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RESUMO

GALVAO, N. A. lvermectina impede danos testiculares em ratos jovens induzidos pelo estresse.
50 f. Orientagdo: Prof. Dr. Thiago Berti Kirsten. Dissertacdo (Mestrado em Patologia Ambiental e
Experimental) - Universidade Paulista, Sdo Paulo, 2020

A ivermectina é um dos medicamentos antiparasitarios mais utilizados na medicina veterinaria
e humana, sendo o tratamento considerado seguro. Porém, estudos de nosso grupo tém
demonstrado que mesmo doses terapéuticas de ivermectina induzem diversos prejuizos,
especialmente na esfera reprodutiva. Os jovens sdo mais susceptiveis a medicamentos durante
fases do desenvolvimento. Ainda assim, jovens humanos e pets tém sido medicados com
ivermectina. Considerando que os estudos com ivermectina realizados até hoje focam
basicamente em danos nos adultos, € preciso aprofundar o entendimento dos processos
patoldgicos envolvidos nos jovens. A variavel estresse também deve ser levada em
consideracéo, ja que ela pode influenciar nos efeitos produzidos pela ivermectina. Portanto, o
objetivo deste trabalho foi estudar o testiculo de ratos jovens expostos a doses terapéuticas de
ivermectina e/ou estressados. Ratos Wistar machos no periodo pré-pubere foram tratados com
0,2 ou 1,0 mg/kg de ivermectina. Apos 48h, esses ratos foram submetidos ou ndo a sesséo de
estresse (2h, contencdo). Os testiculos foram estudados quanto a parametros macroscopicos,
microscopicos, estereoldgicos e histoldgicos, e os niveis plasmaticos de testosterona foram
avaliados. As duas doses terapéuticas de ivermectina induziram poucos efeitos nos testiculos e
nos niveis de testosterona de ratos pré-puberes. Porém, o estresse por contencdo prejudicou
parametros morfométricos macroscopicos, microscopicos, estereoldgicos e histoldgicos do
testiculo: o estresse aumentou o peso testicular relativo, o diametro tubular, o didmetro luminal,
o indice de celularidade tubular, a densidade do volume intersticial, diminuiu a densidade do
volume parenquimal e prejudicou a regido intersticial (demonstrado pela intensa acidofilia e a
presenca de varios vacuolos). O tratamento prévio dos ratos jovens com doses terapéuticas de
ivermectina impediu os danos morfométricos, estereoldgicos e histologicos testiculares
induzidos pelo estresse. Concluindo, além de ser notavel agente antiparasitario, a ivermectina

impediu os danos testiculares em ratos jovens induzidos pelo estresse.

Palavras-chave: Avermectinas; Periodo pré-pubere; Doses terapéuticas;, Estresse por

contencdo; Morfometria; Testosterona.



ABSTRACT

GALVAO, N. A. Ivermectin prevents stress-induced testicular damage in juvenile rats. 50 p.
Advisor: Prof. Dr. Thiago Berti Kirsten. Master degree (Environmental and Experimental Pathology) -
Paulista University, Sdo Paulo, 2020

Ivermectin is one of the most used antiparasitic drugs in veterinary and human medicine, and
the treatment is considered safe. However, studies by our group have shown that therapeutic
doses of ivermectin induce several impairments, especially in the reproductive sphere. Juveniles
are more susceptible to drugs during developmental stages. Nevertheless, young humans and
pets have been medicated with ivermectin. Considering that the studies carried out basically
focus on impairments induced by ivermectin in adults, it is necessary to better understand the
pathological processes involved in juveniles. The stress variable must also be considered, as it
can influence the effects produced by ivermectin. Therefore, the objective of this study was to
evaluate the testis of juvenile rats exposed to therapeutic doses of ivermectin and/or stressed.
Male Wistar rats in the prepubertal period were treated with 0.2 or 1.0 mg/kg of ivermectin.
Forty-eight hours later, these rats were submitted or not to a stress session (2h, restraint). The
testicles were studied for macroscopic, microscopic, stereological, and histologic parameters,
and plasma testosterone levels were measured. The two therapeutic doses of ivermectin induced
few effects on testis and testosterone levels of prepubertal rats. However, the restraint stress
impaired macroscopic, microscopic, and stereological morphometric parameters, as well as
histology of the testis: stress increased the relative testicular weight, the tubular diameter, the
luminal diameter, the tubular cellular index, the interstitial volume density, decreased the
parenchymal volume density, and injured the interstitial area (shown by intense acidophilia and
presence of several vacuoles). Previous treatment of juvenile rats with therapeutic doses of
ivermectin prevented stress-induced testicular damages. In conclusion, in addition to be a
remarkable antiparasitic agent, ivermectin prevented stress-induced testicular damages in

juvenile rats.

Keywords: Avermectins; Prepubertal period; Therapeutic doses; Restraint stress;

Morphometry; Testosterone.
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1. INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

As lactonas macrociclicas, que incluem as avermectinas e milbemicinas, descobertas em 1975,
sdo 0s medicamentos antiparasitarios mais comercializados no mundo (MEROLA; EUBIG,
2012). Elas podem ser produzidas de modo semissintéticos ou como produtos de fermentagao
natural de actinomicetes do género Streptomyces (como S. avermitilis, S. cyaneogriseu e S.
hygroscopicus) que podem ser encontrados no solo, sendo altamente lipofilicos, pouco soluveis
em agua, mas facilmente soltveis em solventes organicos (ALMEIDA; AYRES; SANTAREM,;
LAMBERT, 2017; CAMPBELL, 2012). A partir da década de 1980, as lactonas macrociclicas
comecaram a ser utilizadas como anti-helminticos. Em 1985, a abamectina foi langada como
antiparasitario e inseticida (TAYLOR, 2001).

Tém-se disponivel no comércio diversas avermectinas e milbemicinas, tanto produtos
biossintéticos, como produtos semissintéticos. Entre as avermectinas, destacam-se:
ivermectina, 22,23-diidroavermectina Bla (>80%) e 22,23-diiforavermectina B1lb (<20%);
abamectina, avermectina Bla (>80%) e avermectina Blb (<20%); doramectina, 25-
ciclohexil-5-0-dimetil-25-de(1-metilpropril) avermectina Ala; eprionmectina, 4”-epi-
acetilamino-4”-deoxi-avermectina B1; e selamectina, 25-ciclo-hexil-25-de(1-metilpropril)-
5deoxi-22,23-di-hidro-5(hidroximino)-avermectina  B1. As  milbemicinas  incluem:
milbemicina, milbemicina A4 (80%) e milbemicina A3 (20%) -5-O-demetil-28-deoxi-6,28-
epoxi-25-(1-metile-til)-(6R,25R); e moxidectina, (6R, 23E, 25S) — 5-O-demetil-28-deoxi-25-
[(1E)-1,3-dimetil-1-butenil]-(metoximino) milbemicin 6,28-epoxi-23-B. Vale citar ainda a
emamectina (4"-desoxi-4"-epi-(N-formilN-metil) amino-avermectina B1; a nemadectina, 23-
(O-metiloxima); e a milbemicina oxima, 5-oxima e milbecina A4 e A3 (ALMEIDA; AYRES;
SANTAREM; LAMBERT, 2017; CAMPBELL, 2012; MEROLA; EUBIG, 2012).

Eficientes parasiticidas, as avermectinas sdo capazes de eliminar ampla variedade de
artropodes ectoparasitas e nematoides endoparasitas, e ainda assim considerado com alta
margem de seguranca (CAMPBELL, 2012; MEROLA; EUBIG, 2012). Sdo amplamente
utilizados para saude animal, na medicina veterinaria tanto para animais domésticos, como para
criacdo, na agricultura, por exemplo, para o controle de infestacdes por pragas, e na medicina
humana, em infecgbes, ou, por exemplo, para os tratamentos de filariose linfatica, da
oncocercose e da sarna (OMURA, 2008; YOON; KIM; HWANG; CHOI, 2004).

As avermectinas atuam como agonistas de alta afinidade sobre a subunidade alfa de
canais ibnicos seletivos ao cloro presentes no parasito (WOLSTENHOLME; ROGERS, 2005).
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Nos invertebrados o ligante a estes canais i6nicos € o glutamato, sendo os receptores
denominados GIuCl. Estes receptores estdo localizados em células musculares somaticas. O
canal de cloro é aberto, aumentando a conducdo intracelular do neurotransmissor, alterando a
membrana do neurdnio, hiperpolarizando-a, resultando na paralisia motora do tipo flacida e
eliminagdo do parasito. Nos nematddeos, a interferéncia na transmissao dos impulsos nervosos
ocorre entre células nervosas, enquanto nos artropodes acontece entre células nervosas e
musculares. Nos invertebrados, os sitios de ligacdo para as avermectinas estdo localizados no
tecido periférico, enquanto nos mamiferos estes sitios estdo confinados no sistema nervoso
central (WOLSTENHOLME; ROGERS, 2005).

No organismo dos mamiferos também existe acdo das avermectinas. Elas podem se ligar
aos receptores GABAA (canais cloro-mediados pelo acido gama-aminobutirico tipo A),
resultando na liberagdo de GABA (SIEGHART, 2006). O GABA € um neurotransmissor
inibitério que atua na regulacdo da excitabilidade dos neurdnios do encéfalo (WATANABE;
MAEMURA; KANBARA; TAMAYAMA et al., 2002). As avermectinas podem atuar em mais
de um sitio receptor no complexo GABA receptor, embora, no geral, os estudos consideram
que a exposicdo do organismo mamifero as avermectinas seja segura, sem efeitos toxicos
agudos. Por exemplo, mesmo doses altas de ivermectina, como 10 e 15 mg/kg parecem causar
somente vertigens e sonoléncia em ratos (TRAILOVIC; NEDELJKOVIC, 2011). Os
mamiferos sdo menos suscetiveis aos efeitos toxicos das avermectinas, pois elas ndo sao
capazes de atravessar a barreira hematoencefalica intacta, sendo que os neurdnios mediados por
GABA ocorrem principalmente no sistema nervoso central (YANG, 2012). Porém, € preciso
mencionar que a dose letal mediana (DL50) das avermectinas € relativamente baixa nos
mamiferos (DAWSON; WAFFORD; SMITH; MARSHALL et al., 2000). As avermectinas
podem ainda potencializar a acdo de receptores purinérgicos (ASATRYAN; POPOVA;
PERKINS; TRUDELL et al., 2010) e colinérgicos (BERTRAND; GOPALAKRISHNAN,
2007) no encefalo, e apresentam efeito anticonvulsivante (DAWSON; WAFFORD; SMITH,;
MARSHALL et al., 2000).

A utilizacdo da ivermectina é aprovada para o controle parasitario em muitas espécies
animais, como cavalos, gatos e cdes, e, inclusive, para humanos, com poucas restricdes, como
¢ o caso das lactantes (CAMPBELL, 2012; OMURA; CRUMP, 2014). Embora o
envenenamento por ivermectina tenha sido relatado em algumas espécies animais devido ao
uso inadvertido ou abusivo do produto, 0 maior consenso em relagdo a toxicidade ocorre em

céaes da raga Collie, que s@o mais sensiveis a esta droga e em animais muito jovens, uma vez
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que nestes animais a barreira hematoencefdlica ainda é muito permedvel (PAUL;
TRANQUILLI; SEWARD; TODD et al., 1987).

Porém, ao contrario do que vem sendo veiculado como as avermectinas sendo um grupo
de medicamento com alta margem de seguranca, estudos de nosso grupo tém revelado que
mesmo doses terapéuticas podem acarretar diversos prejuizos, incluindo a esfera
comportamental, sexual e reprodutiva. Por exemplo, os tratamentos com moxidectina,
doramectina ou ivermectina reduzem o comportamento sexual de ratos machos, sua erecao
peniana e 0s niveis hipotalamicos de GABA (BERNARDI; KIRSTEN; SPINOSA,;
MANZANO, 2011; FERRI; TODON; CABRAL; MOREIRA et al., 2013; RODRIGUES-
ALVES; LEBRUN; FLORIO; BERNARDI et al., 2008). Nas ratas fémeas, a ivermectina
também reduz o comportamento sexual (MOREIRA; BERNARDI; SPINOSA, 2014). Além
dos prejuizos sexuais, mostramos também que a ivermectina induz efeitos ansioliticos e
sedativos no labirinto em cruz elevado e no teste do conflito, de modo similar ao diazepam
(SPINOSA,; STILCK; BERNARDI, 2002). Verificou-se que a doramectina apresenta tanto
propriedades ansioliticas como anticonvulsivantes (SPINOSA; GERENUTTI; BERNARDI,
2000). Deste modo, temos revelado que o uso das avermectinas esta longe de ser considerado
seguro, mesmo em administracdes de doses terapéuticas.

Nossos estudos, até agora focaram nos individuos adultos, porém, ndo se sabe o0s efeitos
em jovens, ainda em desenvolvimento. O organismo do jovem apresenta notavel
desenvolvimento e maturagdo pos-natal, incluindo os sistemas nervoso, reprodutivo, pulmonar,
esquelético, imune, renal e metabdlico (BRUCKNER, 2000; DOURSON; CHARNLEY;
SCHEUPLEIN, 2002; GINSBERG; HATTIS; SONAWANE; RUSS et al, 2002;
SCHEUPLEIN; CHARNLEY; DOURSON, 2002). Por exemplo, 0 sistema nervoso comeca a
se formar cedo na gestacdo e continua a se desenvolver por toda a adolescéncia. O sistema
imune vai se desenvolvendo gradualmente durante a infancia. As diferencas farmacocinéticas
entre neonatos/jovens para adultos incluem diferencas na absor¢éo, distribuicdo, metabolismo
e eliminacdo, bem como reduzida capacidade de ligacdo das proteinas plasmaticas
(BALDRICK, 2004). As consequéncias destas diferencas sdo que 0s jovens podem
biotransformar drogas em taxas diferentes em comparacdo com os adultos, inclusive com
potencial de sobredosagem e eventos adversos (BALDRICK, 2004; DOURSON;
CHARNLEY; SCHEUPLEIN, 2002). Exemplos "bem estabelecidos" do efeito tdxicos de
drogas em jovens que ndo ocorrem geralmente em adultos devido as diferengas de metabolismo
incluem a sindrome do bebé cinzento pelo uso do antibidtico cloranfenicol, e ictericia pelo uso
do diazepam (BRUCKNER, 2000; SCHEUPLEIN; CHARNLEY; DOURSON, 2002).



14

Portanto, o individuo jovem que ainda esta em fase de desenvolvimento e maturacdo, pode ser
mais susceptivel a intervengdes medicamentosas.

Alias, ha muitos anos a ivermectina vem sendo receitada tanto para jovens humanos,
como para jovens pets e animais de criagdo, sem a divulgagao de efeitos adversos relevantes
(CAMPBELL; BENZ, 1984; GILMORE, 2011; OMURA; CRUMP, 2014; PACQUE;
MUNOZ; POETSCHKE; FOOSE et al., 1990). Por exemplo, a administracao oral de uma Unica
dose de ivermectina é considerada eficaz contra a sarna em humanos, inclusive para jovens,
sendo também utilizada anualmente no tratamento em massa de milhdes de pessoas com
oncocercose e filariose (GILMORE, 2011; LAWRENCE; LEAFASIA; SHERIDAN; HILLS
et al., 2005). Inclusive, histéricos de seguranca sugerem que criangas podem ser medicadas,
sendo indicado o uso de um comprimido de 3 mg cortado a0 meio em criangas com peso
corporal abaixo de 7,5 kg (LAWRENCE; LEAFASIA; SHERIDAN; HILLS et al., 2005).
Assim, no geral, a comunidade cientifica considera que os dados clinicos séo insuficientes para
determinar efeitos adversos relevantes em criangas. E preciso lembrar que auséncia de
evidéncias e diferente de evidéncias de auséncia.

Porém, os poucos estudos experimentais envolvendo avermectinas e seus efeitos em
fases de desenvolvimento tém apontado para um cenario menos animador. Em um estudo
bastante antigo, foi demonstrado que a exposicdo de doses altas de ivermectina, como 4 mg/kg
diariamente durante quase toda a gestacdo e lactacdo de ratas causou 100% de letalidade de
seus filhotes (POUL, 1988). Neste mesmo trabalho, os autores mostraram que doses inferiores,
como 2 mg/kg, e/ou abreviacdo dos tratamentos diminuiu a mortalidade, porém, afetando
também o desenvolvimento e o comportamento da prole. Revelou-se prejuizo do
desenvolvimento comportamental e atividade geral (motora) nos recém-nascidos cujas maes
foram tratadas com 1 mg/kg de ivermectina durante a gestacéo e a lactacdo (POUL, 1988).

Roedores recém-nascidos podem ser particularmente sensiveis a neurotoxicidade de
ivermectina, pois suas barreiras hematoencefalicas ainda ndo estdo totalmente formadas ao
nascimento e, portanto, a toxicidade exacerbada causada pela ivermectina pode ndo s6 ocorrer
no periodo intrauterino, mas também no periodo da lactacio (CAMPBELL, 2012). Por
exemplo, existe um estudo que demonstra que camundongos neonatos desenvolvem convulsdes
e tremores e morrem ap6s administracfes repetidas de ivermectina (LANKAS; MINSKER;
ROBERTSON, 1989). Alids, a barreira hematoencefalica em ratos s6 se desenvolve
completamente apds o dia de vida p6s-natal (PND) 24 (SCHULZE; FIRTH, 1992).
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Além do fato de a ivermectina estar sendo usada aparentemente de modo inadvertido e
pouco criterioso nos jovens, soma-se a isso o fator estresse. A ivermectina tem sido receitada
sem preocupacgdes com contextos estressores, que podem interferir, inclusive potencializando
os efeitos de drogas. Por exemplo, o estresse agudo por conten¢do induz ansiedade e aumenta
o nivel de malondialdeido (relacionado a peroxidacao lipidica) em ratos tratados com 6xido de
nano-magnésio e 6xido de nano-zinco. Ou seja, 0 estresse agudo aumenta a toxicidade das
nanoparticulas (TORABI; KESMATI; POURREZA; NAJAFZADEH VARZI et al., 2018).
Neste sentido, a interagdo com variaveis ambientais pode exacerbar a toxicidade as

avermectinas, dentre as quais se destaca o estresse.

Por tudo citado até aqui, que 0 uso de avermectinas na medicina veterinaria e humana
tem sido considerado seguro, mas com o contraponto de nossos estudos, onde ficam
demonstrados que mesmo administracOes de doses terapéuticas resultam em diversos prejuizos,
especialmente na esfera reprodutiva, é preciso aprofundar o entendimento dos processos
patoldgicos envolvidos. Foi visto também que os estudos realizados até hoje focam basicamente
nos danos nos adultos. Porém, os jovens sdo especialmente susceptiveis a medicamento durante
fases de desenvolvimento. Ainda assim, jovens humanos e pets tém sido medicados com
ivermectina. Portanto, o objetivo deste trabalho foi estudar o testiculo de ratos jovens expostos
a doses terapéuticas de ivermectina. O periodo especifico da juventude escolhido foi o pré-
pubere, uma vez que 0s poucos estudos disponiveis na literatura focaram os danos em periodos
mais iniciais (citados anteriormente), antes do completo desenvolvimento da barreira
hematoencefalica em ratos. No periodo pre-pubere, onde a barreira hematoencefalica ja esta
desenvolvida (SCHULZE; FIRTH, 1992), ndo existem estudos relatando danos centrais e
reprodutivos. A varidvel estresse também foi incluida nos estudos, uma vez que poderia
influenciar nos efeitos produzidos pela ivermectina. Os resultados deste estudo tém o potencial
de sugerir uma revisdo na dose prescrita de ivermectina para jovens e/ou seu periodo de

tratamento.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Estudar o testiculo de ratos jovens expostos a doses terapéuticas de ivermectina e submetidos a

estresse.

2.2 Objetivos especificos

Tratar ratos jovens no periodo pré-pubere com duas doses terapéuticas de ivermectina;
Submeter ratos jovens no periodo pre-pubere ao estresse psicologico por contengéo;
Avaliar o testiculo de ratos jovens tratados com ivermectina e estressados quanto a
parametros morfomeétricos macroscopicos (peso testicular relativo, volume total
testicular, eixo transversal testicular e eixo longitudinal testicular);

Avaliar o testiculo de ratos jovens tratados com ivermectina e estressados quanto a
parametros morfométricos microscépicos (diametro tubular, altura do epitélio tubular,
didmetro luminal tubular, indice de celularidade tubular e frequéncia de células de
Leydig);

Avaliar o testiculo de ratos jovens tratados com ivermectina e estressados quanto a
parametros estereoldgicos microscépicos (densidade volumétrica intersticial, densidade
volumétrica parenquimal, volume intersticial e volume parenquimal);

Realizar analise histopatoldgica no testiculo de ratos jovens tratados com ivermectina e
estressados;

Avaliar o plasma de ratos jovens tratados com ivermectina e estressados quanto aos

niveis de testosterona.



17

3. MATERIAL E METODOS

3.1 Declaracao de ética

Os animais foram utilizados nesse estudo de acordo com as normas e procedimentos éticos
relativos ao uso de animais de laboratério da Universidade Paulista (CEUA-UNIP nimero
346/15). Essas diretrizes s@o baseadas nas normas do National Institutes of Health (Bethesda,
MD). Os experimentos foram realizados de acordo com os protocolos de boas préaticas de
laboratério com métodos de garantia de qualidade. Todos os esfor¢os possiveis foram

realizados para minimizar o sofrimento dos animais.

3.2 Animais

Foram utilizados seis ratos (Rattus norvegicus) Wistar adultos machos e doze ratas Wistar
fémeas obtidos do biotério da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade
de Sao Paulo (Séo Paulo, SP). Esses ratos foram alojados no Biotério de Experimentacédo da
Universidade Paulista (S&o Paulo, SP). Os ratos permaneceram em gaiolas-moradia (45,5 x 34,5
x 20 cm, até 4 por gaiola) com filtro na parte superior, em sistema de rack ventilado (Tecniplast,
Buguggiate, VA, Italia), permitindo aeracdo e trocas de ar constante. As camas dessas gaiolas-
moradia eram constituidas de maravalha (esterilizada e livre de residuos). O ambiente possuia
temperatura (24°C = 2°C) e umidade (entre 55% e 65%) controladas constantemente por
sistema automatizado. O ciclo de luz também era automatizado, com luz artificial (12-horas
claro/12-horas escuro; luzes ligadas as 7h00). Os animais tinham livre acesso a racdo irradiada
(especifica para a espécie, BioBase, Aguas Frias, SC, Brasil) e agua filtrada.

Ap0s sete dias nas condi¢cdes de nosso biotério para aclimatacdo, os ratos e ratas adultos
foram submetidos a procedimentos de acasalamento conforme protocolos anteriormente
realizados em nossos laboratorios (KIRSTEN; CHAVES-KIRSTEN; CHAIBLE; SILVA et al.,
2012). As ninhadas padronizadas foram mantidas com suas progenitoras até o PND 21
conforme descrito anteriormente (KIRSTEN; CASARIN; BERNARDI; FELICIO, 2018),
quando foram desmamadas e separadas por sexo nas mesmas condi¢cbes que aquelas

previamente descritas para os adultos.
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Trinta e seis ratos machos jovens, PNDs 28-31, foram o0s sujeitos submetidos aos
procedimentos experimentais descritos a seguir. Esses ratos jovens pesavam 58-83 g no inicio

dos experimentos.

3.3 Tratamentos, grupos e delineamento experimental

Foram avaliadas duas doses terapéuticas de ivermectina (22,23-diidroavermectina Bla [>80%]
e Blb [<20%], Ivomec, Merck, Sharp & Dohme Farmacéutica e Veterinaria do Brasil,
Campinas, Brasil): 0,2 e 1,0 mg/kg, via subcutanea (s.c.) (DADARKAR; DEORE; GATNE,
2007). Ambas as doses ja foram estudadas previamente por nosso grupo, revelando-se indutoras
de prejuizos sexuais em ratos (BERNARDI; KIRSTEN; SPINOSA; MANZANO, 2011;
CORDEIRO; GONCALVES; MOREIRA; SLOBODTICOV et al., 2018; MOREIRA;
BERNARDI; SPINOSA, 2014). A solucdo de ivermectina foi preparada em salina (NaCl) 0,9%,
com a adicdo de uma gota de Tween-80. O grupo controle foi tratado com o veiculo da
ivermectina, isto €, uma gota de Tween-80 adicionada a solucéo salina 0,9%. Cada rato recebeu
somente uma injecdo (de 0,2 mg/kg de ivermectina, ou de 1,0 mg/kg de ivermectina, ou do
veiculo) no PND 28-29 sempre no volume de 1 mL/kg.

Quarenta e oito horas apds as administracdes de ivermectina ou salina (PND 30-31),
esses ratos foram submetidos ou ndo a uma sessdo de 2 horas de estresse por contencéo,
explicado no préximo item. Desse modo, foram estudados seis grupos (n=6 ratos/grupo). Os
trés primeiros grupos nao foram submetidos a sessdo de estresse: (1) SAL, administracdo de
salina; (2) Iver0.2, administracdo de 0,2 mg/kg de ivermectina; e (3) Iverl.0, administracdo de
1,0 mg/kg de ivermectina. Os trés ultimos grupos foram tratados da mesma maneira, isto €, com
salina, 0,2 e 1,0 mg/kg de ivermectina, respectivamente, e foram posteriormente submetidos a
sessdo de estresse por duas horas. Vinte minutos apds a sessdo de estresse, 0s ratos foram
submetidos a eutanasia e seus testiculos e o sangue foram coletados e estudados, conforme
explicado nos proximos itens.

Tanto as administracdes de ivermectina (PND 28-29), como as exposi¢des ao estresse e
as avaliacdes testiculares e plasmaticas (PND 30-31) foram realizadas no periodo pré-pubere
dos ratos (HOROVITZ; TSOORY; HALL; JACOBSON-PICK et al., 2012; QUINN, 2005).
Nessa fase, a barreira hematoencefalica dos ratos ja se apresenta completamente desenvolvida
(SCHULZE; FIRTH, 1992).
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3.4 Estresse agudo por contencao

O modelo de estresse por contencdo € considerado simples, indolor e ndo causa debilitacdo
duradoura (BUYNITSKY; MOSTOFSKY, 2009). E considerado um modelo de estresse
psicolégico por aproximar o animal a uma experiénciade natureza de confinamento
(DHABHAR; MCEWEN, 1996). Foram utilizados tubos cilindricos plasticos (3,5 cm de
didmetro, 10 cm comprimento) para a contengdo individual, com as extremidades possuindo
orificios que permitem a ventilacdo e a passagem da cauda do animal que ndo sofre dor nem
compressdo. No PND 30-31, os animais foram submetidos ao estresse agudo em uma Unica
sessdo com duracdo de duas horas, tempo suficiente para ativar o eixo hipotalamo-pituitaria-
adrenal (HPA, também conhecido como eixo hipotdlamo-hipdfise-adrenal), provocando o
aumento dos niveis circulantes de corticosterona (BUYNITSKY; MOSTOFSKY, 2009;
ECHEVERRY; GUIMARAES; DEL BEL, 2004).

3.5 Avaliacdes testiculares

Vinte minutos apos o termino da sessao de estresse por contencéo, os animais foram submetidos
a eutanésia por decapitacdo, uma vez que seus encéfalos foram coletados para avaliacfes
neuroquimicas (PARISI; SANTOS; CABRAL; QUEIROZ-HAZARBASSANOV et al., 2019).
O testiculo esquerdo foi removido e fixado em solucdo de Bouin em volume de no minimo
trinta vezes o0 peso da peca anatbmica, por um periodo total de 48 horas. Os testiculos foram
seccionados transversalmente apds duas horas, para garantir uma penetracdo uniforme e eficaz
do fixador. Apos 24 horas da hemissecéo transversal, foi realizada a aparagem e fragmentacéo
das hemissecOes (secdo transversal dos polos testiculares) e submersdo em fixador até
completar as 48 horas. Apos a fixacdo os testiculos seccionados foram colocados em solucgédo
de alcool a 70%, xilol e posteriormente embebidos em parafina e cortados com 5 um de
espessura. As secdes foram coradas pela técnica de hematoxilina e eosina (HE) e pelo método
do Acido Periddico e reativo de Schiff, com contra-coloracdo nuclear pela Hematoxilina de
Harris (PAS+H) (CORDEIRO; GONCALVES; MOREIRA; SLOBODTICOV et al., 2018).
Assim, foram obtidas as fotomicrografias para uma analise histopatoldgica, no qual, foram
observados os estagios do ciclo do epitélio seminifero, bem como secg¢des tubulares contendo
de quatro a seis camadas concéntricas, caracteristicas de células germinativas da

espermatogénese, além da integridade dos tabulos seminiferos e das células de Leydig, tendo
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como referencial o grupo controle. A descrigdo histopatolégica contou com parecer de
especialista na &rea e foram utilizadas as descri¢cdes de estagios da espermatogénese e das etapas
da espermiogénese em ratos encontrados na literatura (RUSSELL; ETTLIN; SINHA-HIKIM;
CLEGG, 1993).

Os pesos corporais dos ratos e dos testiculos foram avaliados e convertidos em peso
relativo, isto é, peso testicular/100 g do peso corporal. Os eixos transversal (latero-lateral) e
longitudinal (céfalo-caudal) de cada testiculo foram medidos com auxilio de paquimetro dotado
de Vernier, possibilitando discriminacdo de 0,1mm. O volume total de cada testiculo foi
calculado através da formula de elipsoide: V = 4/3.m.a.b? no qual a é o semieixo longitudinal
e b é o semieixo transversal.

As laminas foram observadas com o auxilio de um microscopio optico (Nikon Eclipse E
200 MV R, Tokyo, Japao) inicialmente com ampliacdo de 40 vezes, para observacao geral do
orgdo. Em seguida, uma ampliacdo de 1000 vezes foi utilizada para uma analise mais detalhada
da arquitetura do tabulo seminifero.

Foi efetuada a analise da morfometria linear dos tubulos seminiferos por determinagéo
do diametro tubular, medidos a partir da ldamina basal até a lamina basal no sentido oposto. Com
0 auxilio do programa computadorizado de analise de imagem Zen 2.3 lite (Carl Zeiss, Jena,
Germany) também foram aferidos a altura do epitélio seminifero, a partir da lamina basal até o
inicio do lamen tubular, bem como o diametro luminal (CORDEIRO; GONCALVES;
MOREIRA; SLOBODTICQV et al., 2018). Dez campos por secdo testicular de cada animal
foram selecionados e fotografados. Cada campo tinha em média cinco tdbulos seminiferos,
portanto um total de 50 tubulos foram avaliados morfometricamente. Para cada animal, foram
calculadas as médias das medidas indicadas (50 tubulos seminiferos) e a média de cada grupo
também foi calculada. Assim, também foi medido o indice de celularidade dos tdbulos e das
células intersticiais (isto &, células de Leydig) coradas em HE ao longo de todo o campo.

A frequéncia das células de Leydig foi estimada independentemente do indice de
celularidade em 10 fotomicrografias por testiculo com éareas definidas, com o auxilio do
programa computadorizado de andlise de imagem Image J (National Institutes of Health). Para
calcular as densidades de volume do parénquima testicular (tabulos seminiferos) e do tecido
intersticial utilizou-se uma sobreposicdo de imagem de 25 pontos equidistantes sobre as
fotomicrografias testiculares. Para cada animal de cada grupo, foram examinados 10 campos,
com éarea definida, totalizando a contagem de 250 pontos por testiculo. Tendo em maos o

volume testicular total (em milimetros cibicos) e as densidades de volume (volumes em termos
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percentuais) dos tecidos tubular e intersticial, foi possivel calcular especificamente os volumes
tubular e intersticial (em milimetros cubicos) (OKADA; STUMPP; MIRAGLIA, 2020).

As avaliacOes testiculares e parametros estudados estdo representados em uma
ilustracdo esquematica para facilitar seu entendimento (Figura 1).

Em caréter didatico, os parametros testiculares avaliados foram separados em quatro
blocos para sua apresentacdo no item Resultados: (1) parametros morfométricos
macroscopicos: peso testicular relativo, volume total testicular, eixo transversal testicular e eixo
longitudinal testicular; (2) parametros morfométricos microscépicos: diametro tubular, altura
do epitélio tubular, didmetro luminal tubular, indice de celularidade tubular e frequéncia de
células de Leydig; (3) parametros estereologicos microscopicos: densidade volumétrica
intersticial, densidade volumétrica parenquimal, volume intersticial e volume parenquimal; e

(4) analise histopatologica.

3.6 Avaliacéo dos niveis de testosterona

Os mesmos ratos utilizados para a analise testicular tiveram seu sangue do tronco coletado em
tubos conicos no momento da eutanasia. Amostras de plasma de cada rato foram obtidas de
acordo protocolos padronizados (MORAES; GALVAO; CABRAL; COELHO etal., 2017). Os
niveis séricos de testosterona foram analisados por ELISA seguindo as instru¢des do manual
do fabricante (Cloud-Clone Corp, cat. no. HEA458Ge, Katy, TX, USA). Os resultados sdo

expressos em pg/mL.

3.7 Analise estatistica

Foram verificadas a homocedasticidade e a normalidade dos dados (testes de Bartlet e
Kolmogorov-Smirnov). Foi utilizada a analise de variancia (ANOVA) de duas vias (fatores:
ivermectina e estresse), seguida do pos-teste de comparac6es multiplas de Tukey para comparar
dados paramétricos entre os seis grupos. O nivel de significancia de 5% (p < 0,05) foi
considerado suficiente para mostrar diferencas significativas em todos os dados analisados. Os
dados séo expressos como média + erro padrdo (EP), com representacdo de box & whiskers

(min to max) ou como porcentagens.
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Figura 1 — Parametros testiculares. Esquema metodoldgico das avaliagdes testiculares e parametros
estudados. Todos os parametros morfométricos macroscopicos, microscéopicos e estereoldgicos relativos
aos estudos testiculares estdo descritos, incluindo as metodologias aplicadas para mensurar cada
parametro e suas formulas, quando foi o caso. O nome de cada pardmetro em portugués é seguido pelo

nome em inglés entre parénteses
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4. RESULTADOS

As duas doses terapéuticas de ivermectina induziram poucos efeitos nos testiculos e nos niveis
de testosterona de ratos pré-puberes. Porém, o estresse por contengdo prejudicou parametros
morfométricos macroscopicos, microscopicos, estereoldgicos e histoldgicos do testiculo: o
estresse aumentou o peso testicular relativo, o didametro tubular, o didmetro luminal, o indice
de celularidade tubular, a densidade do volume intersticial, diminuiu a densidade do volume
parenquimal e prejudicou a regido intersticial (demonstrado pela intensa acidofilia e a presenga
de varios vactolos). O tratamento prévio dos ratos jovens com doses terapéuticas de
ivermectina impediu os danos morfométricos, estereologicos e histologicos testiculares
induzidos pelo estresse. Concluindo, além de ser notavel agente antiparasitario, a ivermectina
impediu os danos testiculares em ratos jovens induzidos pelo estresse.

Este volume de Dissertacdo de Mestrado apresenta somente o resumo dos principais
resultados obtidos com este estudo. Para maiores detalhes, consultar a publicacdo em artigo
cientifico, ou contatar o orientador deste estudo via e-mail: Prof. Dr. Thiago B. Kirsten,

thiago.kirsten@docente.unip.br ou thik@outlook.com



mailto:thiago.kirsten@docente.unip.br
mailto:thik@outlook.com

24

5. DISCUSSAO

Este volume de Dissertacdo de Mestrado apresenta somente as conclusdes do trabalho, sem
sua discussdo. Para maiores detalhes, consultar a publicagdo em artigo cientifico, ou contatar
0 orientador deste estudo via e-mail: Prof. Dr. Thiago B. Kirsten,

thiago.kirsten@docente.unip.br ou thik@outlook.com
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Concluindo, as duas doses terapéuticas de ivermectina induziram poucos efeitos nos testiculos
e nos niveis de testosterona de ratos jovens pré-puberes. Porém, o estresse por contengdo
prejudicou pardmetros morfométricos macroscdpicos, microscopicos, estereoldgicos e
histol6gicos do testiculo: o estresse aumentou o peso testicular relativo, o diametro tubular, o
didmetro luminal, o indice de celularidade tubular, a densidade do volume intersticial, diminuiu
a densidade do volume parenquimal e prejudicou a regido intersticial (demonstrado pela intensa
acidofilia e a presenca de varios vacuolos). O tratamento prévio dos ratos jovens com doses
terapéuticas de ivermectina foi bastante eficiente em impedir os danos morfométricos,

estereoldgicos e histoldgicos testiculares induzidos pelo estresse.
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