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RESUMO

As avermectinas e as milbemicinas, muitas vezes também referidas como lactonas
macrociclicas, sdo os medicamentos antiparasitarios mais vendidos no mundo, dada
sua ampla utilizacédo tanto na medicina veterinaria e humana, quanto na agricultura.
Esse trabalho apresenta inicialmente uma revisdo dos principais trabalhos do nosso
grupo em varios aspectos da exposi¢ao as avermectinas e suas consequéncias no
ambito reprodutivo, tais como reducédo no comportamento sexual de ratos sem
experiéncia sexual; reducdo do reflexo de lordose em fémeas e ainda,
incoordenacdo motora fina resultando em alteracdo de comportamento sexual em
machos e fémeas. A seqguir, oferece uma revisdo sobre o0s aspectos
anatomofisioldgicos do testiculo humano e do rato, enfocando o desenvolvimento
pré e pos-natal, bem como sua anatomia e fun¢des. Enfocou-se também o testiculo
do rato como modelo experimental na validacdo de estudos de reproducéo.
Finalmente, foi apresentado trabalho publicado “Cordeiro F, Gongalves V Jr, Moreira
N, Slobodticov JI, de Andrade Galvédo N, de Souza Spinosa H, Bonamin LV, Bondan
EF, Ciscato CHP, Barbosa CM, Bernardi MM. lvermectin acute administration
impaired the spermatogenesis and spermiogenesis of adult rats. Res Vet Sci. 2018
Apr;117:178-186. doi:10.1016/j.rvsc.2017.12.013". Neste foram estudados os efeitos
temporais das doses terapéuticas da ivermectina na morfometria e histologia do
testiculo para verificar se a administracdo aguda do medicamento prejudicaria a
espermatogénese e a espermiogénese de ratos adultos e, se esses efeitos seriam
reversiveis. Além disto, o0s niveis de testosterona e a de ivermectina plasmaticos
foram avaliados. Os resultados mostraram que a exposicao aguda a ivermectina:1)
reduziu o volume testicular, o didmetro tubular e a altura do epitélio germinativo
principalmente na dose mais alta; 2) ndo interferiu na frequéncia de células de
Leydig; 3) na histologia verificou-se que as seg¢des tubulares continham diversas
alteracdes histologicas indicativas de interrupcao da espermatogénese, como
desorganizacdo do epitélio germinativo, degeneracdo vacuolar das células
germinativas e descamacédo das células no limen tubular; 4) ndo houve diferencas
nos niveis de testosterona; 5) Os niveis plasméaticos da ivermectinas foram
reduzidos significativamente as 72 h apds a dose de 0,2 mg / kg. Concluiu-se que a

ivermectina administrada agudamente prejudicou a espermatogénese e



espermiogénese de ratos. Provavelmente, esses efeitos ndo foram consequéncia da
ivermectina nas células de Leydig porque nenhum efeito foi observado nesse nivel.
Finalmente, nossos resultados sugerem que alguns efeitos testiculares séao
reversiveis e correlacionados com os niveis plasmaticos de ivermectina.

Estes trabalhos em conjunto, mostram que doses terapéuticas de diferentes
avermectinas causam inumeros danos na esfera reprodutiva dos animais, incluindo
prejuizos comportamentais e testiculares, como desorganizacdo celular em
diferentes estagios do ciclo do epitélio seminifero e reducdes de parametros
morfométricos testiculares, sugere-se que as avermectinas ndo sejam empregadas

no periodo da reproducao.

Palavras chaves: Antiparasitarios. Avermectinas. Reproducdo. Testiculo.

Comportamento animal.



ABSTRACT

Avermectins and milbemycins, often also referred to as macrocyclic lactones, are the
world's best selling antiparasitic medicines and are widely used in veterinary and
human medicine and agriculture. In this study, initially it was reviewed the main
studies of our group about the different aspects of exposure to avermectins and their
consequences in the reproductive scope such as reduction in the sexual behavior of
rats without sexual experience; reduction of lordosis reflex in female and reduction
of fine motor coordination resulting in changing sexual behavior in males and
females. A review of the anatomical and physiological aspects of the human testis
and the rats was carried out, focusing on aspects of pre and postnatal development,
and the testis anatomy and functions. Finally, it was presented a paper published:
Cordeiro F, Goncalves V Jr, Moreira N, Slobodticov JI, Andrade Galvdo N, Souza
Spinosa H, Bonamin LV, Bondan EF, Ciscato CHP, Barbosa CM, Bernardi MM.
Ivermectin acute administration impaired the spermatogenesis and spermiogenesis
of adult rats. Res Vet Sci. 2018 Apr; 117: 178-186. doi: 10.1016 / j.rvsc.2017.12.013
". The results show: 1) IVM acute exposure, mainly in the higher dose, reduced the
testicular volume, the tubular diameter and the germinal epithelium height; 2) no
interferences on Leydig cells frequency;3) histological studies show that tubular
sections containing several histological changes indicative of spermatogenesis
interruption, such as disorganization of germinal epithelium, vacuolar degeneration of
the germ cells and sloughing of cells into the tubular lumen; 4) no differences in
testosterone levels; 5) The IVM plasmatic levels were significantly reduced at 72 h
after the 0.2 mg/kg. It was concluded that acute IVM impaired the spermatogenesis
and spermiogenesis of rats. Probably these effects were not consequence of IVM at
the Leydig cells because no effects were observed at this level. Finally, our results
suggest that some testicular effects are reversible and correlated with the plasmatic
levels of IVM.As general conclusion, it was suggested that avermectins are not used
in the reproduction period because, even in therapeutic doses, avermectins cause
numerous damages in the reproductive sphere of the animals, including behavioral
and testicular damages, as cellular disorganization at different stages of the

seminiferous epithelium cycle and reduction of testicular morphometric parameters.

Key words: Antiparasitics. Avermectins. Reproduction. Testis. Animal behavior.
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1 REVISAO DA LITERATURA

1.1 Avermectinas

Nota: essa reviséo € capitulo de livro enviado e aceito para publicacdo sobre o tema:

Carrapaticitas: Toxicologia, Residuos e alternativas.

Avermectinas e Reproducgéo: Estudos em Animais de Laboratorio

Maria Martha Bernardi, Flora Cordeiro, Thiago Berti Kirsten
Universidade Paulista, Pés-Graduacao em Patologia
Ambiental e Experimental, Area Medicina Veterinaria

maria.bernardi@docente.unip.br

Resumo
Avermectinas e Reproducéo: Estudos em Animais de Laboratdrio
Palestrante: Prof. Dra. Maria Martha Bernardi
Universidade Paulista
As avermectinas e as milbemicinas, muitas vezes também referidas como lactonas
macrociclicas, sdo os medicamentos antiparasitarios mais vendidos no mundo,
devido a sua ampla utilizacdo tanto na medicina veterinaria e humana, quanto na
agricultura. Esse trabalho apresenta os efeitos das avermectinas no espectro
reprodutivo. Diversos estudos de nosso grupo tém revelado que as ivermectina,
doramectina e moxidectina reduzem o comportamento sexual em ratos machos e
fémeas mesmo quando administradas em doses terapéuticas. Essa reducdo tem
sido atribuida a incoordenacdo motora e ndo a motivacdo sexual. Além dos danos
comportamentais, estudamos o sistema reprodutivo, especialmente os testiculos.
Doses terapéuticas também causaram redugdo no peso testicular e no volume
testicular, bem como aumentaram o numero de células na luz dos tuabulos
seminiferos. Desde que doses terapéuticas de diferentes avermectinas causam
iniomeros danos na esfera reprodutiva dos animais, incluindo prejuizos
comportamentais e testiculares, sugerimos que as avermectinas nao sejam

empregadas nos periodos de reproducao.

Palavras chaves: antiparasitarios, comportamento sexual, testiculos, apoptose.
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INTRODUCAO

A descoberta das avermectinas foi um evento importante na pesquisa de
novas drogas para o tratamento de verminoses, pela sua versatilidade, seguranca e
efeitos benéficos na salude animal e humana. Dada essa importancia, os doutores
Satoshi Omura e William Cecil Campbell, descobridores das avermectinas, foram
agraciados com o Prémio Nobel em Fisiologia e Medicina, em 2015 (Tambo et al.,

2015).

Segundo Almeida et al., (2017) as avermectinas e milbemicinas, também
denominadas lactonas macrociclicas, sdo os medicamentos antiparasitarios mais
amplamente utilizados, na medicina veterinaria, para o tratamento de verminoses
gastrointestinais e para o controle de ectoparasitos. Algumas delas também sédo
empregadas, na agricultura, para controle de infecgbes por pragas. As milbemicinas
diferem das avermectinas pela auséncia de um grupo dissacarideo no C-13 do anel

lactbénico.

Em 1987 a ivermectina foi aprovada para uso humano, no tratamento de
oncocercose. No entanto, a eficacia da ivermectina ndo se restringe ao tratamento
da oncocercose, sendo também efetiva para o tratamento de infeccbes por filarias
produzidas pela Wuchereria bancrofti, Brugia malayi, Loa loa, Mansonella perstans,
e Mansonella ozzardi (Ottesen and Campbell, 1994). Ela também erradica parasitas
gastrointestinais, incluindo Ascaris lumbricoides, Strongyloides stercoralis,
Enterobius vermicularis, Trichuris trichiuria, e Ancylostoma duodenale (Ottesen and

Campbell, 1994).

As avermectinas sado produtos de fermentacdo natural de actinomicete

Streptomyces avermitilis, encontrado nos solos, sendo pouco soluvel em agua, mas
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facilmente solivel em solventes organicos (Campbell et al., 1984). A fermentacao do
Streptomyces avermitilis gera uma série de compostos similares, classificados com
‘A” e “B”, dependendo da presenga dos grupos metoxi (avermectina A) ou hidroxi
(avermectina B) no carbono 5 (C-5). Esses compostos “A” e “B” podem ter uma
ligagao dupla entre o C-22 e C-23 (A1 e B1) ou uma ligacdo simples e substituinte
hidroxi no C-23 (Az e B2). Séo classificados ainda em “A” e “B”, quando apresentam,
no C-25, o grupo butil (Aia, A2a, Bia € B2a) ou isopril (Aib, Azb, Bib € Bab). Das oito
avermectinas resultantes do processo de fermentacdo, quatro, designadas Aia, Azb,
Bia e B2a, sdo obtidas em maiores quantidades. Os componentes “B” nao
apresentam mais do que 20% da mistura total. A avermectina B1 € conhecida como
abamectina, composta por menos de 80% de avermectina Bia (5-O-dimetil
avermectina Aia) € mais de 20% de avermectina Bip (5-0-dimetil-25-di-(1-
metilpropril)-25-(2-metiletil) avermectina Aia). Esses dois componentes, Bia € Bib tém

propriedades biolégicas e toxicologicas similares (Hotson, 1982).

A hidrogenacdo da avermectina Bi, nas ligagbes duplas entre C-22 e C-23,
produz a 22,23 diidroavermectina Bi, conhecida como ivermectina. A presenca de
um grupo ciclo-hexilico, na posicdo C-25 do anel lactdnico central, origina a

doramectina (Goudie et al., 1993).

Atualmente, encontram-se disponiveis, no comércio, quatro avermectinas:

- lvermectina: 22,23-dihidroavermectina Bia (>80%) e 22,23-diiforavermectina Bib

(<20%);

- Doramectina: 25-ciclohexil-5-0-dimetil-25-de(1-metilpropril) avermectina Aua;

- Eprionmectina: 4-epi-acetilamino-4-deoxi-avermectina Ba;
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-Selamectina:ciclohexil-525-de(1-metilpropril)-5deoxi-22,23-diidro-5 (hidroximino)-

avermectina Bi.

A ivermectina apresenta atividade em estagios adultos e imaturos em
desenvolvimento de nematdédeos gastrointestinais e pulmonares de equinos,
ruminantes, suinos e, em alguns casos, de cdes (Almeida and Ayres, 2017). Como
acaricida, é efetivo contra carrapatos e outros acaros, embora ja se relate o
desenvolvimento de resisténcia (Shoop et al.,, 1995). Em humanos, tem largo

emprego no tratamento da oncocercose e filariose linfatica (Kircik et al., 2016).

Mecanismo de acéo e efeitos farmacoldgicos

As avermectinas atuam como agonistas de alta afinidade, na subunidade alfa
de canais ionicos seletivos de cloro dos parasitos (Estrada-Mondragon and Lynch,
2015). Em invertebrados, o ligante desses canais iGnicos sao o glutamato e seus
receptores, denominados GIuCl (Wolstenholme and Rogers, 2005). Eles se
localizam em células musculares somaéticas, particularmente, da bomba faringea e
do Gtero. Sob a acdo das avermectinas, o canal de cloro € aberto, aumentando a
conducéo intracelular do neurotransmissor, o que altera a membrana do neurénio,
hiperpolarizando-a, e leva a paralisia motora do tipo flacida, resultando na
eliminacdo do parasito. Nos nematédeos, as avermectinas interferem na

transmissao dos impulsos nervosos entre células nervosas, enquanto, nos

artrépodes, isso ocorre entre células nervosas e musculares (Cully et al., 1994).

Enquanto, em invertebrados, os sitios de ligagdo das avermectinas localizam-
se no tecido periférico, nos mamiferos, ocorrem no sistema nervoso central

(Bloomquist, 2003).
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Em mamiferos, diversas evidéncias indicam que as avermectinas interagem
com canais de cloro mediados por outros neurotransmissores, como o0 acido gama-
aminobutirico (GABA) e a glicina. O estudo comparativo entre a avermectina Bla e
moduladores de receptores GABAérgicos em membranas neuronais sugeriu que os
sitios para avermectina Bla, benzodiazepinicos, pentobarbital e picrotoxina estédo
acoplados, alostericamente, ao receptor GABAérgico/ canal de cloro e que os sitios
ligantes para a avermectina Bla podem ser compartilhados, parcialmente, com os
da picrotoxina e barbituratos. Ainda, outras evidéncias indicam que as avermectinas
podem néo sO interagir diretamente com sitios receptores do GABA, mas também
causar aumento na liberagdo de GABA (Turner and Schaeffer, 1989; Shoop et al.,

1995).

Quanto a toxicidade em mamiferos, as avermectinas, em doses
recomendadas, apresentam larga margem de seguranca, pelo fato de os receptores
GABAérgicos serem restritos ao sistema nervoso central, em mamiferos e da baixa
penetrabilidade desses medicamentos na barreira hematoencefalica. Além disso, os
nervos e musculos de mamiferos ndo apresentam canais de cloro controlados pelo
glutamato (Ritter et al., 2015). Excecfes sdo observadas em certas racas de cées,
bezerros e gatos. Nesse sentido, 0 mecanismo de neurotoxicidade, em cées, esta
associado as mutacdes no gene MDR1 (resisténcia a multiplas drogas) que resulta
em transcricdo de uma proteina truncada da glicoproteina —P, a qual néo é funcional
(Roulet et al., 2003). Essa é uma proteina da membrana celular que atua na
absorcdo e excrecdo de medicamentos no intestino, figado rins e barreira
hematoencefalica, afetando a distribuicdo do medicamento no sistema nervoso
central (Edwards, 2003). Em bezerros, a abamectina e a moxidectina tém uso
restrito, pois ja se verificou a ocorréncia de depressado e ataxia (Almeida and Ayres,

2017).
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Avermectinas e comportamento em animais de laboratorio

Comportamentos modulados pelo sistema GABAérgico sao afetados por
lactonas macrociclicas, ivermectina, doramectina e moxidectina. Os estudos
realizados por nosso grupo sugerem que a administracdo de doses terapéuticas de
ivermectina apresenta, em modelos animais, efeitos ansioliticos e sedativos
similares ao diazepam (de Souza Spinosa et al., 2002). Da mesma forma, verificou-
se que a doramectina apresenta tanto propriedades ansioliticas como

anticonvulsivantes (De Souza Spinosa et al., 2000).

Como o sistema GABAEérgico inibe a expressdo do comportamento sexual
(Bitran and Hull, 1987), diversos estudos foram realizados por nosso grupo

investigando os efeitos das avermectinas na esfera sexual.

Nesses trabalhos, observou-se que a administracdo de doses terapéuticas de
ivermectina reduziu o comportamento sexual de ratos sem experiéncia sexual, mas

nao de animais sexualmente experientes (Bernardi et al., 2011) (Figura 1).

Figura 1 Laténcia para primeira monta e primeira intromisséo do comportamento sexual de ratos sem
experiéncia sexual e ratos experientes, tratados com 1,0 mg/kg de ivermectina. Dados mostrados
como médias e erros-padrdo da média. * p< 0,05 em relacdo ao respectivo grupo controle. Os demais
parametros podem ser vistos em: Bernardi MM, Kirsten TB, Spinosa HS, Manzano H (2011)
Ivermectin impairs sexual behavior in sexually naive, but not sexually experienced male rats. Res Vet
Sci91:77-81
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Resultados similares foram observados com a doramectina, porém a
experiéncia sexual ndo reduziu a inibicdo do comportamento sexual (Ferri et al.,
2013). Além disso, em fémeas, a administracdo de doses terapéuticas de
ivermectina reduziu a intensidade de lordose e a execucao desse reflexo (Moreira et

al., 2014)(Figura 2).

Mais recentemente, Moreira et al. (2017) verificaram que essa reducdo do
comportamento sexual poderia ser consequéncia da incoordenacdo motora fina
induzida pelo medicamento e ndo por diminuicdo da motivacdo sexual. Nesse
sentido, trabalho em andamento, empregando a vocalizacdo ultrass6nica como
medida da motivacdo sexual, confirma esses resultados, uma vez que, frente a uma
fémea no estro, ratos vocalizam mais ou estdo mais motivados, porém, tem maior

laténcia para primeira monta (Figura 3).

Figura 2. Comportamento sexual de ratas em estro e tratadas com 0,2 e 1,0 mg/kg de ivermectina ou
solucéo de controle (1 ml/kg). (A). Quociente de lordose, (B) intensidade de lordose, (C) Porcentagem
de fémeas que apresentaram lordose exagerada. (D) Porcentagem de fémeas que apresentaram
lordose. Testes de Kruskal-Wallis seguido pelo teste de Dunn ou teste exato de Fisher. n = 8-10 /
grupo. * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p< 0,001 em compara¢do com o grupo controle. Moreira N, Bernardi
MM, Spinosa HS. Ivermectin reduces sexual behavior in female rats. Neurotoxicol Teratol.
2014;43:33-8. doi:10.1016/j.ntt.2014.03.003.
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Figura 3.Vocalizacdes e laténcia para primeira monta de ratos machos tratados com 1,0 mg/kg de
ivermectina, 24 horas antes das observagGes. Dados mostrados como médias e erros-adrdo da

média. * p< 0,05, ** p< 0,01 em relagao ao grupo controle, teste t de Student. Estudos em andamento
ndo publicados.
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Portanto, diversos estudos de nosso grupo tém demonstrado que a
administracdo de doses terapéuticas de avermectinas, como ivermectina e
doramectina, induzem diversos danos comportamentais, que refletem em prejuizos

reprodutivos para machos e fémeas.

Ivermectina e funcgéao testicular

Além de ser encontrado no sistema nervoso central, o GABA ocorre nas
gbnadas e 6rgaos reprodutivos acessorios, tendo sido descrito um efeito direto sobre
a esteroidogénese, a viabilidade e motilidade do espermatozéide (Erdo et al., 1983).
O GABA pode imitar e potenciar a acdo da progesterona no inicio da reagdo do
acrosoma em espermatozéides de mamiferos (He et al., 2001). Ainda, h& receptores
para GABA dos tipos GABAa, GABAs e GABAc em testiculos e espermatozoides de

ratos (He et al., 2003; He et al., 2001;Li et al., 2008).

O sistema GABAérgico pode desempenhar papel modulador na

espermiogénese, porque a expressao de mRNA da glutamato descarboxilase,
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enzima sintética de GABA, foi observada em espermatides precoces e maduras
(Kanbara et al., 2005). Além disso, o sistema GABAérgico, localizado nas células de
Leydig de testiculos de roedores e de humanos, regula a sintese de esteroides por

meio de receptores locais de GABAa (Geigerseder et al., 2004;Hauet et al., 2005).

Dessa forma, no escopo dos efeitos das avermectinas na reproducao, tornou-
se importante investigar seus efeitos, focalizando a funcao testicular. Nesse sentido,
os dados da literatura acerca dos efeitos testiculares da ivermectina mostram-se
controversos. Moura et al. (2006), avaliando a histomorfometria do parénquima
testicular através da producdo espermatica diaria e a eficiéncia da espermatogénese
de ratos tratados com diferentes doses de ivermectina (0,1, 0,4 e 0,6 mg/kg), nédo
mostraram qualquer efeito deletério. No entanto, El-Sawy et al. (2015) mostraram
gue a administracdo de 0,56 mg/kg de ivermectina, em ratos, induziu uma série de
efeitos colaterais sobre a reproducédo: reducéo de testiculos, epididimos e pesos de
O0rgdos sexuais acessorios; alteracdo nos caracteres espermaticos; diminuicdo da
contagem de esperma e motilidade; aumento das anormalidades espermaticas.
Além disso, na pratica clinica veterinaria, o esperma de animais recentemente

tratados com ivermectina ndo é considerado de boa qualidade para realizar

fertilizacao.

Cordeiro et al. (2018) investigaram os efeitos da administracdo aguda de
doses terapéuticas de ivermectina na morfometria e histologia do testiculo de ratos
adultos, com o intuito de verificar se esse tratamento prejudicaria a
espermatogénese e a espermiogénese. Outra questdo levantada foi se esses efeitos
seriam reversiveis. Os niveis de testosterona e de ivermectina também foram
avaliados. A possivel participacdo do sistema nervoso central foi investigada por

meio da expressao da proteina glial fibrilar (GFAP), um marcador de astrdcitos, no
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cortex e hipotalamo. Com relacédo aos niveis de testosterona, ndo foram observadas
diferencas entre os grupos, sugerindo que esse hormOnio ndo participou das
alteracOes testiculares relatadas abaixo. Também néo foram observadas diferengas
entre a expressao de GFAP, revelando que os efeitos testiculares da ivermectina

parecem ocorrer independentemente da presenca de neuroinflamacao.

No testiculo, os resultados mostraram que a exposicdo aguda a ivermectina
(0,2 ou 1,0 mg/kg), principalmente na dose terapéutica mais alta, reduziu o volume
testicular, o didmetro tubular e a altura do epitélio germinativo (Figura 4). Além disso,
essas reducdes deixaram de ocorrer 72 horas ap0s o tratamento, indicando uma
reversdo temporal dos efeitos da ivermectina. Concorda com esses dados a
observacdo de que os niveis plasmaticos de ivermectina foram significativamente

reduzidos 72 horas apos a administracdo do medicamento (Figura 5).

Figura 4. Peso testicular relativo (g), volume testicular (mm?), diametro tubular (uUM) e epitélio tubular
(uM) de ratos tratados com 1,0 mg/kg de ivermectina, observados 24, 48 e 72 horas apés o
tratamento. N=10. ANOVA de uma via, seguida pelo teste de Tukey's.* p< 0,05 em relacdo ao grupo
controle. Os resultados dos demais pardmetros podem ser vistos em: Cordeiro F, Gongalves V,
Moreira N, Slobodticov JI, de Andrade Galvdo N, de Souza Spinosa H, Bonamin LV, Bondan EF,
Ciscato CHP, Barbosa CM, Bernardi MM (2018) Ivermectin acute administration impaired the
spermatogenesis and spermiogenesis of adult rats. Res Vet Sci 117.
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Figura 5. Niveis plasmaticos de ivermectina em ratos tratados com 0,2 ou 1,0 mg/kg e avaliados 24,
48 e 72 horas apo6s os tratamentos. Os dados sdo apresentados em médias e respectivos erros-
padrdo. Cordeiro F, Goncalves V, Moreira N, Slobodticov JI, de Andrade Galvdo N, de Souza Spinosa
H, Bonamin LV, Bondan EF, Ciscato CHP, Barbosa CM, Bernardi MM (2018) lvermectin acute
administration impaired the spermatogenesis and spermiogenesis of adult rats. Res Vet Sci 117.
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Classicamente, utilizam-se o peso e o volume do testiculo como um indicador
guantitativo de normalidade, a menos que hajam outras circunstancias para
aumentar o peso do testiculo como tumores, edemas ou inflamacdes (Russel et al.,
1990). Além disso, também existe uma forte correlacdo entre o peso do testiculo e o
namero de células germinativas nele presentes (Hikim et al., 1989). Os dados desse
trabalho sugerem uma atrofia do testiculo até 48 horas de tratamento, com reversao

apos 72 horas. Interessante observar que os niveis plasméaticos de ivermectina

estao reduzidos nesse Ultimo momento.

A analise do diametro tubular é um parametro importante para determinar se
as alteracdes de volume ocorreram no epitélio germinativo e ndo no intersticial. A
revisdo sobre a avaliacdo da toxicidade testicular (Creasy, 1997) demonstra a
importancia de quantificar as mudancas testiculares por meio de parametros como o
diametro tubular, para a determinacdo da perda de células de epitélio germinativo
em testiculos. Os presentes resultados da analise do diametro tubular estédo de
acordo com a diminuicdo do peso e do volume testicular. O peso testicular foi

reduzido de forma significativa, as 48 horas, na dose de 1,0 mg/kg. O volume
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também mostrou diminuicao significativa as 24 e 48 horas, nessa mesma dose, com
recuperacdo as 72 horas. Esses efeitos resultaram provavelmente da diminuicdo do
didmetro tubular em consequéncia da reducao de células germinativas (Hikim et al.,

1989).

Quanto a analise histopatoldgica, os testiculos dos animais do grupo controle
exibiram caracteristicas normais (Figura 6-A). Os tubulos seminiferos apresentaram-
se organizados em associacdes celulares bem definidas, representando os 14
estagios do ciclo do epitélio seminifero, bem como seccdes tubulares contendo de 4
a 6 camadas concéntricas, caracteristicas de células germinativas da
espermatogénese. O apoio das células do epitélio seminifero (células de Sertoli) e
as células intersticiais (células de Leydig) exibiram aspecto e localizacdo nucleares
compativeis com o normal. As 24 horas apés 1,0 mg/kg com ivermectina,
verificaram-se, em algumas seccfes tubulares, varias alteracbes histologicas
caracteristicas de interrupcdo quantitativa da espermatogénese, tais como
desorganizacdo do epitélio germinativo, vacuolizacdo, degeneracdo das células
germinativas e descamacéao de células para a luz tubular (Figura 6 B-, C, D, E, F e
G). As observacoes, as 48 e 72 horas, foram similares aquelas observadas as 24

horas (Cordeiro et al., 2018).
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Figura 6 -. Fotomicrografias de testiculo de ratos adultos do grupo controle (A) e tratados 24 horas
antes, com 1, 0 mg/kg de ivermectina (B-G), H.E. (X400). A- Sec¢éo de tubulo seminifero (estagio Il)
com morfologia normal. S = célula de Sertoli; G = espermatogbnias; C = espermatdcitos; EP =
espermétides precoces; EZ = espematozéides. H.E. (X400); B- Seccao de tabulo seminifero (estagio
XIl) mostrando baixa frequéncia de células da linhagem germinativa e um aumento da luz tubular. S =
célula de sertoli; G = espermatogbnia; C = espermatdcito; ET = espermatides tardias; EZ =
espematozoides.;C- Seccédo de tlibulo seminifero (estagio VIIl). Uma descamacéao esta ocorrendo (2)
com epitélio altamente desorganizado e células germinativas presentes na luz tubular (1); D- Sec¢éo
de tubulo seminifero (estagio Il) com tdbulos seminiferos, apresentando vacuolizagGes do epitélio
germinativo (setas); E- Secc¢édo de tubulo seminifero (estagio XIl). Aumento da luz tubular (seta); F-
Seccao de tlbulo seminifero (estagio X). Células do epitélio germinativo na luz dos tubulos (setas); G-
Seccao de tlibulo seminifero (estagio Il). Células germinativas na luz tubular com nucleos picnoti cos
(seta).




23

De acordo com Russel et al. (1990), quatro causas podem levar a diminuicao
no nimero de espermatozoides produzidos pelo testiculo: 1) interrup¢des do padrédo
de divisdo de células tronco precursoras, as chamadas “stem cells”; 2) degeneragao
e fagocitose das células germinativas; 3) destruicdo ou atraso da espermatogénese
e 4) descamacdo de células germinativas. As células germinativas podem ser
liberadas dos contatos com outras células germinativas do mesmo tipo por ruptura
de pontes intercelulares. Elas também podem ser liberadas das células de Sertoli
por desligamento das juncdes—celulares que conectam as células germinativas as
células de Sertoli, sendo descamadas, individualmente ou em grupo, para o interior
da luz tubular (Russell and Peterson, 1985). Esta condi¢cdo frequentemente ocorre
guando a degeneracdo das células germinativas é macica, mas também foi vista,
quando apenas alteracdes menores no testiculo ocorreram. Encontramos essas

alteracdes histologicas em todos os grupos, as 24, 48 e 72 horas com a dose de 1,0

mg/kg de ivermectina (Cordeiro et al., 2018).

A avaliacdo histolégica levou-nos a concluir que, embora houvesse
semelhancas histologicas significativas entre os grupos controle e experimental, os
tubulos seminiferos continham grandes quantidades de células anormais presentes
na luz tubular. Dessa forma, outras alteracfes histologicas encontradas no epitélio
germinativo nos animais do grupo experimental, tais como desorganizacao e perdas
celulares do epitélio germinativo tubular, levaram-nos a empreender novas analises,
para compreender qual mecanismo de acdo estaria desencadeando essas

alteracoes.

Du et al.(2013) mostraram que o GABA age como regulador negativo da
proliferacdo celular das células tronco espermatogoniais, para manter a homeostase

da espermatogénese testicular. Assim, foi feita a marcacao por imunohistoquimica,
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utilizando o kit Caspase-3, para verificar morte celular em testiculos de animais
tratados com ivermectina 1,0 mg/kg, administrada 24 horas antes da eutanasia de
seu grupo controle. Verificou-se a expressdo da caspase-3 em tubulos seminiferos
dos testiculos dos ratos experimentais e controles que ocorrem em resultado de um

processo de homeostase normal da espermatogénese, conforme mostra a Figura 7.

Foi observada, em ambos 0s grupos, a presenca de apoptose nas células que
se encontravam na luz de varios tubulos seminiferos e, com maior frequéncia, nos
tubulos seminiferos do grupo experimental. Prosseguimos, entdo, com uma
comparacao quantitativa do nimero de tubulos contendo células apoptéticas na luz
em ambos o0s grupos. Foi observado, nos testiculos do grupo experimental, a
presenca de tubulos contendo células redondas em apoptose, na luz tubular, em
guantidade significantemente maior, quando comparada com 0 grupo controle,

sugerindo uma extensdo do processo apoptético no grupo experimental.

Em conclusdo, a administracdo de doses terapéuticas de ivermectina
prejudicou a espermatogénese e a espermiogénese dos ratos, por levar a uma
desorganizacao celular em diferentes estagios dos ciclos do epitélio seminifero,
independentemente da inflamacdo central do sistema neural, uma vez que nao
foram observadas diferencas na expressao do GFAP no cortex e hipotalamo. Atribui-
se, até 0 momento, que 0s prejuizos testiculares produzidos pela ivermectina podem
ser devidos, pelo menos em parte, ao aumento da apoptose. Esta apoptose pode ter
sido causada por maior atividade GABAérgica no testiculo induzida pela ivermectina.
Os dados da morfometria testicular sugerem que os efeitos da ivermectina séao

parcialmente reversiveis e correlacionados com os niveis plasmaticos.

Figura 7. Fotomicrografias das secc¢des de tubulos seminiferos de ratos adultos marcados com
caspase-3 em marrom. A- tubulos seminiferos do grupo controle marcados 40x; B- tubulos
seminiferos tratados com 1,0 mg/kg de ivermectina, 24 horas antes da observacdo. Note-se uma
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maior quantidade de tubulos marcados em relagéo ao controle e presenga de células em apoptose na
luz, 40x.C- grupo controle D- tratados com ivermectina, aumento 100x; E- grupo controle F- tratados

com ivermectina, aumento 400x.

CONCLUSAO

Considerando que doses terapéuticas de diferentes avermectinas causam
inimeros danos na esfera reprodutiva dos animais, incluindo prejuizos
comportamentais e testiculares, sugerimos que as avermectinas nao sejam

empregadas nos periodos de reproducao.
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1.2 Testiculo — Aspectos Anatomofisiologicos

Desenvolvimento Testicular Pré-Natal - Em humanos

No homem, os primeiros indicios do desenvolvimento das génadas ocorrem
no inicio da quarta semana, quando séo visiveis, entre as células endodérmicas do
saco vitelino, células esféricas e volumosas, que constituem as células sexuais
primitivas, também denominadas germinativas primordiais. Elas migram a partir da
parede do saco vitelino e ao longo da parede do intestino posterior, por meio do
mesentério dorsal, alcancando os esbocos das futuras génadas, conhecidos como
cristas genitais. No embrido humano, aproximadamente 1000 a 2000 células
germinativas primordiais alcangcam os esbocos gonadicos e a migracdo cessa assim
gue elas alcancam esse alvo (Moore & Persaud, 2008).

As cristas genitais mostram-se bem evidentes durante a metade da quinta
semana, quando as células germinativas primordiais invadem as cristas genitais. No
inicio da sexta semana, um conjunto de corddes sexuais primitivos inicia o
crescimento para o interior da crista genital e as células germinativas primordiais
migram para o interior desses corddes (Larsen, 1997).

Inicialmente, as cristas genitais sao indiferenciadas, ou seja, ndo apresentam
dimorfismo sexual. O desenvolvimento do fenétipo masculino exige um cromosomo
Y, mas somente o braco curto deste cromosomo € critico para a determinacéo
sexual. O gene para o fator testiculo-determinante (testis-determining factor, TDF)
localiza-se na regido denominada “sexo-determinante” do cromosomo Y, conhecida
como regido SRY (Berta, 1990).

E esse fator TDF, regulado pelo cromosomoY, que estabelece e dirige a
diferenciacdo testicular durante a 7° semana. A auséncia ou o defeito da regido SRY
leva a gonada, inicialmente indiferenciada, a constituir um ovario. O cromosomo Y
tem, portanto, forte efeito masculinizante e, mais precisamente, testiculo
determinante, que atua sobre a medula da gbnada indiferenciada (Larsen, 1997,
Moore & Persaud, 2008).

Os cordbes seminiferos transformam-se em tubulos retos, rede testicular e
tubulos seminiferos. Na fase tardia fetal, os testiculos humanos passam a
apresentar o epitélio seminifero composto por dois tipos celulares: as células de

sustentacao, ou de Sertoli, presentes em maior numero e derivadas do epitélio
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celomatico, e as espermatogobnias, oriundas das células germinativas primordias
(Larsen, 1997, Moore & Persaud, 2008).

Ainda com referéncia ao testiculo humano, os tubulos seminiferos estédo
separados, entre si, pelo tecido mesenquimatico, que originard as células
intersticiais (Leydig). Nos primeiros dois meses de desenvolvimento, ndo sao
observados, no testiculo embrionério, células de Leydig diferenciadas. Elas surgem
durante a oitava semana e logo comecam a sintetizar hormonios androgénicos
(testosterona e androstenediona), que induzem a diferenciacdo da genitalia externa,
bem como do ducto deferente, epididimo e vesicula seminal, oriundos dos ductos
mesonéfricos. Além da testosterona, os testiculos fetais produzem o fator inibidor
Mulleriano (MIF), sintetizado pelas células de Sertoli embrionarias, agindo como
supressor no desenvolvimento dos ductos paramesonéfricos (Mullerianos),
precursores das vias genitais femininas. Apds as semanas 17 e 18, as células de
Leydig involuem gradativamente, reaparecendo na puberdade, quando, entdo,
estimulam o processo de espermatogénese. (Carlson, 1999; Moore&Persaud,2008)

Com 26 semanas, o0s testiculos ja desceram retroperitonealmente
(externamente ao peritdnio) da parede abdominal posterior para os anéis inguinais
profundos. A descida dos testiculos pelos canais inguinais até o escroto leva 2 ou 3
dias. Apds os testiculos entrarem no escroto, o canal inguinal se contrai ao redor do

cordao espermatico (Moore&Persaud,2008).

Desenvolvimento Testicular Pré-Natal - Em ratos

No rato, os estagios iniciais da formacdo das gdnadas, segundo Merchant-
Larios (1975), iniciam no 11° dia de vida pré-natal, periodo no qual se pode localizar
as células germinativas primordiais em diferentes locais do corpo do embrido, tais
como a parede do intestino posterior, 0 mesénquima e ocasionalmente o epitélio
celomético. Nol4° dia, a associacdo entre essas estruturas formam duas massas
compactas que se projetam levemente de cada lado no celoma, medialmente aos
mesonefros, denominadas cristas genitais ou gonadicas. Finalmente, a gbnada
sexual passa a ser reconhecida em embrides de 15 dias de idade.

As células de Leydig iniciam seu desenvolvimento no periodo fetal tardio. A
citodiferenciacdo das células mesenquimais indiferenciadas ocorre, rapidamente,

durante os dias 15, 16 e 17 do periodo embrionario. Ja a esteroidogénese, nessas
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células, inicia-se tédo logo tenham se diferenciado morfologicamente (Huhtaniemi &
Pelliniemi, 1992).

Ainda no rato, por volta do vigésimo dia de gesta¢céo, a maior parte do volume
dos cordbes seminiferos (futuros tubulos seminiferos) é preenchida por células
germinativas. As células de Sertoli sdo comprimidas em direcdo a periferia,
apresentando finas projecfes citoplasmaticas, que separam grupos de células
germinativas (Merchant-Larios, 1975).

Desenvolvimento Testicular P6s-Natal - Em humanos

Na maioria dos mamiferos, os testiculos migram do seu local de origem. Mais
de 97% de meninos recém-nascidos a termo possuem ambos os testiculos no
escroto. A descida do testiculo ocorre em duas fases distintas, denominadas
transabdominal e inguinoescrotal, guiadas pelo gubernaculo, que liga os testiculos
fetais ao escroto (Moore&Persaud, 2008; Dzik A, 2012).

A fase inguinoescrotal € androgeno-dependente e mediada pela liberacdo do
peptideo relacionado ao gene da calcitonina (CGRP). Ao nascimento, os testiculos
movem-se para seu local extra-abdominal e sédo cobertos pelo processo vaginal do
peritdnio. Todo processo de descida ocorre entre o sexto més de vida intrauterina e
as seis primeiras semanas ap0s o nascimento (Dzik A, 2012).

O peso testicular aumenta muitas vezes na puberdade e diminui ligeiramente
com a idade. O volume meédio testicular € de 20 centimetros cubicos nos homens
jovens. O comprimento longitudinal do testiculo é de aproximadamente 4,5 cm a 5,1

cm e o peso médio do testiculo humano é de 15 a 19 gramas (Dzik A, 2012).

Desenvolvimento Testicular P6s-Natal - Em ratos

Um estudo da histomorfometria de testiculos de ratos, em varias idades,
(Miraglia, 1990) demonstra que, em testiculos de ratos jovens, com 45 dias de idade,
estdo presentes todos os 14 estagios do ciclo do epitélio seminifero. Além disso,
aumentos graduais dos niveis de testosterona plasmatica e intratubular ocorrem em
torno do 41° dia e alcancam seu maximo por volta do 60° dia. Entretanto, o
estabelecimento da fertilidade ocorre em torno de 63 dias, momento em que 0s

espermatozoides alcangam as vias genitais. O aspecto do epitélio seminifero de
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ratos com 60 e 90 dias mostrou-se bastante semelhante, incluindo todas as células
da linhagem germinativa; espermatogbnias A e B, espermatécitos nas varias fases
da préfase | da meiose, espermatdcitos secundarios e espermatides nas fases 1 a
19 da espermiogénese (Miraglia, 1990).

A maturidade gonédica, em ratos, em termos qualitativos, é alcancada aos 60
dias, quando o processo de espermatogénese se completa, embora a gonada
continue crescendo até os 108 dias de idade (Ekwall, H. 1984).

Nos ratos jovens, com 60 dias de idade, o volume médio testicular € de 930
milimetros cubicos, o comprimento longitudinal do testiculo é de aproximadamente

18 milimetros e 0 peso médio do testiculo é de 1,4 gramas. (Miraglia, 1990)

Anatomia Testicular em humanos

Os testiculos sao 6rgaos pares, ovoides, que se encontram dentro do escroto.
Em todos os mamiferos apresentam-se como 6rgdos encapsulados, constituidos de
tubulos seminiferos, separados por tecido intersticial. O testiculo é revestido por uma
capsula fibrosa branca, denominada tunica albuginea constituida de fibroblastos,
feixes de colageno e células de musculo liso. A tunica albuginea emite septos de
tecido conjuntivo que dividem o testiculo em cerca de 250 a 300 I6bulos em forma
de cunha. Cada um desses l6bulos contém de um a trés tibulos seminiferos. Os
tubulos seminiferos totalizam cerca de dois tercos do volume testicular, tém um
[limen estreito revestido por um espesso epitélio germinativo. Esse epitélio consiste
em varias camadas de células germinativas e células de Sertoli, que as protegem e
promovem seu desenvolvimento. Entre os tubulos seminiferos, encontra-se o tecido
conjuntivo de suporte que contém células de Leydig (intersticiais), responséaveis pela
producédo de testosterona. O tecido intersticial completa os espacos entre os tubulos
seminiferos e contem todos os vasos linfaticos e sanguineos, bem como o0s nervos
do parénquima testicular (Saladin KS, 2003; Longo DL, 2013) Figuras 01 e 02.
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Os tubulos seminiferos sado longos e em formato de “V”. Suas duas
extremidades drenam, para a regido central superior e posterior do testiculo, a rete
testis que, por sua vez, funde-se a parte superior do testiculo, para formar os ductos
eferentes. Esses ductos deixam o testiculo e estendem-se até a regidao da cabeca do
epididimo, fornecendo um ducto de conexéo para o transporte dos espermatozoides
até o epididimo. O epididimo é um ducto Unico, altamente contorcido, que se
estende do polo anterior ao polo posterior do testiculo. Em sua porgéo final menos
convoluta, o ducto do epididimo, torna-se ducto deferente. Possui parede muscular
espessa cujas contracdes auxiliam o transporte dos espermatozoides (Tortora GJ,
2017).

Imediatamente antes de atingir a prostata, os canais deferentes alargam-se.
Essa regido é denominada ampola do deferente. Em seguida, unem-se ao duto
emergente da vesicula seminal, formando o ducto ejaculador, que penetra a préstata
(Dzik A, 2012)

Os testiculos recebem suprimento sanguineo das artérias testiculares,
cremastéricas (espermaticas externas) e deferenciais (ramos das artérias iliacas). A
artéria testicular € o suprimento primario e surge a partir da aorta abdominal. As
veias emergentes do testiculo formam uma densa rede de ramos intercomunicantes,
conhecida por plexo pampiniforme, que se estende do escroto para o corddo
espermatico. O sangue venoso (33° C) resfria 0 sangue arterial vindo do abdome, a
temperatura de 37 °C, pelo mecanismo de troca de calor em contracorrente (Dzik A,
2012).

Espermatogénese e Producéo de gametas

A funcdo priméaria do testiculo € a formacdo dos espermatozoides. Esse
processo continuo tem inicio na puberdade até o fim da vida do homem. Durante a
embriogénese, as células germinativas primordiais migram para as génadas em
desenvolvimento. Essas células se encontram no interior dos tubulos seminiferos.
As espermatogbnias se desenvolvem a partir das células germinativas primordiais,
por meio de divisdo mitotica. Essas células se localizam proximas a membrana basal
e estdo intimamente em contato com as ceélulas de Sertoli. As células de Sertoli

formam uma camada continua na membrana basal do tubulo seminifero, estando
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firmemente aderidas umas as outras pelas juncfes oclusivas conhecidas por tight-
junctions. Tal configuracdo € responsavel por criar uma barreira entre a corrente
sanguinea e o0s espermatozoides, formando, assim, a barreira imunolégica

hematotesticular (Moore & Persaud, 2008).

Diferenciagé&o funcional

As espermatogbnias permanecem inativas até a puberdade, quando passam
a se dividir continuamente, por mitose, aumentando em numero e fornecendo o
suprimento para a linhagem celular subsequente. Parte das espermatogbnias
diferencia-se em espermatécitos de primeira ordem ou primarios. Cada
espermatécito primario sofre uma divisdo reducional (primeira divisdo meioética),
resultando em duas células haploides denominadas espermatocitos secundarios,
que, por sua vez, entram em segunda divisdo meidtica originando quatro
espermatides haploides (Russel,E 1990; Moore & Persaud, 2008; Dzik A, 2012).

Diferenciacéao estrutural

Também denominada Espermiogénese, processo no qual as espermatides
sofrem diferenciacdo morfologica, d4 origem aos espermatozoides maduros, que
serdo impulsionados ao epididimo. O espermatozoide possui grande quantidade de
mitocéndrias, localizadas na peca intermediaria, que fornecem energia na forma de
ATP, para a movimentacdo da cauda. O segmento cefalico (ou cabeca) contém um
ndcleo haploide, o DNA inativo e condensado. A porcdo anterior da cabeca €
ocupada pelo acrossomo, que contém enzimas, principalmente, a acrosina e a
hialuronidase. A liberacdo dessas enzimas, denominada reacdo do acrossomo,
ocorre quando o espermatozoide aproxima-se do ovOcito e promove a lise de suas
camadas externas (cumulus oophorus e zona pelucida) permitindo sua passagem ao
interior do gameta feminino. A cauda do espermatozoide € um longo flagelo formado
por microtibulos que permitem sua movimentacdo (Russel,E 1990; Moore &

Persaud, 2008; Dzik A, 2012).
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Producédo dos Hormdnios Sexuais

Desenvolvimento pré-natal

Antes do nascimento, a testosterona estimula o padrédo de desenvolvimento
masculino dos ductos do sistema genital e a descida dos testiculos. A di-
hidrotestosterona (DHT), em contrapartida, estimula o desenvolvimento dos 6rgaos
genitais externos. A testosterona também é convertida, no encéfalo, em estrogénios,
0s quais podem desempenhar, nos homens, um papel no desenvolvimento de

determinadas regides do encéfalo (Tortora GJ, 2017).

Controle hormonal dos testiculos

Na puberdade, a testosterona e a DHT promovem o desenvolvimento das
caracteristicas sexuais secundarias masculinas. No inicio da puberdade, células
neurossecretoras, no hipotadlamo, aumentam a secrecdo de hormonio liberador de
gonadotrofinas (GnRH). Esse, por sua vez, estimula a adeno-hipéfise a aumentar
sua secrecao de hormdnio luteinizante (LH) e hormdnio foliculo-estimulante (FSH).

O LH estimula as células intersticiais, localizadas entre os tubulos seminiferos, a
secretar 0 horménio testosterona. Sintetizado nos testiculos a partir do colesterol,
esse hormdnio esteroide é o andrégeno principal. A testosterona atua via
retroalimentacao negativa, para suprimir a secrecdo de LH pela adeno-hipofise e a
secrecdo de GnRH pelas células neurossecretoras hipotalamicas. O FSH e a
testosterona atuam em conjunto, para estimular a gametogénese. Uma vez
alcancado o grau de espermatogénese necessario para as funcdes reprodutivas
masculinas, as células de sustentacado (Sertoli) liberam inibina, horménio que inibe a
secrecdo de FSH pela adeno-hipofise. A inibina, desse modo, inibe a secrecdo de

hormoénios necessarios a espermatogénese (Tortora GJ, 2017) (Figura 03).
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Editora; pp 1115.

Funcéo Hipotalamica

Segundo Dzik A. ( 2011) o hipotalamo, parte do diencéfalo, forma o assoalho
e parte das paredes laterais do terceiro ventriculo. Limita-se, anteriormente, pelo
guiasma oOptico e internamente, pelo terceiro ventriculo, em cima, pelo sulco
hipotalamico e externamente, pelo subtalamo. Estruturalmente, é organizado nas
regides anterior, tuberal e posterior, sendo cada uma delas compostas das areas
medial e lateral. As células neurais peptidérgicas hipotalamicas, altamente
especializadas, possuem caracteristicas tanto de neurdnios quanto de células
endocrinas e sintetizam e secretam peptideos neuro-hormonais. Algumas dessas
substancias carreadas para a hipofise pelo sistema porta-hipofisario sdo, a
vasopressina e ocitocina; outras sao fatores liberadores. Em contato com as células

adeno-hipofisarias, induzem a producéo de trofinas.
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Receptores para os aminoacidos aspartato e acidos gama-aminobutirico A e
B (GABA) também sao expressos nesse conjunto neuronal. O sistema neural
adrenérgico do tronco cerebral projeta-se diretamente aos neurdnios GnRH e GABA.
Ha evidéncias de que os sistemas neuronais mais complexos do tronco cerebral, via
neurotransmissores noradrenalina, dopamina, B-endorfina e GABA influenciam a
secrecdo do GnRH. A acéo desses neurotransmissores pode ser tanto de inibicéo
guanto de estimulagao (Dzik A, 2011)

As acOes dos esteroides sexuais nos neurbnios-GnRH sdo intermediadas
principalmente pelos neurdonios GABA. Assim, a maioria dos impulsos originados
fora da area pré-optica sobre os neurbnios GnRH é canalizada por meio desses
neurdnios. A maioria dos neurénios GABA da area pré-dptica expressam receptores
para os esteroides sexuais e sofrem estimulos desses horménios, explicando,
parcialmente, o efeito de retrocontrole negativo desses esteroides sobre a secre¢ao
de GnRH (Dzik A, 2011).

1.3 Testiculo de rato como modelo experimental

Leblond e Clermont publicaram um esquema, para definir o ciclo da
espermatogénese em ratos, camundongos e guinea-pig (Leblond CP, 1952a), que
foi amplamente aceito e permanece muito popular até a presente data.

Em outro trabalho (1952b) estimularam o uso de esquemas de estagios, para
descrever o desenvolvimento da espermatogénese em ratos pré-puberes e puberes.

Esses esquemas sao reconhecidos como importante ferramenta ndo somente
entre os morfologistas, mas também entre cientistas de disciplinas como bioquimica
e biologia molecular assim como toxicologia e patologia experimental.

Uma detalhada descricdo de seccdes testiculares coradas com &acido
periodico de Schiff (PAS) permite uma classificacdo do processo de
espermatogénese em 14 estagios, com base nas mudancas do acrossomo e das
alterac6es morfologicas das espermatides. Um estagio ou uma associacao celular
define-se como um grupo de células germinativas, em fases particulares do
desenvolvimento, em uma seccdo de um tdbulo seminifero (Leblond CP, 1952a
Russel LD, 1990).

Cada tipo de associacéo celular estd morfologicamente integrada as outras

em seus processos de desenvolvimento. Desse modo, uma associagéo celular ou
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estdgio em particular apresenta uma constante composicdo celular. Cada
associacao celular € designada, por convencao, por numeracao romana. Em ratos,
existem 14 designacdes de associa¢des celulares ou estdgios da espermatogénese
(Russel LD, 1990) (Figura 04).
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Figura 04- Estagios da espermatogénese em rato (I- XIV). Fonte: Russel LD, Etlin
RA, Hikim APS, Clegg ED (1990). Histological and Histopathological Evaluation of
the Testis. Cache river Press, St. Louis, MO; pp. 43.
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A espermiogénese também ¢é dividida e classificada com critérios
morfologicos bem definidos com base na forma do acrossomo e das espermatides

(Russel LD, 1990) (Figura 05).
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Fig. 1-19. Spermiogenesis, here shown for the ras, & the tansformation of the most immuture spermatid (step 1) into 4 spernmasozoeon
(siep 19). The numbers associased with each cell indicate morphologically distinet steps in the spermiogenic process that are described in
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Figura 05- Etapas da Espermiogénese em rato (1-19). Fonte: Russel LD, Etlin RA,
Hikim APS, Clegg ED (1990). Histological and Histopathological Evaluation of the
Testis. Cache river Press, St. Louis, MO; pp 21 com permissdo de Clermont e

Rambourg (Am.J.Anat. 151:191-212).
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Duracéao de um ciclo

As etapas da espermiogénese sédo definidas em numerais arabicos. No rato,
perfazem um total de 19 etapas. Finalmente, uma série completa de mudancas nas
associacOes celulares (estagios), arranjadas em uma sequéncia logica do progresso
do desenvolvimento, é chamada de ciclo do epitélio germinativo ou, simplesmente,

ciclo. Cada espécie apresenta determinada duracao de ciclo (Russel, L.D., 1990).

A duracéo do ciclo, em dias, para as varias espécies sao: 8,6 para o javali; 8,7
para o hamster; 8,9 para o camundongo; 10,4 para a ra; 13,5 para o touro; 13,6 para
0 cao da raca beagle; 9,5 para o0 macaco rhesus; 12,2 para o cavalo; 12,9 para o

rato e 16 para os humanos (Divya V, 2014).

Duracéo da espermatogénese

Costuma-se dizer que sdo necessarios entre 4 a 4,5 ciclos, para completar o
processo de espermatogénese desde uma espermatogdnia até um espermatozoide
maduro. A duracdo da espermatogénese de qualquer espécie s6 pode ser
aproximada devido a dificuldade de determinar o ponto em que ocorreu. Isso
corresponde a 4 ou 5 geracbes de células germinativas encontradas em cada
estdgio do ciclo espermatogénico. Portanto, calcula-se a duracdo da
espermatogénese, multiplicando-se a duracdo do ciclo de cada espécie por 4,5
ciclos. Desse modo, tem-se a duracdo aproximada de 74 dias, em humanos (16 X
4,5); 61 dias, em touros e caes (13 x 4,5); 60 dias, em ratos (13 x 4,5); 57 dias, em
garanhdes; 47 dias, em ras; 39 dias, em javalis. Assim, esse processo dinamico,
com eventos celulares e moleculares muito bem organizados, resulta na liberacdo
de grandes numeros de espermatozoides com capacidade para continuar a vida.
(Divya V, 2014; Russel, 1990).
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Histornorphernetric evaluation of testicidar parenchyma through the
daily spermatic production and the efficiency of the spermatogenesis of
rats treated with different doses of IVMI 0.1, 0.4 and 0.6 mgdkgh did not
showy deleterious effect (Moura et al., 2006} However, in rats .56 g/
kg of TVH induced a variety of side effects on male reproduction as
reduction of testes, epididypmis, and accessory sei organs weights and
change in sperm characters; decrease of sperm count ad metility, and
inirease in sperm abnecmnalities(El-Sany et al, 2015} In male rabbits
0.5 or 1.0 mgdg of VL induces in rats deleterious effects on kidneys
and hepatic fimetions, siddative stress, weight loas and increased tes
wsterone and free testosterone (El-Far, 20132} Morecver, at clinical
weterinary practice the sperm of recently animals treated with IV was
not censidered with geod quality to perform fertilization.

In the present study the temperal effects of a low and high ther-
apeutic deses of IVM (Scll, 1585} in the morphoroetic and histol ogical
asstsament of tests were performed to verify if IVM acute administra-
ten negatively affect adult rat testis and if these effects are reversible.
We measiired the testosterone serur levels becatse interferences with
this hermone could be responsble for testls injuries (Fussell et al.,
158 1; Meistrich, 15863, The IVR serwm levels were evaluated to in-
vestigate their relationships with testis injuries and the testosterone
levels, Also, the astrocite behavior was assessed by the glial fibrillary
aridic protein (GFAF} evpressiom in the corter and hypothalans to
eartineg if the central nervous spstem are involved in the IVM effects on
testes injuries (Chatten et al, 20033

2, Material and methods
2. 1. Animals

Ilale Wistar rats fromn the Departinent of Fathology, Scheol of
Veterinary Medicing and Animal Science, University of S3c Paulo
[FWVZUSFS, were used. The animals were hotwsed in groups of four in
polypropylens cages with a metal cover (40 cm ® 500 = 20 oo}
under centeolled room  temperature (ZXTC = ITC)  humidity
[45-65%}, and atificial lghting (12 h/12 h light/dark cpcle, lights on
a 70k am ) The animals received free access to Nusilab® rodent
chow [Muvital Company, Sac Paulo, Braszil) and filtered wwater.
Sterilized resduefree wond shavings were used as bedding. Animals
were divided randomly inte contrel and evperimental groups. All of the
procedures were reviewed and appreved by the Animal Care Committes
of Paulista University (UNIF} (protocol ne. 333/15) and FMVE/USP
[protocol no. 1852040315 and conformed to the guidelines of the
Comomittee on Care and Use of Laboratory Animal Resources, National
RBesearch Counddl, USA [Commnittes, 20113 All offorts were made to
minimize animal suffering.

2.2 Drups

Ivermectin (VM - 1% Ivomec? injectable, Merial Animal Health
Ltda., Paulinia, SF, Brazil} was diszclved in a saline soluticen [(NaCl
059} plus a drop of Tween B0 amd was admindstered subolitan eorsly
[SChat a dose of 0.2 or 1.0 mgrdky. Saline solution plus a drop of Toween
BO was also administered as control selutiom. All selutions were ad-
ministered in a volume of 1.0mLdg The 0.2 mgsdg TVL dose was
chosen because it is the standard therapeutic dose used in several ani-
mals' moedels [Dadarkar ef al., 2007 Almeida ef al., 2017 The 1.0 mg/
kg dose is considered high, and we previousy cheerved that this dose
reduced male and fernale sewual behavior (Bermardi et oal, 2011
Mereiva et al., 20143,

2.2 Groups and redtments
Iale Wistar adult rats (50 day old} were distributed armong seven

grolps. A group of animals received control solutien (control groupd.
Siw groups received VL three of them received a 0.2 mgkg dose and

48

RBezarreh in Veterinamy Science 117 (20150 175-102

other three received 1.0mghkg All experimental procedures were
made 24, 48 and 72 h after IV administration . After each tinoe of IV
alministratien, the rats were euthanized (decapitation} and used to
evalirate the testes morphometric and stereclogical scamination, tes
tsterone levels and ivermectin plasmatic 1evel.

24 Procedres

24 I Tesficulor weight and testis voiiome

The rats 24, 48 and 7Xh after the treatments were euthanized
[decapitaticn} and their brains, bleosd, and testes were collected.

The testes were weighed, and were caleudated as the proportion of
the gonad mass relative to total body mass: Testicular weight = [gonad
weight/body weighty « 100

The velurne of each testls (V) was caloulated: Vo= 4/ 3'pﬂ‘b’, wherse
« is the semiprolate axis and b is the semioblate awis (Miraglia and
Hapashi, 1553; Botelho Cabral et al, 1957)

242 Histologieol examation

The testes were fived by immersion in Bowin's liquid fisative for
48 h. The specimens were procesied and embedded in Paraplast Plus
[Sigroa Chernical Co., St Louds, MO} Cross sections were obtained from
the fragments of the gonad, allowing an adequate morphometic ana-
Iysis (Gundersen et al, 1588} To obtain a better identification of all
phases of spermatogeness, 6 pm-thick sections were stained with the
Hematexilin-Ecsin [HE} method (right testis}. A periodic acid-Schiff
method, counterstained with Harris'Hematowylin (PAS + HY}, was also
processed as a histochemical methed to determine interstitial cells as
well & elongate spermatids (left testis},

2.4.3. Morphomeric examinaion

243 1 Tubuler dieometer and germingd epitheliion heghe. The analysis of
the linear morphelogy of seminiferots fubudes to determination of
trbular diameter sizin g was mnade meastring the distance between the
basal lamina of a tubule to the basal lamina in the opposite side. To
determine the height of the germinal epithelitnn the distance frem the
basal lamina of a twbude until the beginning of the tubilar lumen was
measired, using a complterized image analyss program, magel
software. Ten fields were selected from the histological testicular
sections W each animal and photericregraphs were talen using a
Al ohjective. For each field, five tubules were measured and the
distance of tbular diameter and the height of the germinal epithelium
were automatically caleulated in pixels using Imagel software
wtalizing S0 whules per animal.

2.4.3.2 Intershinicl cells frequency. Ten fields were selected from the
histelogical testicular sections te each animal. The frequency of
interstitial cells per field was estimated using a 40« objective
directly at the microscope.

2.4.4. Tesrosterone ievels

Serum testosterone levels were assessed Using coronerdally avail-
able enzproe-linked immunesorbent assays (testosterone kit, Capmean
Cherical, Ann Arbor, LI, USA; catalogno. GRIA01Y. The procedure was
performed arcording to the manufactirer's instructions.

245 VM serum levels

The TVL serum levels were assessed using liquid chromatography
technique coupled with tandem mass spectrooetry (LO-WS/MS analjais}.
The IVIV was analyzed by a Agilent Techndogies 1260 Infinity spatern with
& binary plurmp, degasser, auteonatic sanpler and column oven with inter-
fare for the triple quadrupole mass spectrometer (3200 QTRAFY Applied
Bioaystern WIDS Siex with TurbolenSpray. The LC-WSMS contrdl softwars
was Analst W1.5.1. The colunn used was Agilent Zorbay XDE ClB
[Foroen = 2.1 roro and 3 urn dianseterd, The colurnn oven was maintained
at 407 C. The fdlovwing gradient ehrtion with roethanel and 20 mbl aqueots
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anmenium formate (2080 % at “A" and methanel amd 20 b aguecus
arnreenilmn formate (S0010 vA% at "B vwas used af a flow rate of 200 L/
mint 3rin 0% B —100% B 2-15min 100% B — 0% B 1530 min
P4 B — %% B. The wolirme of injection was 10 gL, Mass determination wias
performed in electrospray positive mode with memitoring of three more
abundant  MSEME  (precursorrproduct)  BSIT-565,  BSIT-551.3,
BS2 75665 The source conditions of the MS were as follsws: Curtain gas
[(CUR} 10 pad, speay ion-ion 000V, collisonally activared dissooiation gas
[CAD} mediurn, gas nebulizer (58] and GS2} 45 pal and solrce teroperatiice
300 °C. To obtain caibration curves, the extracted blank was fortified with
solution containing 25100 ngrml of the standard drugs.

The subZers-temperatire liquid-liguid estraction was used
[Yoehida and Alkane, 15553 Acetromil (1 mL} was well mived with
0.25mL of rat sérlm. The misture of acetronil and serum was en-
trifiged at 1800 rpm for 5 min. Each sample was cooled at — 20 °C for
M) min to separate the organic and aqueocus phases. An aliquot of
100 pL was tranaferred o a vial and 10 pL of the extract was injected
intey a LC-MS/MS. The recovery was evaluated by analyzing three re-
plicates at the level of Sngiml, the results were in the range of 70 to
120%, feasible for the concentration.

2.4.6. GFAP immunoistochemisery

The rats euthanatized had thelr brains rapidly dissected and fixed in
1% buffered formalin for at least 48 h. The cortex and hypothalaros
was embedded in paraffin for processing per conventional histological
procedures. Inmmunohistochemical investigation of GFAF in both de-
soribed regions was performed as previously described (Toagudm etal.,
2015},

Ten photomiceographs per section of the cortenr and of the -
pothalarous were randemly taken with the same microscope using a
4 x objective. The area of astrocyte processes, marked in brown, was
acternatically caleulated in pixels using Metamerph software that was
calibrated with digital color filters that regulated red, green, ad blue
bits, sch that only positive cells were included and background
staining was excluded frem the measirement.

2.5 Srafistica methods

Homogeneity was werified wsing the F test or Bartletfs test
Normality was verified using the Kolmogorow-Smirnoy test. The one-
wvay ANOVA foll owed by Dunnett's test was used to compare parametric
data The Kriskal-‘Wallis test fellowed by the Tukey or Dunn's multiple
conparison tests were wsed to analpze relative testis weight and the
GFAP area The results are evpressed as the mean = SEM or medians
and range. Instat software [Prism 6.01, GraphPad, San Diego, CA, TSA}
was used to analyze the data In all cases, the results were considered
dgnificant atp =< 0.05.

3. Resulis
3.1 Testicular weaight and testls fobal vohmme

Differences were obeerved in the testoular weight (F&,35 = I.34,
b= {0056, Fig. 1A} The testicular weight of 0. Zmg kg group at 72 h
and 1.0mgAkg group at 48 h were reduced compared to the weight of
control group.

Testicudar volume (Fig, 1B} significantly differed between groups
(F&,25 = 2.26 p = 001} The post hoe test indicates a decreased vo-
lumé in rats treated with 1.0 mgdg at 24 h and 48 h relative to control

ErOLp.
3.2 Histological ecaminaion
The testes of ardmals in the contrel group exhibited normal histo-

logical characteristics (Fig. ZA and B} The seminifersus trbiles were
arranged in well-defined cell associations, representing the 14 stages of

140

Resarrch in Weternary Science 117 (2018) 176182

A Testicular weight
2.59
[ Contral group

E 3,01 - . B 0.2 mg'kg
T . 1.0 mg'kg
§ 1.5
E
= 104
&
o 0.54

0.0-

24 48 72 24 48 T2
B Testis total volume

2000+
=
u 1500+
H
& 10001
E
"’E 500

[\
0 24 4B T2 24 48 T2
Hours

Fig. 1. Testewlar waight {A) and westis wtal vohore §8) of rars treated with & Zor 14 mge
kg of ivenmectin [TV observed 24, 48 and TEh after reaweents. N — & per group. The
data areprezsented & means £ SEM. p 4 05, p = L0 v < $001, companed
with mspective contrel group foneway ANOVA followed by Tukey posz hoe tes).

the cyole of the seminiferous epitheliurn. The latter presented in all its
twbilar sections 4 o & concentric lapers containing germ lineg cells
characteristics of spermatogenesis. The support of the seminiferous
epithelium cells (Sertoli} as well as interstitial cells (Leydig cellsh ex-
hibited nuclear aspect and lecation compatitle to nermal.

At 24 h after 1.0mg/kg with IV it was observed some tubular
sections comtaining several histlogical changes characteristic of
quantitative interruption spermatogenesis, slch as disorganization of
germinal epithelivm, vacuolation, degeneration of the gerrm cells, germ
cells and sloughing of cells intoe the tubudar lumen (Fig. 22, D, E, F and
o

Similar histological abrormalities were seen in tubidar sections of
4B h and registered in the following ight micrographs (Fig. 24, B, Cand
Dy, At 72 h it was observed the same pattern of abnormalities that were
described in the other te groups, deneting the permanence of these
degenerative pattéerns in the germinal epitheliur of the 72h group
(Fig. 44 B, C, D and E}.

23 Morphomefric examninaon

Fig 5 shows the merphometric analysis of rats treated with 0.2 and
1.0 mg kg of IVM observed 24, 48 and 72 h after treatroents.

Significant differences were observed between grolps in the sernd-
niferpus whule diameter (F6,35 = 3.47, p = 0,005, Fig. SA) Relative
@ contrel group, this parameter was reduced at 24 h after 0.2 mg/kg
and at 48 h after 1.0 mg/kg IVIL

Concerning the germinal epithelium height (Fig. 5B}, significant
differences were observed among groups (F6,35 = 578 p < 0.0003).
The post oo test show decrease in this parameter after 24 and 48 b, in
rats treated with 1.0 mg/ky relative o control group.

Nodifferences were observed in the number of Leydig cells (Fig, 503
between groups and in the time after treatments (F635 = .65,
p= 065}
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3.4, Testosterone levels

Table 1 shows the serum testosterone concentration of rats 24, 48
and 72 h after 0.2 and 1.0 rog/kg of IVM administration. The one-way
ANOVA  indicates significant  differences between  groups
(F6,51 = 3.18,p = 0.01}. Relative  control group, a decreased in the
testostercne levels in rats treated with 0.Zrog/kg of IVM at 24
(p= 001} 48 (p = 0.05} and 72 h (p = 0.01}. Also, after 1.0 rog/kg of
IVM treatroent a decrease in the hormone levels at 24 (p < 0.05} and
7Zh (p < 0.013.
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Fig. 2. Cormrel greup A - Light micrograph of serinifercus Tu-
bule seaion showing nemaal aspect ad B - ertital tsswe
estewlar section. with Leydig celk m nomaal aspect famow)

{40, 5 - swrwl el G = SPEnETOONi3;
c= ; EP — rewnd ids; EZ —
Light sicrograph of tests pest with 1850k of

Jwermectin at Z4h. © - seainiferous tubule section with a
deughing & whing place {2) and the epitheliun appears highly
dsaganized {13); D - semiferous Tubule section with
Jeughing of genn eells mto the Tubuar Juren {amow); E -
serinifercus Tubule seqion where epithelivn appears dis-

d {z F i Tubule section showing Jow
frequeancy of gerainal lineage colk with o endangement of
Tunen dizneter famows); G - serainifercus wbule section with
gema eslls mto the wbwlar honen with pydovctie nuelei farmeaw).
HE. {x 400).

3.5 TUM serom levels

The mean plasma concentrations of IV obtained from the groups
of rats treated with the levels of 0.2 mg/kg and 1.0 rog/kg are shown in
Fig. 6A

A decreased on plasma levels of IVM was observed at 72 h after
adrinistration relative to 24 h (interaction - F2,88 = 4.255, p = 0.017;
tixoe - F 2,88 = 1.55, p = 0.21; Dose - F1,88 = 215, p = 0.15). Fig. 6
B illustrates a chromatograr of IVM levels.



3.6. GFAP mmunohistochenstry

No differences were observed between the cortical (KW = 0.67,
p =072} and hypothalarnic (KW =145 p= 048} GFAP areas
(Table ).

4. Discussion

Quantitative information provides evidence that contrel and ex-
perimental tissues are different. Classically, testis weights and volure
have been used as a quantitative indicator of testis normoality, unless
other circurnstances are at play to increase testis weight such as turer,
edema or inflaramation (Russel et al, 1950}, In addition, there is a
strong correlation between testis weight and the number of germ cells
presentin it (Hikim et al, 1589; Meistrich, 1582). The findings of this
study suggest an atrophy of testis at 48 h of treatrnent with a reversed
effect after 72 h.

Weight and velurne of the organ are important measures for sta
tistical correlations, roainly associated with pathologies and or growth.
The testis velume is a corposition of the volurmetric density of both
parenchyrna and interstitial tissie, intrinsic coroponents of the testis.

Tubular diameter analysis is important in determine if volume al-
terations occurred in the gerrainal epitheliurn and not in the interstitial
tissue.

In areview on the assessroent of testicular toxdcity (Creasy, 19973,
underscores the iroportance of quantifying testicular changes through
parareters such as tubular diameter for determination of loss of
germinal epitheliurn cell in testes.

The analysis of the results of twbular diameter is in agreement with
the decrease in weight and testicular volurne and presented a significant
decrease at 24 h at the dose of 0, 2rog/kg aswell as at 48 h at 1.0 g/
kg of IVM and showed a recovery at 72 h. This effects resulted probably
by the decrease of the tubular diameter in consequence of reduced
germinative cells (Hikim et al, 1985},

Histological aspects found in this study, demonstrated increased
intraepithelial vacuolation, suggesting a death of germinal lineage cells
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Fig. 3.Light micograph of 1ests post tratnent with
Lomg/kg of i 3148 h. A - sloughing of germa cels
inte the ubular Juaen {1) amd a dserganized epitheliua
{2); B - rubular epitheliwn vacuslation {armws); C - sani-
Aifercus wbule section with epithalium appears ds-
erganized {1,2); D - seinifercus ubule section with a
snassive genn ¢als into the tubular hunen ad gern cells
with pyknotic nudei {armow). B.E. {x 40).

resulting in large spaces between contiguous Sertoli cells (Freitas et al.,
2002y Besides this, soroe section also displayed disorganized cellular
assocations of the serniniferous epitheliuro while others exhibits a large
quantity of cellular debris and cells at various phases of roaturation
localized in the tubular lurnen. Pyknotic nuclei of germinal lineage cells
were pbeerved in other sections, characterizing the degeneration of the
seminiferous epithelium cells.

According with Russel etal. [1950) there are four general schermes
that may lead to a dirninution in the nurabers of sperm produced by the
testis; interruption of the pattern of stern cell division, degeneration and
phagocytoss of germ cells, arrest or retardation of spermatogenesis and
sloughing of germ cells. Gerro cells can be released from contacts with
other germ céells of the sare type by breakage of intercellular bridges.
They will also be freed of attachments to Sertoli cell by disengagernent
of Sertoli-germ cell junctions (Russell and Peterson, 1985} and will be
sloughed individually or as a group into the lumen of the tubule. This
condition frequently occurs when degeneration of gerr cells is massive,
but it has also been seen when only roinor changes in the testis were
noted. We found these histological alterations in all experimental
groups 24, 48 and 72 h time with a 1.0 mg dosage. Because sirnilar but
aslightly alterations were observed with 0.2 mg/kg data were not pre-
sented.

However, IMoura et al (2006} did not reported differences between
control and experimental rats on body weight, testicular weight and in
the gonadosornatic index of rats treated repeatedly with iverroectin. In
sheep a therapeutic dose of IVM increases hyaluronidase activity of
serum and seroen in sheep, but it decreases sperm motility and con-
centrations, suggesting that use of IVM is not suitable during rarming
season and in rars used for breeding due to the deleterious effects on
fertility (El-Nahas and El-Ashroawy, 2008} In male rabbits IVM in
therapeutic and double therapeutic doses induced deleterious effects on
kidneys and hepatic functions, oxddative stress, weight loss and in-
creased testosterone and free testosterone (El-Far, 2012} Speces and
treatroent design could account by these differences (Meistrich, 15863,

GABA neurctransmitter and GABAergic receptors were previously
reported to be distributed in reproductive systerns besides central



nervous systern and predicted to particdipate in the medulation of tes
ticular function (Erdo et al, 1983; Ritta and Calandra, 1586; Frungieri
et al, 1556}, At central nervous system, GABA acts as a trophic factor
regulating key developrmental steps, such as proliferation, differentia-
tion and migration(Ben-Ari, 2002; Represa and Ben-Ari, 2005;
Markwardt and Overstreet-Wadiche, 2008}, Du et al. (2013} identified
GABA as a novel niche factor that negatively regulated spermatogonial
stern cells proliferation to maintain the horneostasis of spermatogenesis
in the testis.

Iverraectin acute exposure, mainly in the higher dose, impaired the
spermatog is and spermiog is of rats by a diserganized cellular
in different stages of the seminiferous epitheliura cycle. We propose
that these effects were consequence of excessive stirmulus produced by
VM administration by an action on GABAergic receptors or increased
GABA release. In this respect, studies of cisplatin cytotoxic effect during
intrauterine phase on rat's testis suggested that when primary gonocytes
were affected by the toxic action of cisplatin, consequently popidations
of mature spermatids were also hitin an adult phase by the significant
reduction of the nurobers of cells, demonstrating a delayed cascade
effect on the seminiferous epithelium of these animals (Cordeiro, 20003,

Is of pararount importance to identify the effect of Ivermectin in
mechanism of proliferation, since, by the histelogical data found in this
study, it is already possible to realize that same effect occurring in
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Fig. 4.Light micograph of tests post treavaent with

1.0 ag/kg of ive m at7Zh. A - enl of hunen
di {1)and the epithelium appears di ized {Z); B
- enlargenment of huoaen di and tubular epitheli

vacuolation {arrows); ©- gema ¢ells into the rubular huoaen
with pykmetic nuclei farrow); D - genn ¢ells with pyknotic
sueei {1) and sleughmg of geam ek inte the tubular
Jwaen {2); E - epithelium appears di ized {1) and
gemin cells mto the ubwlar huen {Z). HE, {3 408).

elongate spermatids from experimental rat testis in this study. A re-
duction in elengated spermatids would result in first instance a state of
infertility, even if reversible. However one should keep in rind the
reproductive age of animals submitted to this treatroent, since these
aniroals are adults and already have a reproductive consolidated sta-
bility.

It is know that in adult age testosterone is invelved in several
functions as maintaininglibido, muscle strength and roass, bone density
and sperro production. This hormone, produced by the Leydig cells, is
controlled at central nervous by a retroactive system in which the hy-
pothal amus and hypophysis release of gonadotrophic substances which
in turn centrels the testosterone levels produced by the Leydig cells
(Ramaswarny and Weinbauer, 2014},

Administration of both IVM doses did not modify the plasmatic
testosterone levels and this effect may be related to the absence of
changes in Leydig cells histological pararmeters.

GABA is considered t be the major inhibitory neurotransmitter in
the hypothalarous that is synthesized in and released froro GABAergic
neurons in the hypothalamus (Decavel and Van Den Pol, 1950} As
trocytes contain a considerable amount of GABA, which can be released
and activate the receptors responsive to GABA (Yoon et al, 2012}, Also,
astrocytes are themselves respensive to GABA by expressing GABA re-
ceptors (Fraser et al, 1594}, Thus, we measured the astrocytes behavior
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FEh after treatments. N — Sfgroup. The data are presented az means = SEML 4p < 0005, *9p < &001, **p = 0001, ccanpared with respective contrd group foveway ANOVA
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Tahle 1

Serwn esTeaTerens levels fpgyml) in male raws 24, 48 ad 7Eh after administation of 0.8 or 1.0mgdkg ivermectin or contral solutien {1.0mLdg).

Croups Tiroe of treatinat
Z4h 4EhL TZh
e tre] 4277 = AT - 1
&= gk 16.54 = 3.51= {N - 7) ER{F = 4EEV{N - T) 1866 * 61— {N - 7)
18 mgkg 24.89 = 3Z1"{N -7 EE4E + 4583 [N - 7] E135 * 4.43={N - 7)

The data are expressed & mean = 5EML N — 10 00 contral group, N — 7 in & Bk ivemoectin gooup, M — 7 in 18wk iennectin group,
=p = O0F comnpared with eentre] group fane-way AMDVA fallowed by Tuanen pos hoe tesm),
== p o B0 ccorpared with contr] g fone-way AROV A followed by Dunnst pase hoe tet).

by the exprassion of the protein GFAP in the cortex and hypothalaros.
The lack of IVM effects in the cortex and hypothalamis on astrocytes
area suggast that IVM did not affected the testosterone levels by a
central nervous actien at the astrocyte levels.

Spermatogeness is a complex process invelving mitotic cell divi-
son, meioss and the process of spermibgenesis. The regulation of
spermatogeneds involves both endocrine and paracrine mechanisms
(Sofikitis etal , 2008} Sertoli cells also provide factors necessary for the
successtul progression of spermatogonia inte spermatozea [de Kreter
et dl., 1550 Sormatestatin is a regulatory peptide playing a role in the
regulation of the proliferation of the male gametes [de Kreter et al.,
1558}, Activin A, fellistatin and FSH play a vole in germ cell maturation
during the period when gonocytes reslone mitods t forn the sper-
mategenial stem cells and differentiating germ cell populations (Kaipia
et al, 195923, Thus, detailed studies about the Sertoli cells are necessary
o investigates if injuries in these cells is invelved in the [V testicular
function.

Twermectin acute exposure impaired the spermatbgenesis ad sper-
miogenasis of rats by a discrganized cellidar in different stages of the
serminiferous epithelium cycle. At P2h after treatment the morpho-
metric data suggest sore reversibility of the impaired effects. We found
a direct relationship between the histelogical data and the IVM plas
matic lewels. In fact, measured at 34, 48 and 72 h shows a decreased
VLI lewels with minimal levels at 72 h after 0.2 mg/kg of IVLL

3. Condusion

In cenclusien, ivermectin acute expesire, mainly in the higher dose,
impaired the spermatogenesis and spermiogenesis of rats by a dis
organized cellular in different stages of the seminiferois epithelium
cycles, independently of central neural system inflammation, sdnce no
differences were observed in the corter and hypothalamic GFAP + as
trocytes area. The morphometric testes data suggest that the IVM effects
are reversible and correlated with the IVM plasmatic levels,
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Fig. €. A - Flasa concentratica of ivermectin in male ras 24, 48 and 72 b after ad-
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enpressed a5 mean = ZEML N - Lisgmap. Sp o< 05, eompaned with cearre greap
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Table 2
CFAR expressioal in male raw 24, 48 ad 72 h after admindstration of 1.0 mgdg iver-
deecTin or aomtred seluticn {14 L /Qg) in the corte fromtal {A) and hypeth aanus {E).

L2 CeaiTrod Titte of Teaninent

E4h 48 h TEh
Fromtal eretes 647 = 143 949 = 535 Bf25 = 347 1421 = B
Hypethalamus  E53 = 145 LL1T + 337 754 = 437 1457 = 135

The data am esxpressed as mesn + SEM of total count of pixals % 165 M — 18/ group.
P 405 {Kruskall Wallis est).
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Errata

Table 1. Serum testosterone levels (ng/ml) in male rats 24, 48 and 72 h after

administration s.c. of 0.2 or 1.0 mg/kg ivermectin or control solution (1.0 ml/kg). The

data are expressed as median % interquartile range of n/mL. N = 10 in control group,

N = 7 in 0.2 mg/kg ivermectin group, N = 7-10 in 1.0 mg/kg ivermectin group.

Kruskall- Wallis test.

Time of treatment

Groups i
24 h 48 h 72 h
Control 0.431 £ 1.751 (N=10)
0.2 mg/kg 0.473 £1.198 (N=7) 0.352 £2.476 (N=7) 0.424 £ 2,754 (N=7)
1.0mg/kg 1.090 £+2.692(N=10) 0.785+ 1.783(N=7) 0.188 £2.147(N=10)
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CONCLUSOES

v A exposicdo aguda a ivermectina, principalmente na dose mais alta,
prejudicou a espermatogénese com énfase na espermiogénese de ratos,
por causar desorganizacdo celular em diferentes estagios do ciclo do
epitélio seminifero.

v" Os dados da morfometria testicular sugerem que os efeitos da ivermectina
sdo reversiveis e correlacionados com o0s niveis plasmaticos do
medicamento.

v" Como concluséo final deste trabalho e, diante dos achados de que doses
terapéuticas de diferentes avermectinas causam inimeros danos na
esfera reprodutiva dos animais, incluindo prejuizos comportamentais e
testiculares, sugere-se que as avermectinas ndo sejam empregadas no

periodo da reproducéo.
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