 (6,57 - 30,36)
implantacdo (%) 40.30) 30,30)
’Razdo sexual (M:F) 1,28 (0,94 -2,34) 1,07(0,70-1,39) 1,48 (0,85-1,85)
"Massa dos fetos machos (2) 1,36 + 0,03 1,34 +£ 0,05 1,40 + 0,05
"Massa dos fetos fémeas (2) 1,32 + 0,04 1,26 + 0,07 1,19+ 0,14
"Massa da placenta dos

0,12 £0,01 0,12 +£0,01 0,13 +£0,01
fetos machos (g)
"Massa da placenta dos

0,11 +0,01 0,11 +0,01 0,10 £ 0,01

fetos fémeas (g)

Valores expressos como média = EP! ou mediana e desvios interquartilicos?. One-way ANOV A seguido de teste
de Tukey ou Kruskal-Wallis seguido de teste de Dunn. Letras diferentes indicam diferenca significativa entre os

grupos experimentais. p < 0,05. DG = dia gestacional.

4.6 ANALISES DOS PARAMETROS BIOMETRICOS E MORFOLOGICOS FETAIS

A distancia anogenital e a circunferéncia cefdlica apresentaram medidas similares

entre a prole masculina e feminina dos grupos experimentais (p>0,05) (Figura 14). A distancia
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craniocaudal dos fetos femininos ndo apresentou diferencas significativas (p>0,05), entretanto,
para os fetos masculinos, a prole oriunda de pais expostos a rosuvastatina demonstrou uma

reducdo neste pardmetro, de forma dose-dependente (p<0,05) (Figura 14).

Figura 14. Pardmetros biométricos fetais da prole masculina e feminina dos animais dos grupos experimentais.
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Os parametros biométricos da prole feminina estdo representados a esquerda e os parimetros da prole masculina
estdo a direita. Valores expressos como desvio interquartilico + EPM. One-way ANOV A seguida de teste de
Tukey. Letras diferentes indicam diferencas significativas entre os grupos. p < 0,05.
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A frequéncia de anomalias congénitas e de marcos do desenvolvimento adiantados,
quando avaliados em conjunto, mostraram uma taxa aumentada na prole de pais expostos a
menor dosagem de rosuvastatina (p<0,05) (Tabela 9). Quando analisados separadamente, a
presenca de pélpebras abertas foi considerada um marco do desenvolvimento adiantado em
relacdo ao esperado para a idade gestacional, tendo maior frequéncia em individuos cujos pais
foram expostos a menor dose da estatina (Tabela 9). Contudo, as taxas das seguintes anomalias
congénitas ndo apresentaram diferenca significativa entre os grupos experimentais (p>0,05)

(Tabela 9).

Tabela 9. Frequéncia de anomalias congénitas e marcos do desenvolvimento adiantados na prole dos animais dos
grupos experimentais.

Grupos Experimentais (n=10)

Controle 1,5 mg 5,5 mg

Anomalias e marcos do
5,052 14,140 6,252b

desenvolvimento adiantados
Pélpebras abertas 2,082 4,49 1,872
Encurtamento de membros 1,05 0 0
Fetos de tamanho reduzido 0 2,3 0
Polidactilia 0 2,3 1,87
Cauda enrolada 0 1,16 0
Cifose 1,05 1,16 0
Gastrosquise 0 1,16 0
Multiplas anomalias congénitas 0 2,3 0

Valores expressos em porcentagem (%). Qui-quadrado de Pearson. Letras diferentes indicam diferenca
significativa entre os grupos experimentais. p<0,05.
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5 DISCUSSAO

As estatinas vem sendo amplamente prescritas e utilizadas por criangas, adolescentes
e adultos, seja para fins de regulacdo do perfil lipidico, como em casos de dislipidemias, quanto
para a prevengio de doencas cardiovasculares (GONZALEZ JIMENEZ; ALVAREZ FERRE,
2011; WEFFORT et al., 2019). Entretanto, estudos salientam que a exposi¢do a estatinas pode
comprometer os parametros reprodutivos e a fertilidade masculina (KLINEFELTER;
LASKEY; AMANN, 2014; LEITE et al., 2014, 2018a). Neste cenério, o presente estudo visou
investigar e compreender sobre os parametros reprodutivos e a fertilidade de camundongos
machos expostos ao agente hipolipemiante rosuvastatina desde a pré-puberdade até a
maturidade sexual, com a finalidade de se sugerir os possiveis efeitos para a saude reprodutiva
no ser humano.

Em camundongos, uma das caracteristicas fisicas indicativas da idade de instalagdo da
puberdade € separacdo prepucial, que demanda um aumento na concentracdo de testosterona
para que ocorra a queratinizagdo do epitélio balano-prepucial, assim, gerando a separacdao do
prepucio da glande peniana (HOFFMANN, 2018; PARKER, 2012; WISNER; STALVEY;
WARREN, 1983). No presente trabalho, observou-se um atraso na idade da separac¢ao prepucial
nos dois grupos expostos a rosuvastatina, assim, inferindo o atraso no inicio da puberdade
desses individuos. Este atraso na instalacdo da puberdade pode ocorrer como consequéncia da
acdo antiandrogénica de medicamentos, sendo que estudos prévios realizados com roedores
expostos a rosuvastatina mostraram uma instalagdo da puberdade tardia nesses animais (LEITE
et al., 2017b; MONOSSON et al., 2015).

Com o atraso na instalagdo da puberdade, consequentemente, obteve-se um aumento
na massa corporal, no dia da separagdo prepucial, nos individuos com instalacdo da puberdade
tardia. O acompanhamento da massa corporal e sua mensuracdo final nos individuos sdo
parametros de grande importancia dentro da toxicologia, pois possibilitam compreender o
estado geral de satide dos animais, tendo em vista que uma redu¢do ou um aumento no ganho
de massa pode refletir em uma variedade de respostas, como, por exemplo, a toxicidade
sisttmica (EPA, 1996). Porém, apenas com a massa corporal, muitas varidveis podem ser
mascaradas, por esse motivo, é de grande importancia o conhecimento da massa dos 6rgaos
vitais e reprodutivos, tanto a massa absoluta, quanto a massa relativa para se ter informagcdes
sobre a condigdo sistémica e reprodutiva dos animais expostos (EPA, 1996). Com base nas

andlises realizadas pode-se inferir que ndo houve efeitos sistémicos. Da mesma maneira, a
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auséncia de efeitos persistiu na maioria dos pardmetros de massa dos 6rgaos reprodutores, com
excecdo da massa da glandula seminal vazia que evidenciou uma reducdo, sugerindo um
possivel impacto na estrutura tecidual, sem interferéncia em sua produgao de secrecdo. Assim,
a rosuvastatina demonstrou ser um farmaco o qual nio acarreta em uma toxicidade sistémica
nos camundongos.

Com relacdo a histopatologia testicular dos camundongos no DPN 80, em ambos os
grupos experimentais, os resultados foram similares, indicando auséncia de alteragdes
estruturais na organizacdo testicular. Devido a reducdo dos niveis de isoprenoides
intermedidrios ou deplecdo androgénica induzidos pela estatina, estudos tem relatado aumento
na taxa de morte de células germinativas no testiculo (ARAKI; MAEDA; MOTOJIMA, 2012;
LEITE et al., 2014, 2017a, 2018b), embora o mesmo nio tenha sido observado nesse estudo.
Ademais, as células somadticas presentes no epitélio seminifero, as células de Sertoli, sdo
essenciais para a efetividade da espermatogénese, tendo um papel na nutricdo do epitélio
seminifero, manutencdo da integridade do epitélio e na barreira hematotesticular, assim, as
lesdes destas células podem ter um forte impacto na saide reprodutiva masculina (MEDEIROS
etal., 2019; RUSSELL et al., 1993). Nesse trabalho ndo foram observadas alteragdes estruturais
testiculares que sugerissem possiveis danos diretos ou indiretos as células de Sertoli, o que
indica que a reducdo da produgdo espermdtica estaria mais relacionada com a deplecdo
androgénica promovida pela estatina.

A diminuicdo dos niveis de androgenos, por exemplo, a testosterona, por intermédio
da reducdo das concentracdes de colesterol sérico pelas estatinas tem demonstrado possiveis
efeitos toxicos na reproducdo masculina, como na qualidade espermdtica e alteracdes na
performance reprodutiva, ademais, devido a esse mesmo mecanismo, as estatinas mostram-se
capazes de reduzir a contagem espermdtica (HSIEH; HUANG, 2016; LEITE et al., 2014,
2017a). Tendo em vista que esses hormdnios tem um papel relevante na espermatogénese e que
alteracoes nas células de Sertoli influenciam o nimero de espermatozoides por testiculo, nessas
condi¢des experimentais, houve reducdo da PDE relativa, o que sugere impacto desse
medicamento na producdo espermdtica testicular (FRANCA; AVELAR; ALMEIDA, 2005).
Além da reducdo da contagem espermdtica testicular nesse trabalho, a rosuvastatina
proporcionou um aumento no tempo de transito espermdtico na regidao de cabecga/corpo do
epididimo. Sabe-se que a passagem do espermatozoide ao longo do ducto epididimdrio é
fundamental para o processo de maturacio, aquisi¢do da motilidade e capacidade de fertilizacao

do espermatozoide (DANTAS, 2022; ELFGEN et al., 2016). A maturacdo completa do



55

espermatozoide através do transito no epididimo acontece sob influéncia de secrecdes
epididimdrias ao longo ducto, ocorrendo vérias alteracdes bioquimicas sequenciais relacionadas
a liberacdo e absor¢ao de fluidos, exossomos, antioxidantes e ions (COOPER, 2011; REILLY
et al., 2016). Além disso, quando hd alteracGes na espermiogénese, o espermatozoide pode ser
incapaz de responder adequadamente a esse ambiente epididimario (COOPER, 2011; REILLY
et al., 2016).

Tendo em vista a importancia do epididimo para a maturagdo espermdtica e 0s
resultados obtidos na pesquisa, estudos indicam que o aumento no tempo de transito
espermatico ndo impacta na capacidade fértil dos espermatozoides, porém, quando ocorre uma
aceleracdo nesse tempo de transito, acarreta em um prejuizo para a qualidade espermética
(GARCIA et al., 2012; KEMPINAS et al., 1998).

A taxa de alteracOes morfoldgicas nos espermatozoides foi similar entre os grupos no
atual estudo, ndo obstante, houve uma reducdo na frequéncia das gotas citoplasmaticas em
posicdo medial e distal, de modo consequente houve um aumento na frequéncia das gotas
citoplasmaticas proximais, em ambos os grupos expostos. A gota citoplasmdtica € um pequeno
residuo citoplasmatico que permanece aplicado a espermdtide 16 apds a liberagdo do epitélio
germinativo, e durante o transito epididimario ocorre a alteragao morfoldgica correlacionada a
migracdo da gota citoplasmdtica (HERMO et al., 2019). A retencdo da gota citoplasmdtica ao
flagelo do espermatozoide pode acarretar em uma angulacdo flagelar, impactando diretamente
na motilidade desses espermatozoides (COOPER et al., 2004; COOPER; BARFIELD, 2006).

Estudos prévios sugerem que a exposi¢do a desreguladores enddcrinos, os quais
implicam na redugdo de testosterona, impactem na producdo de ATP e, por conseguinte, na
alteracdo da capacidade mitocondrial, prejudicando a motilidade espermatica (BEN SLIMA et
al., 2017; RAHMAN et al., 2017; SHARMA et al., 2020). Um dos motivos para ocorrer essa
alteracdo na funcao mitocondrial € a possivel deficiéncia da coenzima Q10 (CoQ10), conhecida
também como ubiquinona, ocasionada pelo uso cronico de estatinas, onde a enzima HMG-CoA
redutase €, também, responsavel pela sintese da CoQ10, assim, sendo afetada com esse
tratamento medicamentoso (BANACH et al., 2015; DA SILVA et al., 2021; PRAJAPATI,
GARABADU; KRISHNAMURTHY, 2017). Trabalhos desenvolvidos pelo grupo de pesquisa
também demonstraram uma queda nos niveis de testosterona nos grupos experimentais de ratos
apo6s a exposicao a rosuvastatina (LEITE et al., 2014, 2017a, 2018b). Logo, os resultados desse
trabalho mostraram uma diminui¢do na porcentagem de espermatozoides moveis progressivos

na maior dose de rosuvastatina, demonstrando a possivel toxicidade direta da rosuvastatina no



56

epididimo ou efeitos indiretos desse medicamento através da redugdo nos niveis de testosterona
e de danos a integridade do material genético.

Trabalhos realizados com exposicdo a atorvastatina indicaram que a limitacdo do
horménio essencial para a espermatogénese, a testosterona, acarretada pela estatina, estd
associada com a reduc¢do da vitalidade espermética (AKDENIZ et al., 2020; PONS-REJRAJI
et al., 2014). Além disso, estudos demonstram que as estatinas apresentam um possivel
potencial de morte celular em diversas linhagens celulares, podendo assim estar associado com
danos na funcionalidade da membrana espermdtica, principalmente, nesse caso, alteragdes da
permeabilidade da membrana (LEE; KIM, 2013; SANTOS; SILVA, 2010). Nesse estudo, uma
possivel explicacdo para a reducdo da vitalidade espermdtica nos grupos expostos a estatina
seria a reducdo androgénica e a morte celular, como consequéncia do efeito primério das
estatinas, a reducdo dos niveis de colesterol.

Alguns trabalhos encontraram altera¢des na integridade do DNA espermético quando
expostos a diferentes estatinas, como em estudos realizados com rosuvastatina, sinvastatina,
atorvastatina e pravastatina (COETSEE et al., 2008; LEITE et al., 2017a). O processo de
condensacdo do ntcleo da célula espermatica ocorre durante a espermiogénese, quando as
histonas, que sdo proteinas nucleares bdsicas, sdo substituidas parcialmente ou completamente
por proteinas especificas de cardter bdsico dos espermatozoides, as protaminas
(KANIPPAYOOR; ALPERN; MOEHRING, 2013). A integridade do DNA do espermatozoide
mostra-se extremamente relevante, ja que alteracdes em sua cromatina ou danos na sua estrutura
podem levar a diminuicdo da fertilidade na maturidade sexual e prejudicar o desenvolvimento
embriofetal (LEITE et al., 2017a). Nesse estudo houve menor compacta¢do da cromatina no
grupo de menos dose e uma tendéncia no grupo de maior dose expostos a rosuvastatina, a qual
demonstrou ser capaz de interferir na qualidade espermdtica. Ademais, observou-se a formagao
de anomalias congénitas e a antecipa¢ao de marcos do desenvolvimento, além de aumento das
taxas de perdas pds-implantacdo, sugerindo uma possivel toxicidade relacionada a integridade
do genoma paterno, apds exposi¢ao a rosuvastatina.

O efeito antiandrogénico indicado pelo atraso da instalacdo da puberdade traz impactos
negativos para a maturacdo e fungdo reprodutiva, como demonstrado nesse estudo em que
houve prejuizo a performance reprodutiva dos animais expostos a estatina, efeito constatado a
partir do aumento das perdas pds-implantacao, ja que esta pode ser uma implicacdo adversa na

qualidade dos espermatozoides e na integridade do genoma masculino, como também
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verificado nos resultados com a menor compactacdo da cromatina (CABRAL et al., 2018;
KRISTENSEN et al., 2011).

E sabido que o espermatozoide desempenha um papel fundamental na embriogénese,
contribuindo por meio do seu genoma haploide. Além disso, ele participa de diversos outros
eventos no desenvolvimento, incluindo a singamia, regulacdo epigenética e a clivagem
(BASHIRI et al., 2020). Em um estudo conduzido por Marchetti e sua equipe (2004), foi
observado que aproximadamente 98% das alteracdes genéticas transmitidas pelo progenitor
eram do tipo cromossdmico. Esses achados sugerem que a formacdo dessas alteragdes ocorreu
durante o periodo entre a exposi¢cdo da linhagem germinativa do macho e o inicio da primeira
fase S apo6s a fertilizacdo. Em decorréncia a exposi¢do paterna a compostos toxicos variados,
pode-se acarretar em uma prole com individuos apresentando anomalias congénitas, 1Sso se
deve em virtude do desenvolvimento anormal seguir para a implantacdo, viabilizando o pré-
embrido, entretanto, tendo a possibilidade de ocorrer interferéncia negativa com o
desenvolvimento embriofetal subsequentemente (MARCHETTI et al., 2004). Portanto, as
estatinas apontam um potencial de modificagdbes no genoma espermatico, resultando em
alteracOes nas taxas de anomalias congénitas e antecipa¢do nos marcos do desenvolvimento
encontradas nesse estudo.

A distancia anogenital ¢ um marcador de diferenciacdo sexual, sendo um marco
utilizado para a avaliacdo do desenvolvimento sexual precoce (THANKAMONY et al., 2016).
Também se enquadram como biomarcadores de relevincia para o desenvolvimento fetal os
parametros biométricos de circunferéncia cefalica e distancia craniocaudal (PARKER, 2012;
TYL; MARR, 2012). Nos grupos expostos a estatina, constata-se uma tendéncia de reducdo da
distancia craniocaudal em fetos do sexo masculino, alvitrando uma toxicidade fetal mediada
por fator paterno.

Em sintese, a medida que as estatinas, notadamente a rosuvastatina, continuam a ser
amplamente prescritas para regular os perfis lipidicos e mitigar doencas cardiovasculares em
diversas faixas etdrias, surge um cendrio de crescente consciéncia acerca dos potenciais efeitos
adversos destes medicamentos na esfera da satde reprodutiva masculina (GONZALEZ
JIMENEZ; ALVAREZ FERRE, 2011; WEFFORT et al., 2019). E de suma importincia,
contudo, reconhecer as limitacdes intrinsecas deste estudo. Foram empregados animais
normolipidémicos, tornando essencial adotar cautela ao extrapolar diretamente os resultados
para a populagdo humana. Além disso, € relevante ressaltar que a crescente utilizacdo da

rosuvastatina reforca a importancia de compreender suas implicacdes abrangentes, incluindo
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sua influéncia na sadde reprodutiva. Estes resultados vao além do imediato e estimulam
reflexdes mais amplas sobre a farmacodinamica das estatinas e seu potencial impacto na satde
reprodutiva e no desenvolvimento pds-natal a longo prazo. Dessa forma, a convergéncia entre
as dreas de pesquisa ganha uma importancia substancial, construindo uma abordagem mais

holistica para preservar a satide reprodutiva de individuos que fagam o uso desse farmaco.
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6 CONCLUSAO

Em suma, a exposi¢do de camundongos machos a rosuvastatina desde a pré-puberdade
até a maturidade sexual promoveu toxicidade reprodutiva através de reducdo da qualidade
espermatica e diminui¢do da performance reprodutiva dos machos por meio do aumento das
taxas de perda pds-implantacdo. Ademais, houve toxicidade no desenvolvimento da prole
mediada por fator paterno, provavelmente devido a alteragdes espermadticas genéticas e/ou
epigenéticas, que aumentaram a frequéncia de anomalias congénitas e anteciparam a abertura
das pdlpebras nos fetos, especialmente na menor dose de rosuvastatina. Este estudo sugere um
possivel risco a saide reprodutiva de homens que fazem uso da estatina desde a pré-

adolescéncia e que realizam um tratamento cronico com esse medicamento por toda a vida.
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PUBERDADE ATE A MATURIDADE SEXUAL: EFEITOS IMEDIATOS SOBRE O SISTEMA GENITAL E A FERTILIDADE",
protocolada sob o CEUA n? 1688170919 o condss), sob a responsabilidade de Gabriel Adan Araujo Leite e equipe;
Mércia Eduarda Geraldo; julia Schubert Sengl de Soura; Ana Beatriz Goadert - que envolve a producho, manutengdo
afou utilizacko de animails pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa
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ANEXO B — Emenda de aprovacio pela Comissio de Etica no Uso de Animais (CEUA)

da Universidade Federal de Santa Catarina
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