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1. INTRODUCAO

A senescéncia celular € um mecanismo de defesa para interromper a
proliferacdo de células danificadas (CALCINOTTO et al. 2019). As células
senescentes podem evitar a apoptose e possuem um fendtipo secretor associado
a senescéncia (SASP), atraindo macréfagos para sua depuracdo (TCHKONIA et
al. 2013). O numero de células senescentes aumenta com a idade em diferentes
tecidos (LOPEZ-OTIN et al. 2013) e estéd associado ao aumento da inflamacéo e
disfuncédo tecidual, levando ao aumento da incidéncia de varias doencas
relacionadas ao envelhecimento (LOPEZ-OTIN et al. 2013). Recentemente, foi
demonstrado que o tratamento de camundongos velhos com drogas senoliticas,
dasatinibe e quercetina (D+Q), reduz seletivamente o numero de células
senescentes. Como resultado, a incidéncia de doencas relacionadas ao
envelhecimento é reduzida e os camundongos tém uma vida util mais longa (XU
et al. 2018). O tratamento a longo prazo com D+Q foi descrito como seguro e
eficiente em baixas doses tanto in vitro quanto in vivo (XU et al. 2018). A
combinacdo de D+Q também tem efeitos senoliticos em humanos (JUSTICE et al.
2019). No entanto, estudos de longo prazo para entender os efeitos do D+Q na
fertilidade s&o escassos.

O envelhecimento diminui a funcéo reprodutiva em homens e mulheres por
mecanismos que ainda nao estdo claros. Embora seja conhecido o aumento da
carga de células senescentes com o envelhecimento em varios tecidos (HOHN et
al. 2017), ndo ha dados sobre isso nos 6rgaos reprodutores masculinos. A
fertilidade nos machos ndo parece sofrer um declinio acentuado com a idade
como observado nas fémeas, no entanto ha um declinio progressivo nos niveis de
testosterona (HARRIS et al. 2011), na motilidade, concentracdo e qualidade
espermatica com a idade (OLIVEIRA et al. 2014). Além disso, uma diminui¢do nos
niveis de testosterona esta associada a producado deficiente de espermatozoides
(SMITH; WALKER, 2014). Como a senescéncia celular € um fenémeno de
ocorréncia natural em diversos tecidos, sua ocorréncia no testiculo precisa ser
caracterizada, bem como seu efeito sobre parametros espermaticos. Portanto, o
objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos de drogas senoliticas D+Q na
concentracéo, morfologia espermatica e niveis de testosterona em camundongos
machos.

2. METODOLOGIA

Para este estudo, camundongos C57BL/6 machos de 3 meses de idade
(n=18) foram usados em condi¢bes controladas de temperatura, luz e umidade
(22 £ 2°C, 12 horas claro/12 horas ciclos escuros e 40-60%). Os camundongos
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foram divididos em grupo tratamento (n=9), que recebeu dasatinibe (5 mg/kg) e
quercetina (50 mg/kg) por gavagem e grupo controle (n=9), que recebeu placebo,
ambos em trés dias consecutivos uma vez por més. Todos os camundongos re-
ceberam agua e dieta padrdo ad libitum durante todo o experimento. O tratamento
foi iniciado aos 3 meses de idade e apds seis meses de tratamento os camun-
dongos foram anestesiados, eutanasiados, dissecados e os testiculos, epididimo,
sémen e sangue foram coletados para posterior analise. Todos os procedimentos
foram aprovados pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal da Universida-
de Federal de Pelotas.

A coleta do sémen do epididimo foi colocada em um microtubo contendo 300
uL de solucdo Salina tamponada com fosfato (PBS 1x), pré-aquecida a 36,5° C.
Os epididimos foram suavemente fracionados com tesoura e agitados por 3 minu-
tos para liberacdo dos espermatozoides. Para a analise da concentracdo esper-
matica, 25 pL da solucdo de sémen foram coletados e diluidos em 25 pL de solu-
cao salina-formaldeido. A concentracao foi avaliada por contagem de espermato-
zoides em uma camara de contagem de hemocitometro (KHAKI et al. 2010). Os
niveis de testosterona foram medidos por eletroquimioluminescéncia através das
amostras de sangue que foram coletadas e centrifugadas a 2000 x g por 10 min
para separar 0 soro.

Por fim, as células foram avaliadas quanto a defeitos morfoldégicos esperméa-
ticos. Para isso, uma gota de cada amostra de sémen foi espalhada em uma la-
mina de vidro e seca. As amostras foram entdo coradas com o método pandptico
rapido. Cem células foram observadas em um microscopio (Nikon Eclipse E200,
Nikon, Toquio, Japdo) com aumento de 100X e contadas diferencialmente de
acordo com defeitos na cauda, cabeca e peca intermediaria ou, na auséncia de
defeitos, consideradas normais (BRUNER-TRAN et al. 2014). As analises estatis-
ticas foram realizadas no software GraphPad Prism 6 usando o teste T para com-
paracdo entre os grupos. Os valores foram apresentados como Média + SEM e
valores de P menores ou iguais a 0,05 foram considerados significativos.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A concentracdo espermatica esta representada na Figura 1A. O grupo trata-
do com D+Q obteve maior concentracdo de espermatozoides em relacdo ao gru-
po controle (P=0,01). Os niveis de testosterona do soro estdo representados na
figura 1B. O nivel de testosterona do grupo tratado com D+Q foi maior em relagéo
ao controle que recebeu placebo (P=0,04).

Sabemos que ha um declinio progressivo nos niveis de testosterona (HAR-
RIS et al. 2011), na motilidade, concentracdo e qualidade espermatica com o
avancar da idade (OLIVEIRA et al. 2014) e que uma diminuicdo nos niveis de tes-
tosterona estd associada a producdo deficiente de espermatozoides (SMITH;
WALKER, 2014), alterando assim a concentracdo espermética. Além disso, uma
deficiéncia nesses parametros pode prejudicar a funcédo do esperma e assim afe-
tar a infertilidade masculina (WHO 2010). No presente estudo os senoliticos D+Q
demostraram um papel benéfico e protetor sobre a diminuicdo dos niveis de tes-
tosterona e concentracdo espermatica. Esse efeito dos senoliticos é possivel que
ocorra, em parte, por conta do efeito antioxidante da quercetina (DAVID et al.
2016) sobre o estresse oxidativo nos testiculos. A quercetina por possuir potencial
antioxidante pode ter influenciado positivamente no grupo tratado. Vale salientar
gue os efeitos descritos da quercetina na qualidade do esperma dependem da
dose e da duracédo do tratamento (TAEPONGSORAT et al. 2008).
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As andlises da morfologia do sémen estdo representadas na Figura 2. A
porcentagem de espermatozoides normais foi 8% maior no grupo tratado com
D+Q em relacé&o ao grupo controle (P=0,01). Como mencionado anteriormente, a
morfologia normal dos espermatozoides diminui com o avango da idade e a mor-
fologia anormal do esperma (teratospermia) esta relacionada a mudanca na qua-
lidade do mesmo (HARRIS et al. 2011). O processo de espermatogénese depen-
de da producédo de testosterona, sem esse horménio uma das consequéncias é o
blogueio na conversdo de espermétides redondas em espermétides alongadas
devido a um defeito na adeséo celular (HOLDCRAFT et al. 2004). Assim a testos-
terona esta envolvida na espermiogénese e consequentemente influencia na mor-
fologia espermatica. Os niveis aumentados de testosterona do grupo tratado com
D+Q podem ter influenciado na maior porcentagem de espermatozoides com mor-
fologia normal, portanto.

Existe uma escassez de estudos avaliando os efeitos do D+Q sobre os pa-
rametros espermaticos, portanto faz-se necessario mais estudos que avaliem o0s
efeitos dos senoliticos sobre a funcgéo testicular, parametros espermaticos e tam-
bém sobre a fertilidade masculina.
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Figura 1. Andlise da concentracdo espermética (A) e niveis de testosterona (B) de camun-
dongos machos tratados com dasatinibe e quercetina (D+Q) ou placebo (grupo controle) ap6s um
periodo de 6 meses. Letras diferentes representa P<0,05.

Controle D+Q

mMormal
Cabeca
mintermediaria

u Cauda

Figura 2. Andlise morfolégica dos espermatozoides. Porcentagem de espermatozoides
normais, com defeitos de cabega, intermedidrios ou de cauda de camundongos machos tratados
com dasatinibe e quercetina (D+Q) ou placebo (grupo controle) apés um periodo de 6 meses.
*representa P<0,05.

4, CONCLUSOES

O tratamento com D+Q durante 6 meses em camundongos machos com
inicio aos 3 meses de idade melhorou a concentragdo e a morfologia espermatica
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bem como aumentou o0s niveis de testosterona no soro desses animais,
melhorando assim a morfologia espermética normal. Portanto, é importante que
mais estudos sejam realizados para entender melhor os efeitos dos senoliticos
sobre a funcéo testicular e capacidade reprodutiva de machos.
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