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1. INTRODUCAO

A senescéncia celular € uma resposta da célula a danos no DNA e tem sido
intensamente estudada. A senescéncia envolve muitas mudancas no perfil de
expressao génica e, principalmente, parada do ciclo celular (TCHKONIA et al.
2013). Estudos mostram um aumento no numero de células senescentes com o
envelhecimento em diferentes tecidos (LOPEZ-OTIN et al. 2013). A maior
presenca de células senescentes esta associada a maior potencial inflamatorio,
podendo ser a causa de diversas doencas do envelhecimento (LOPEZ-OTIN et al.
2013). Recentemente foi demonstrado que o tratamento de camundongos velhos
com senoliticos, drogas que reduzem o namero de células senescentes, promove
aumento da expectativa de vida e reduz danos do envelhecimento (XU et al.
2018).

Neste sentido, as drogas senoliticas, por serem capazes de remover células
senescentes no organismo, sdo uma alternativa para aumentar a longevidade.
Um estudo recente identificou que o tratamento de camundongos com uma
combinacdo de duas drogas, dasatinib e quercetina (D+Q) promoveu reducao
seletiva do numero de células senescentes e reducéo de sintomas caracteristicos
do envelhecimento, estendendo o periodo de vida saudavel (XU et al. 2018). A
guercetina € um flavondide encontrado em frutas e vegetais com potente
atividade antioxidante, possui propriedades senolitica (ZHU et al. 2015), anti-
inflamatoria e antineoplasica. O dasatinib, € um inibidor de mudltiplas tirosinas
guinases, usado no tratamento de canceres (MONTERO et al. 2011). O uso do
combinado de D+Q foi demonstrado como seguro, tanto in vitro como in vivo,
causando a eliminacédo seletiva de células senescentes e reduzindo varios efeitos
negativos da presenca destas células sobre metabolismo da glicose (XU et al.
2018). Além disso, a combinacdo de D+Q atinge seletivamente uma gama mais
ampla de tipos de células senescentes do que qualquer outro agente sozinho
(ZHU et al. 2015).

Por outro lado, o envelhecimento ovariano refere-se ao esgotamento da
reserva folicular ovariana, que € definida durante a vida fetal em mulheres. Em
algum momento do ciclo de crescimento dos foliculos primordiais ocorre sua
ativacdo, o que leva ao seu crescimento e culmina em ovulacdo ou atresia
(BAKER. 1963). Uma vez ativado, o foliculo ndo retorna mais a reserva, ou seja, é
um processo irreversivel, isso ocorre até o0 momento em que a reserva se esgota
na menopausa (BAKER. 1963). Sabe-se que no estilo de vida atual, as mulheres
tém optado cada vez mais por terem filhos tardiamente, portanto, um atraso na
ativacao de foliculos primordiais, bem como a manutenc¢éo de sua qualidade seria
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essencial para prolongar a fertilidade feminina, e para reduzir o risco de
anormalidades cromossOmicas e morte embrionaria precoces associada a
aproximacdo da menopausa (TREFF et al. 2016).

Tratamentos que possuem efeitos no atraso do envelhecimento também
apresentam efeitos na reproducéo e longevidade reprodutiva, como observamos
em estudo anterior realizado por nosso grupo (GARCIA et al. 2019). Entender
estes efeitos é de suma importédncia para que eventualmente estas drogas
possam vir a ser fornecidas a humanos. No entanto, até o momento, ndo existem
evidencias sobre o efeito da combinagdo D+Q na fertilidade, pincipalmente em
nivel de desenvolvimento embrionério. Portanto, o objetivo do presente estudo foi
analisar o efeito dos senoliticos D+Q sobre a taxa de prenhez, niamero total de
estruturas recuperadas e embrides viaveis em camundongos.

2. METODOLOGIA

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal da
Universidade Federal de Pelotas sob o numero 58357-2018. Foram utilizados 48
camundongos fémeas da linhagem C57BL/6 com idade de 30 dias que foram
mantidos em condi¢cdes controladas de temperatura, luz e umidade (22 + 2 °C,
ciclos de 12 horas claro/12 horas escuro e 40-60%). Os animais receberam agua
e dieta padréo ad libitum e foram divididos em 2 grupos: grupo controle (n=24) e
grupo tratamento (n=24). O grupo tratamento recebeu dasatinib (5 mg/kg) e
guercetina (50 mg/kg) diluidos em vetor composto por 60% Phosal, 30% PEG 400
e 10% alcool etilico absoluto via gavagem oral trés dias consecutivos a cada duas
semanas (XU et al. 2018). O grupo controle recebeu placebo, constituido por
apenas o vetor em que foram diluidos os senoliticos. O tratamento iniciou uma
semana apos o desmame e as fémeas foram tratadas por 12 meses.

Aos 3, 6, 9 e 12 meses as fémeas foram acasaladas com machos de 3
meses de idade ndo tratados e avaliou-se a taxa de prenhez. Para realizar a
avaliacdo dos embrides viaveis, aos 6 e 12 meses foi realizada sincronizacéo da
ovulacdo e posteriormente eutanasia das fémeas. Para a sincronizacdo da
ovulacdo dos animais foi feita aplicacdo intraperitoneal de 5 Ul de eCG 5 dias
prévios a eutanasia, e 5 Ul de hCG seguido por acasalamento (1 macho para
cada duas fémeas) 3 dias prévios a eutanasia. Ap0s a eutanasia, os ovidutos
foram dissecados e lavados com solucdo salina suplementada com soro fetal
bovino (10%) para recuperacdo das estruturas. Com auxilio de Ilupa
estereoscopica foi realizada a busca, contagem e classificacdo das estruturas. As
estruturas foram classificadas segundo a morfologia, em ovécito ndo fecundado,
embrido degenerado ou embrido viavel.

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando o software GraphPad
Prism 6.0. Utilizou-se o teste de Qui-quadrado para a taxa de prenhez e 0 ANOVA
two way para numero total de estruturas recuperadas e embrides viaveis. Valores
de P<0,05 foram considerados significativos.

3. RESULTADOS E DISCUSSOES

Esse foi o primeiro estudo que avaliou o tratamento com D+Q sobre a
fertilidade em fémeas tratadas em longo prazo. NOs encontramos que o
tratamento com os senoliticos D+Q néo afetou a taxa de prenhez ao longo da vida
das fémeas (P>0,05; Figura 1). Somente foi observado um declinio da taxa de
prenhez ao longo do tempo em ambos 0s grupos. Isto era esperado, e esta
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associado a idade, entretanto, esperdvamos que o tratamento com o0s senoliticos
pudesse diminuir este declinio, porém isto ndo aconteceu.

N&o houve diferenga no total de estruturas recuperadas, embridoes
degenerados e embrides viadveis (P>0,05) entre os grupos, aos 6 e 12 meses de
idade (Tabela 1). Podemos observar que os embrides viaveis também diminuiram
ao longo do tempo, concordando com o encontrado na taxa de prenhez,
associado a idade.

80 A
- D+Q

-~ Controle

N (o))
o o
L 1

Porcentagem (%)
N
o
1

Idade (meses)

Figura 1. Taxa de prenhez de camundongos fémeas tratadas com dasatinib
e quercetina (D+Q) ou placebo (Controle) ao longo de 12 meses de experimento.

Tabela 1. Média + erro padrdo dos parametros: total de estruturas, porcentagem
de embrides degenerados e embrides viaveis dos grupos controle e D+Q aos 6 e
12 meses. Valor de P<0,05 foi considerado significativo.

6 meses 12 meses P

Parametros Controle D+Q Controle D+Q Tratamento Tempo Interagdo

Total de 35+15 8,6+3,0 12+ 15+0,7 0,1285 0,0108 0,1710

estruturas 0,6
Porcentagem 17,2 + 355+ 22,2 375+ 0,2497 0,8086 0,9167
degenerados 8,6 13,5 14,7 18,3

Embrides 24+10 4720 0,7 + 0,4+0,3 0,3825 0,0149 0,2656
viaveis 0,5

Ainda néo se tem estudos avaliando o efeito do tratamento em longo prazo
com D+Q sobre a fertilidade e numero de embrides. Através do presente estudo
foi possivel observar alguns aspectos que podem ser melhorados em estudos
posteriores como o inicio precoce do tratamento. Como as fémeas iniciaram o
tratamento jovens (30 dias) e sabendo que as células senescentes também
desempenham funcfes importantes para organismo quando em quantidades
controladas, talvez a eliminacéo destas células em fémeas tdo jovens possa néo
ser tdo vantajosa quanto o uso em fémeas mais velhas. Outro aspecto importante
€ em relacdo a frequéncia das gavagens. Como os estudos utilizando D+Q para
aumentar a longevidade séo feitos em grande parte com machos e ainda nao
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havia sido testado no efeito com fémeas prenhes podemos questionar se 0
estresse causado pelas gavagens pode influenciar nos resultados. Visto que o0s
senoliticos D+Q estdo sendo amplamente estudados, inclusive em humanos
(JUSTICE et al. 2019) se torna importante que mais estudos com frequéncias de
tratamento e em idades diferentes sejam realizados a fim de esclarecer os efeitos
dos senoliticos na fertilidade de fémeas.

4. CONCLUSOES

O tratamento com D+Q durante 6 e 12 meses ndo afeta a taxa de prenhez e
0 numero de embrides viaveis em camundongos. Entretanto, torna-se necessario
a realizacao de mais estudos com frequéncias e idades diferentes de tratamento
com D+Q para elucidar os possiveis efeitos destes senoliticos na fertilidade da
fémea.
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