UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA

CAMPUS FLORIANOPOLIS
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS

Jennyfer Karen Knorst

Toxicidade tecidual hepatica em camundongos expostos cronicamente a

rosuvastatina da pré-puberdade a maturidade sexual

Floriandpolis
2023



Jennyfer Karen Knorst

Toxicidade tecidual hepatica em camundongos expostos cronicamente a rosuvastatina

da pré-puberdade a maturidade sexual

Trabalho de Concluséo de Curso submetido ao curso de
Ciéncias Biologicas da Universidade Federal de Santa
Catarina como requisito para a obtencdo do titulo de
Licenciada em Ciéncias Biologicas.

Orientador: Prof. Dr. Gabriel Adan Araujo Leite

Florianopolis
2023



Knorst, Jennyfer
Toxicidade tecidual hepatica em camundongos expostos
cronicamente & rosuvastatina da pré-puberdade 3 maturidade
sexual / Jennyfer Knorst ; orientador, Gabriel Leite, 2023.
55 p.

Trabalho de Conclusdo de Curso (graduacdo) - Universidade
Federal de Santa Catarina, Centro de Ciéncias Bioldgicas,
Graduac3do em Ciéncias Bioldgicas, Floriandpolis, 2023,

Inclui referéncias.

1. Ciéncias Bieldgicas. 2. Rosuvastatina. 3. Toxicidade
Hepdtica. 4. Camundongos. I. Leite, Gabriel. II. Universidade
Federal de Santa Catarina. Graduacdo em Ciéncias Bioldgicas.
III. Titulo.




Jennyfer Karen Knorst

Toxicidade tecidual hepatica em camundongos expostos cronicamente a rosuvastatina

da pré-puberdade a maturidade sexual

Este Trabalho de Conclusdo de Curso foi julgado adequado para obtencéo do titulo de Licenciada e

aprovado em sua forma final pelo Curso de Ciéncias Bioldgicas.

Floriandpolis, 05 de dezembro de 2023.

Prof. Dr. Gabriel Adan Araujo Leite

Orientador

Banca Examinadora

Profa. Dra. Virginia Meneghini Lazzari

Universidade Federal de Santa Catarina

Profa. Dra. Kieiv Resende Sousa de Moura

Universidade Federal de Santa Catarina

Florianopolis, 2023.



AGRADECIMENTOS

Dedico aqui a todos aqueles que estiveram comigo nessa longa e ardua jornada.
Primeiramente a minha mée, Daniela, que em todos esses anos foi minha maior incentivadora
e que ndo mediu nenhum esforgo para que eu chegasse até aqui.

Ao meu amado companheiro, Jhonatan, que foi muito compreensivo, que é meu
alicerce, meu apoio, minha alegria.

As minhas amigas Emilyn, Rafaela, Jane e Beatriz, que mesmo distante, foram meu
ombro amigo.

A minha melhor amiga Evelin, que conheci na graduac&o e que foi minha conselheira,
meu ponto de alegria numa caminhada tdo pedregosa e fria.

A minha melhor amiga de infancia, Michele, que me encorajou, que me ensinou a ter
paciéncia, que sempre esteve ao meu lado quando precisei e que me viu desabar e levantar
varias vezes, sempre ao meu lado.

Também a Alice e a Tainara, que me ensinaram tudo o que eu sei sobre a vida
laboratorial, tornando essa pesquisa possivel e mais agradavel, me encorajando quando tudo
parecia dar errado.

Ao professor e orientador Gabriel, que me ensinou, me apoiou, que estava disponivel
quando necessario, que foi firme e persistente, ndo deixando que eu desanimasse e que me deu
a chance de desfrutar da pesquisa.

A Universidade Federal de Santa Catarina, por me proporcionar um ensino superior
publico e de qualidade, por incentivar a pesquisa e a docéncia. A todos os professores que
compartilharam seus conhecimentos.

Aos colegas do Laboratdrio de Reproducdo e Toxicologia, pelo apoio e incentivo e
pelas palavras de conforto.

Obrigada a todos amigos e familiares. Sem vocés eu ndo teria chegado até aqui.
Obrigada pela paciéncia, pela forca, pelo incentivo, pelas risadas, por me ouvirem, por lutarem

essa batalha junto comigo.



RESUMO

Com a mudanca do estilo de vida associada aos maus habitos alimentares e a diminuicdo da
pratica de exercicios fisicos, tem-se observado alteracbes no perfil lipidico humano, que
incluem o aumento do colesterol total e do LDL-colesterol, bem como o aumento nas taxas de
obesidade na populacdo. Para tratar as alteracdes nos perfis lipidicos utiliza-se amplamente os
medicamentos da classe das estatinas, dos quais destaca-se a rosuvastatina por apresentar maior
melhora do perfil lipidico e poder ser utilizada desde a infancia. Entretanto, sdo escassas as
informacdes sobre a toxicidade hepética a longo prazo decorrente da exposicdo crbnica a
rosuvastatina desde a pré-puberdade até a vida adulta. Assim, buscou-se investigar os efeitos
hepéticos decorrentes da exposi¢do de camundongos Swiss a diferentes doses de rosuvastatina
desde a pré-puberdade. Para tanto, foram utilizados camundongos machos com 23 dias de idade,
que foram aleatoriamente distribuidos em trés grupos experimentais: controle (veiculo, solugao
salina 0,9%) e tratados com rosuvastatina nas doses de 1,5 ou 5,5 mg/Kg/dia. Os animais foram
tratados do dia pds-natal (DPN) 23 até o DPN 80, quando foram monitorados o ganho de massa
corporal e consumo de agua e racdo dos animais. Os camundongos foram eutanasiados no DPN
80, sendo aferida a massa corporal e coletados para a pesagem os Orgdos de importancia
toxicoldgica, tais como o figado, rins, encéfalo, coracdo, pulmao, baco e adrenais. Parte do lobo
esquerdo do figado foi destinado ao processamento histoldgico, seguido de coloracfes em
hematoxilina e eosina, Picrosirius e hematoxilina, e acido periodico-Schiff contracorado com
hematoxilina. Os cortes foram avaliados quanto a presenca de alteracdes histopatoldgicas e
morfométricas nos diferentes compartimentos do 6rgdo. Houve reducdo temporaria de ganho
de massa corporal nos grupos expostos a estatina, bem como reducdo do consumo hidrico e
alimentar durante o tratamento. Ainda, foram constatadas alteracdes histopatoldgicas nos
grupos tratados, tais como: dilatacdo sinusoidal, presenca de infiltrados inflamatdrios,
hipertrofia de hepatdcitos, indicativos de morte celular nos hepatdcitos e aumento da presenca
de hepatdcitos binucleados. Houve, ainda, aumento da area nuclear dos hepatocitos. Em suma,
a exposicdo de camundongos machos & rosuvastatina, em diferentes doses, desde a pre-
puberdade até a maturidade sexual promoveu reducdo temporaria do ganho de massa corporal
e do consumo hidrico e alimentar, alem de ter gerado toxicidade hepatica, evidenciada pelas

diversas alteracOes histologicas e morfométricas do tecido hepatico.

Palavras-chave: estatina; roedor; toxicidade; figado.



ABSTRACT

With the lifestyle change associated with poor eating habits and the reduction in physical
exercise, changes in the human lipid profile have been observed, which include an increase in
total cholesterol and LDL-cholesterol, as well as an increase in levels of obesity in the
population. To treat changes in lipid profiles, drugs from the statin class are widely used, of
which rosuvastatin stands out as it shows greater improvement in the lipid profile and can be
used since childhood. However, there is little information on long-term liver toxicity resulting
from chronic exposure to rosuvastatin from pre-puberty to adulthood. Therefore, we
investigated the hepatic effects resulting from the exposure of Swiss mice to different doses of
rosuvastatin since pre-puberty. For this purpose, 23-day-old male mice were used, which were
randomly distributed into three experimental groups: control (vehicle, 0.9% saline solution) and
treated with rosuvastatin at the doses of 1.5 or 5.5 mg/kg. /day. The animals were treated from
postnatal day (PND) 23 until PND 80 when the animals' body mass gain and water and food
consumption were monitored. The mice were euthanized on PND 80 when body mass was
measured and organs of toxicological importance, such as the liver, kidneys, brain, heart, lung,
spleen, and adrenal glands, were collected and weighed. Part of the left lobe of the liver was
destined for histological processing, followed by staining with hematoxylin and eosin,
Picrosirius and hematoxylin, and periodic acid-Schiff counterstained with hematoxylin. The
sections were evaluated for the presence of histopathological and morphometric changes in the
different compartments of the organ. There was a temporary reduction in body mass gain in the
groups exposed to statins, as well as a reduction in water and food consumption during part of
treatment. Furthermore, several histopathological changes were found in the treated groups, as
follows: sinusoidal dilation, the presence of inflammatory infiltrates, hepatocyte hypertrophy,
indicative of cell death in hepatocytes, and an increase in the presence of binucleated
hepatocytes. There was also an increase in the nuclear area of hepatocytes. In summary, the
exposure of male mice to rosuvastatin, at different doses, from pre-puberty to sexual maturity
promoted a temporary reduction in body mass gain and water and food consumption, in addition
to generating liver toxicity, evidenced by several changes in histological and morphometric

measurements of liver tissue.

Keywords: statin; rodent; toxicity; liver.
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1. INTRODUCAO

1.1.SEDENTARISMO, HABITOS DE VIDA E DOENCAS NA ATUALIDADE

Atualmente, observa-se na sociedade uma serie de conveniéncias, tais como escadas
rolantes, elevadores, home office e entregas por aplicativo, porém, associados a esses
beneficios, surgiram o sedentarismo e habitos alimentares inadequados (PANDEY; CHAWLA,;
GUCHHAIT, 2015; PURCINO; LUCIA; MORAES, 2016; SSEWANYANA et al., 2018).
Houve, ainda, uma mudanca nos padrdes alimentares e na pratica de exercicios fisicos, com
dietas empobrecidas em nutrientes e ricas em gorduras, especialmente provenientes de fast-
foods, enquanto os automoéveis se tornaram a escolha predominante para a locomogdo da
populacdo (PURCINO; LUCIA; MORAES, 2016).

Esses maus habitos e o sedentarismo resultaram no aumento significativo nos indices
de obesidade, acarretando consigo diversas comorbidades, tais como diabetes mellitus tipo 2,
hipertensdo arterial, acimulo de gordura no figado, doencas cardiovasculares e dislipidemias
(MAGALHAES, 2022; RESNICOW et al., 1991). No Brasil, esses distdrbios ndo afetam
apenas adultos, mas também impactam criancas e adolescentes, passando de 9% em 2022, para
17,1% em 2023, um aumento de 90% no indice de obesidade entre jovens, conforme dados do
Ministério da Satde (AGENCIA BRASIL, 2023). A hipertensdo e a resisténcia a insulina
tornam-se cada vez mais prevalentes nessa faixa etaria devido a obesidade pediatrica, resultado
de dietas inadequadas e mudancas no estilo de vida (VIJAYAKANTHI et al., 2021).

Estudos diversos evidenciam que o sedentarismo e a obesidade sdo os principais
contribuintes para alteragdes no perfil lipidico sérico, manifestando-se no aumento das
concentracOes séricas de LDL-colesterol, VLDL-colesterol e colesterol total, além da redugdo
do HDL-colesterol (BLASCO; ASCASO, 2019; GONZALEZ JIMENEZ; ALVAREZ FERRE,
2011; MATIA MARTIN; LECUMBERRI PASCUAL; CALLE PASCUAL, 2007; NISSEN et
al., 2006; POIRIER; DESPRES, 2003).

As doengas hepaticas podem evoluir desde esteatose simples até esteato-hepatite,
fibrose avancada e cirrose. Mais de 60% dos pacientes com dislipidemias apresentam esteatose
hepética, enquanto mais de 70% dos individuos com esteato-hepatite apresentam dislipidemias
(KHAN et al., 2019).
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A deteccdo precoce de doengas hipercolesterolémicas possibilita a implementacéo de
intervencgdes, como a ado¢do de uma dieta adequada, a pratica regular de atividade fisica e o
uso de medicamentos apropriados, resultando em uma significativa reducdo nos niveis de
colesterol e na probabilidade de desenvolver outras condicGes relacionadas a essa comorbidade
(GRUNDY, 2000).

1.2.ESTATINAS

As estatinas representam o grupo medicamentoso mais amplamente empregado no
tratamento de comorbidades como as dislipidemias (BLASCO; ASCASO, 2019). Estes agentes,
como moduladores de lipidios, desempenham um papel crucial na reducdo da carga de
lipoproteinas aterogénicas no soro, tais como na diminuicdo das lipoproteinas de baixa
densidade (LDL-colesterol), simultaneamente reduzindo os niveis de triglicerideos e elevando
0s niveis séricos de lipoproteinas de alta densidade (HDL-colesterol), exercendo, assim, Varios
efeitos pleiotropicos nos vasos sanguineos (SPRENGER; SEPPI; POEWE, 2012).

Atuando primariamente no figado, as estatinas alcancam o tecido hepatico por meio
da circulagdo, onde passam por biotransformacéo antes de serem excretadas na forma de bile
(FONSECA et al., 2005). Estas substancias atuam como inibidores da enzima 3-hidroxi-3-
metilglutaril coenzima A (HMG-CoA) redutase, reduzindo a sintese do colesterol (CORSINI
et al., 1999). O alvo primario das estatinas sdo 0s hepatdcitos, visando inibir a enzima HMG-
CoA redutase por meio de ligacdo competitiva a essa enzima. Isso resulta na reducdo da
conversdo de HMG-CoA em &cido mevaldnico, um precursor do colesterol (CORSINI et al.,
1999), e na inibicdo ndo competitiva com o co-substrato de NADPH (SPRENGER; SEPPI,
POEWE, 2012).

O sitio ativo da HMG-CoA redutase é a regido da enzima onde ocorre a ligagdo com
o0 substrato (HMG-CoA) e onde ocorrem as reacdes quimicas. As estatinas sdo moléculas que
se assemelham estruturalmente ao HMG-CoA e competem com esse substrato pelo acesso ao
sitio ativo da enzima. A semelhanca estrutural permite que as estatinas se encaixem no sitio
ativo da HMG-CoA redutase, inibindo sua atividade, impedindo que a HMG-CoA redutase se
torne funcional (CORSINI et al., 1999; LOURE-VALE, MARTINEZ, 2002). Na Figura 1 é

possivel observar os mecanismos de agdo da estatina.
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Figura 1 — Mecanismos de agdo da estatina.
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Fonte: Adaptado de Loure-vale; Martinez (2002).

Algumas estatinas, como lovastatina, pravastatina e sinvastatina, sdo derivadas de
fermentacdo fangica (STANCU; SIMA, 2001). Outras, como fluvastatina, atorvastatina e
rosuvastatina, sdo de origem sintética e sdo administradas como compostos ativos (na forma
acida). Por outro lado, lovastatina e sinvastatina sdo administradas como formas inativas
(lactona) e, no figado, passam por hidrélise enzimatica para se converterem em formas ativas
(STANCU; SIMA, 2001).

As estatinas hidrofilicas, como pravastatina e rosuvastatina, dependem de uma
captacdo hepatica mediada por transportadores. Em contraste, as estatinas lipofilicas, como
atorvastatina, lovastatina, fluvastatina, pitavastatina, sinvastatina e cerivastatina, difundem-se
passivamente pela membrana celular, resultando em uma menor hepatosseletividade. Essas
estatinas lipofilicas tém a capacidade de se difundir para outros tecidos além do figado (WARD;
WATTS; ECKEL, 2019). Na Tabela 1 é possivel observar as caracteristicas das diferentes

estatinas disponiveis no mercado.
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Tabela 1 — Caracteristicas principais das estatinas.

Medicamento Derivado Solubilidade | Formulirio Administrado Metabolismo Excrecdo
Atorvastatina Sintético Lipofilico Hidroxidcido ativo CYP3A4 Hepatico
Cerivastatina * Sintético Lipofilico Hidroxidcido ativo Vdérios CYP3A4 Hepatico
Fluvastatina Sintético Lipofilico Hidroxidcido ativo CYP2C9 Hepatico
Lovastatina Fungico Lipofilico Lactona inativa CYP3A4 Hepatico
. . . : Nao-CYP450 .
Pitavastatina Sintético Lipofilico Hidroxidcido ativo _ Hepatico
CYP2C9/19-Limitado
Pravastatina Fungico Hidrofilico Hidroxidcido ativo NEo-CYP450 Hepatico e Renal
) . . ) i, ) N3o-CYP450 .
Rosuwvastatina Sintético Hidrofilico Hidroxiacido ativo o Hepatico e Renal
CYP2C9/2-Limitado
Sinvastatina Flngico Lipofilico Lactona inativa CYP3A4 Hepatico

CYP=citocromo
* retirada do mercado

Fonte: Traduzido de Ward; Watts; Eckel (2019).

Os efeitos esperados da inibicdo da formacao de colesterol pelos hepatdcitos incluem
a reducdo da reserva intracelular de colesterol, desencadeando medidas homeostéaticas. Entre
elas, destaca-se o estimulo a sintese de mais receptores e 0 aumento da atividade do receptor de
LDL-colesterol na membrana celular. Essa resposta resulta na remoc¢do do colesterol da
corrente sanguinea e na internalizacao do contetdo de colesterol pelos hepatdcitos. Além disso,
espera-se uma diminuicdo na producdo e um aumento na depuracdo hepatica de VLDL-
colesterol (LOURE-VALE, MARTINEZ, 2002).

A interacdo medicamentosa entre estatinas e outros farmacos € reconhecida, e 0 uso
excessivo pode levar a rabdomidlise devido a elevada concentracdo desses medicamentos nos
musculos (ERIKSSON; ANGELIN; SJOBERG, 2005). Por exemplo, a administragdo
concomitante de estatinas com antifingico azélico pode promover o desenvolvimento de
miopatias, disfuncdo hepatica, insuficiéncia renal e hipotiroidismo (MARON; FAZIO;
LINTON, 2000).

Mais de 72% de todos os eventos adversos relacionados as estatinas estdo associados
a problemas musculares, como mialgias, miopatias e miosite, com elevacdo da creatinina
quinase (CK). Além disso, foram relatados outros efeitos, como tendinopatias, distirbios nos
tendGes e artralgias (WARD; WATTS; ECKEL, 2019).

Ha sugestdes de que os efeitos colaterais da terapia com estatinas podem estar
relacionados ao desenvolvimento de diabetes mellitus tipo 2, doencas neuroldgicas e
neurocognitivas, hepatotoxicidade, toxicidade renal, entre outros (WARD; WATTS; ECKEL,
2019). Acredita-se que a toxicidade esteja ligada a inibicdo da HMG-CoA redutase e a efeitos
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celulares e subcelulares diretos ou combinados. No entanto, outros fatores possiveis, como
genética, efeitos metabdlicos e imunoldgicos, a dose, idade, sexo e comorbidades do paciente,
podem estar envolvidos na determinacdo do grau de toxicidade (WARD; WATTS; ECKEL,
2019).

1.3. ROSUVASTATINA

A rosuvastatina, uma estatina sintética, exerce sua agdo diretamente no figado,
inibindo a HMG-CoA redutase com seu substrato, por meio do grupo funcional do &cido
heptandico, sendo posteriormente excretada pelos rins (ISTVAN, 2002). Sua alta seletividade
aos hepatocitos é atribuida a um grupo fenil fluorado e um grupo polar metilsufonamida (LONG
etal., 2011). Por ser uma molécula hidrofilica, ndo requer conversdo metabdlica para se tornar
solivel em &gua, reduzindo interagdes medicamentosas (LONG et al., 2011). Devido a sua
baixa lipofilicidade, maior seletividade hepética, baixa interatividade com o citocromo P450
hepéatico (CYP) e metabolismo minimo, a rosuvastatina demonstra eficacia e ampla utilizacéo
(KHAN et al., 2019).

Disponivel em diferentes doses no mercado, a rosuvastatina (5 mg, 10 mg, 20 mg e 40
mg) atinge sua maxima concentracdao plasmatica entre 3 e 5 horas apds a ingestdo, com uma
meia-vida de aproximadamente 19 horas. A eliminacdo ocorre principalmente por excrecdo
biliar (dois tercos) e renal (o restante), com apenas 10% da dose metabolizada (WHITE, 2002;
RUBBA; MAROTTA,; GENTILE, 2009).

Comparada a outras estatinas, a rosuvastatina destaca-se por sua eficacia na melhora
dos perfis lipidicos, devido a a¢des antioxidantes, anti-inflamatdrias e antitrombéticas. Sua
administracdo é considerada segura a partir dos 6 anos de idade (CORTESE et al., 2016). Com
quatro vezes mais afinidade pelo sitio ativo da enzima do que a HMG-CoA, a rosuvastatina, em
doses iniciais no tratamento continuo de adultos, reduz os perfis de LDL-colesterol em até 82%,
superando outras estatinas como atorvastatina e sinvastatina (WHITE, 2002).

Estudos clinicos indicam que a rosuvastatina reduz em até 53% o LDL-colesterol e a
aterosclerose coronariana (NISSEN et al., 2006). Comparada com outras estatinas como
atorvastatina, pravastatina e sinvastatina, apresenta até 63% mais eficacia na reducdo do LDL-

colesterol plasmatico quando administrada em doses diarias de 5 a 40 mg, diminuindo também
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os niveis de triglicerideos, lipoproteinas aterogénicas, e proporcionando um perfil lipidico mais
favoravel (RUBBA; MAROTTA; GENTILE, 2009; SPRENGER; SEPPI; POEWE, 2012).

Entretanto, seu uso prolongado suscita preocupagdes. A rosuvastatina, devido a
hidrofilicidade, pode causar efeitos extra-hepaticos, incluindo toxicidade muscular (NISSEN et
al., 2006). O risco de desenvolvimento de diabetes mellitus tipo 2, aumento dos niveis de
hemoglobina glicada em idosos quando coadministrada com outros farmacos (KOSTAPANOS;
MILIONIS; ELISAF, 2010) e a ocorréncia de miopatias também sdo associados ao uso
prolongado deste medicamento (NISSEN et al., 2006; SPRENGER; SEPPI; POEWE, 2012;
WARD; WATTS; ECKEL, 2019).

Estudos apontam que 28% dos pacientes em tratamento com 20 mg/dia de
rosuvastatina desenvolveram diabetes mellitus tipo 2, evidenciando uma correlacdo, apesar da
reducdo relativa nos niveis de LDL-colesterol. Além disso, houve uma maior incidéncia de
depressédo nestes pacientes (WARD; WATTS; ECKEL, 2019).

A coadministracdo de rosuvastatina com medicamentos que aumentam sua
concentracdo sanguinea pode causar efeitos deletérios nos rins (KOSTAPANOS; MILIONIS;
ELISAF, 2010). Alguns efeitos de medicamentos coadministrados com a rosuvastatina in vitro
e in vivo, indicaram que a rosuvastatina nao tem interacdo clinicamente significativa com o
citocromo P450 (KOSTAPANOS; MILIONIS; ELISAF, 2010). A rosuvastatina € um substrato
para determinadas proteinas transportadoras, bem como para o transportador de captacdo
OATP1BL1 e o transportador de efluxo BCRP do figado, entretanto, a administracdo simultanea
de rosuvastatina calcica com medicamentos que sdo inibidores dessas proteinas resultam numa
maior concentracao plasmatica de rosuvastatina, que, por consequéncia, acarreta um maior risco
de miopatia (ORAL, 1999).

Diferentemente de outras estatinas, a rosuvastatina ndo apresenta interacao
medicamentosa com antifungicos, tornando-se segura para coadministracdo (SPRENGER,;
SEPPI; POEWE, 2012). No entanto, sdo escassos 0s estudos sobre os efeitos da rosuvastatina
na estrutura e funcdo hepética, bem como sua eficacia e toxicidade, o que motiva o presente
estudo em camundongos, buscando avaliar possiveis danos hepaticos causados pela

administracdo cronica desde a pré-puberdade.
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1.4. FIGADO: ESTRUTURA, DESENVOLVIMENTO E FUNCAO

O figado desempenha um papel fundamental em diversos processos fisiologicos,
abrangendo o metabolismo de macronutrientes, suporte ao sistema imunologico, regulacdo do
volume sanguineo, homeostase lipidica e de colesterol, controle das vias de sinalizagdo do
crescimento, degradacdo dos xenobidticos, armazenamento de glicose, metabolizacdo de
proteinas e aminoacidos, além de ser o maior responsavel por secretar proteinas no sangue,
oxidar lipidios, empacotar e secretar 0 excesso dessas moléculas, para que sejam armazenadas
em outros tecidos, como o tecido adiposo (TREFTS; GANNON; WASSERMAN, 2017;
ELIAS, 1954).

Composto por diferentes tipos celulares, incluindo hepatocitos, colangiocitos, células de
Kupffer, células estreladas e células endoteliais sinusoidais, o figado exibe uma complexa
organizacdo. Os hepatdcitos sdo responsaveis por diversas funcdes hepéticas e apresentam
expressdo génica e atividade metabolica distintas em cada zona do 6rgdo (HAO, 2020;
TREFTS; GANNON; WASSERMAN, 2017).

Os colangidcitos sdo as células que revestem o Iimen dos ductos biliares, e as células
estreladas armazenam vitamina A quando estdo em estado quiescente e organizam e depositam
coldgeno no figado quando o Orgdo apresenta-se lesionado (TREFTS; GANNON;
WASSERMAN, 2017). As células de Kupffer sdo macréfagos residentes no figado e
desempenham papéis pro- e anti-inflamatdrios na cicatrizacdo de feridas hepéaticas (HAO,2020;
TREFTS; GANNON; WASSERMAN, 2017)

Por fim, as células endoteliais sinusoidais formam placas crivadas e fenestradas para
revestir o lumen sinusoidal, criando poros que variam de 50 a 180 nm em humanos ou de 50 a
280 nm em camundongos e ratos. Esta organizacao celular é a responsavel por permitir a troca
de proteinas e de outras moléculas (TREFTS; GANNON; WASSERMAN, 2017).

Em humanos, o desenvolvimento pré-natal hepatico se da por um programa complexo
de diferenciacéo celular que é iniciado por gradientes de sinais exogenos, sinais de localizacdo
celular e vérios fatores de transcricdo (HAO, 2020). As células precursoras do parénquima
hepético, os hepatoblastos, surgem do intestino anterior a partir do endoderma definitivo, e vao
originar os hepatocitos e colangidcitos. Os fatores de crescimento de fibroblastos (FGF) e as
proteinas morfogénicas dsseas (BMP) que derivam do mesoderma cardiogénico e do septo
transverso sdo 0s primeiros sinais para o desenvolvimento do broto hepéatico (TREFTS;
GANNON; WASSERMAN, 2017).
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Apos a formacgdo do broto hepético, dé-se origem as células progenitoras bipotenciais
conhecidas como hepatoblastos que se diferenciam ainda mais nas células do parénquima
hepatico: os hepatocitos e os colangiocitos (TREFTS; GANNON; WASSERMAN, 2017,
HAO, 2020).

Em camundongos, por volta do dia embrionario 8, a parede ventral do endoderma do
intestino anterior comeca o desenvolvimento em direcdo a formac&o do tecido hepatico, onde
ha liberacdo de FGF pelo mesoderma cardiogénico adjacente e de BMP advindas do
mesénguima do septo transverso (DUNCAN, 2003).

Apos o dia embrionério 9, as células do endoderma do intestino anterior iniciam a
proliferacdo e diferenciacdo em hepatoblastos, gerando a formacéo do broto hepéatico (ZHAO;
DUNCAN, 2005). Logo apds a formacédo do broto hepético e a migracdo dos hepatoblastos do
intestino anterior para formar corddes em direcdo ao septo transverso, as células hepaticas
passam por uma segunda diferenciacdo celular, formando um conjunto celular hepatico
complexo, composto em sua maioria por hepatocitos e colangidcitos (ZHAO; DUNCAN, 2005;
DUNCAN, 2003).

Em camundongos adultos, os vasos sanguineos do figado consistem em ramos de artéria
hepatica e veias portais, enquanto os vasos eferentes sdo constituidos pelas veias
centrolobulares, estando conectadas por capilares conhecidos como sinusoides. Nesses
sinusoides podemos encontrar células fagociticas como as células de Kupffer, e células
endoteliais fenestradas que sdo altamente especializadas e facilitam o transporte seletivo entre
0 sangue e o0 hepatdcito. Assim como em humanos, o figado do roedor expressa fatores de
transcricdo, como FoxA e GATA, além de expressar o gene de albumina (ZHAO; DUNCAN,
2005)

Ja no fim da gestacdo (34-37 semanas em humanos e 18-21 dias em camundongos e
ratos), o figado passa por mudancas metabdlicas, onde para de consumir a glicose e comeca a
produzir e armazena-la, devido a uma diminuicdo da expressao da enzima glicolitica glicose-6-
fosfato desidrogenase (G6PD), acompanhado do aumento das enzimas necessarias para 0s
processos gliconeogénicos e glicogénicos, que serdo fundamentais para 0 metabolismo hepatico
na vida pos-natal. No periodo perinatal, varios fatores de transcrigdo sdo expressos, tais como
CREB, FOXO, PPAR e HNF, os quais regulam a expressdo de enzimas essenciais e a
diferenciacdo funcional do armazenamento de glicogénio e a gliconeogénese. (TREFTS;
GANNON; WASSERMAN, 2017).

O figado também é responsavel pela sintese, captacdo, empacotamento e secre¢cdo dos

lipidios e de lipoproteinas. A sintese e a secre¢éo biliar permitem que o figado absorva lipidios
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durante a digestdo, formando quilomicrons que depois serdo direcionados para o sistema
linfatico e para a corrente sanguinea. Entdo, a partir destes quilomicrons, &cidos graxos sao
extraidos pela lipoproteina lipase, que sdo transportados até os hepatocitos por proteinas
transportadoras, por exemplo, proteinas de transporte de acidos gordos 2, 4 e 5 e CD36
(NAKAGAKI et al., 2018; TREFTS; GANNON; WASSERMAN, 2017).

O armazenamento de &cido graxo serve para fonte de energia interna e para outros
Orgdos, a partir de produtos cetogénicos. Durante a alimentacdo, o figado também fornece
substratos lipidicos ao organismo, e transforma acidos graxos e glicerol em triglicerideos, que
através do empacotamento em particulas de lipoproteinas de densidade muito baixa, sdo
liberadas para circulacdo sanguinea, e chegam aos outros 6rgaos e tecidos para serem utilizados
como fonte de energia. Qualquer falha no sistema de captacdo de lipidios, pode ocasionar
deficiéncia de vitaminas em érgdos especificos ou em todo o corpo (NAKAGAKI et al., 2018;
TREFTS; GANNON; WASSERMAN, 2017; HAO, 2020).

Ainda, é fundamental a manutencao da homeostase do colesterol, molécula que mantem
a fluidez da membrana, onde o excesso dessa molécula pode resultar numa dindmica
inadequada da membrana e estimular processos patolégicos que contribuem para aterosclerose
e doencas cardiovasculares (NAKAGAKI et al., 2018; TREFTS; GANNON; WASSERMAN,
2017). O figado é um drgdo critico para a sintese e quebra de proteinas, sendo a albumina a
mais abundante e que contribui para 55% do total de proteinas plasmaticas (TREFTS;
GANNON; WASSERMAN, 2017).

Ademais, a albumina € essencial para manutencdo do volume sanguineo e do transporte
de outras moléculas, como os lipidios e os horménios. Além de secretar proteinas, o figado
secreta fatores de crescimento, peptideos e metaboliza aminoacidos para fornecer energia aos
hepatdcitos (TREFTS; GANNON; WASSERMAN, 2017; HAO, 2020).

A compreensao da fisiologia hepatica é crucial, considerando as implicacdes graves que
as doencas hepéticas podem ter na saude, incluindo morbidades e mortalidade (TREFTS;
GANNON; WASSERMAN, 2017). Assim, os camundongos Swiss foram usados nessa
pesquisa devido as suas semelhancas genéticas e fisiologicas com seres humanos, sendo
considerados organismos-modelo que possibilitaram a investigagdo de toxicidade tecidual

hepatica apos exposicao a rosuvastatina desde a pré-puberdade até a maturidade sexual.
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2. JUSTIFICATIVA

Considerando que a rosuvastatina € amplamente utilizada para o tratamento das
dislipidemias e para a prevencdo de doencas cardiovasculares em humanos, e que o figado é
um dos principais 6rgdos-alvo para a metabolizagdo das estatinas, este estudo buscou investigar
a possivel toxicidade hepatica em camundongos expostos cronicamente a rosuvastatina da pré-
puberdade a maturidade sexual, a fim de indicar uma possivel toxicidade sistémica ocasionada

pelas exposi¢des de longo prazo.
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3. HIPOTESE

A exposicdo crénica de camundongos machos a rosuvastatina, iniciada na pré-
puberdade, resultard em toxicidade hepatica, manifestada por danos teciduais e alteragdes

morfométricas significativas no figado, sobretudo em doses mais elevadas do medicamento.
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4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Investigar os efeitos hepéticos decorrentes da exposicdo de camundongos
machos a diferentes doses de rosuvastatina desde a pré-puberdade até a maturidade

sexual.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar o estado de satde geral dos camundongos através do consumo de agua e
de racdo, e do ganho de massa corporal.
e Analisar o efeito da exposi¢cdo de camundongos a rosuvastatina sobre a massa dos 6rgédos

vitais.

e Investigar os possiveis danos teciduais hepaticos em camundongos tratados com
rosuvastatina.
e Auvaliar os efeitos do tratamento com rosuvastatina na morfometria hepatica de

camundongos machos.
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5. MATERIAIS E METODOS

5.1 OBTENCAO DE CAMUNDONGAS PRENHES E DAS NINHADAS

Este estudo utilizou camundongos adultos da linhagem Swiss, sendo 8 machos com 80
dias de idade e peso aproximado de 40 g, além de 15 fémeas adultas com 70 dias de idade e
peso aproximado de 30 g. Os animais foram obtidos do Biotério Central da Universidade
Federal de Santa Catarina, no Campus de Florianopolis.

Os camundongos foram mantidos em um ambiente controlado, com ciclo de luz de 12
horas de claro e 12 horas de escuro, e temperatura constante de 23°C. Eles foram alojados em
gaiolas de polietileno, contendo maravalha autoclavada como substrato, no Biotério
Experimental de Mamiferos e Roedores do CCB/UFSC (sala 110C). Todos 0s animais tiveram
acesso a agua filtrada e racdo para roedores ad libitum, e as condigdes de saude foram
monitoradas regularmente para detectar sinais de desconforto, tais como perda de apetite, perda
de pelos, piloerecdo e diarreia.

Para obter os animais a serem tratados, as fémeas nuliparas em fase de proestro,
identificadas por andlises de lavado vaginal (CALIGIONI, 2009), foram acasaladas com
machos durante a fase escura do ciclo claro-escuro. O dia zero de prenhez (DGO) foi
determinado pela presenca de plug vaginal na manha seguinte ou por lavagem vaginal seguida
pela confirmacdo da presenca de espermatozoides no lavado de fémeas em estro. As fémeas
prenhes e lactantes foram mantidas em gaiolas individuais.

Ap06s 0 nascimento da prole, o nimero de filhotes foi reduzido para oito, com a presenca
de 4 machos e 4 fémeas. Neste estudo, foram utilizados apenas os filhotes do sexo masculino,

enguanto os filhotes do sexo feminino foram destinados a outro estudo.

5.2. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

No dia pds-natal (DPN) 21, realizou-se o desmame e a distribui¢cdo randémica dos

filhotes nos diferentes grupos experimentais. Os filhotes do sexo masculino foram alocados em
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trés grupos experimentais (n=10/grupo), com um ou dois filhotes de cada ninhada por grupo
experimental. Estes receberam veiculo (solugdo salina a 0,9%), 1,5 mg/kg/dia ou 5,5 mg/kg/dia
de rosuvastatina diluida em veiculo, administrada por via oral através do método de gavagem,
do DPN 23 até a maturidade sexual, no DPN 80 (Figura 2). As doses de tratamento foram
determinadas considerando a converséo de doses entre seres humanos e camundongos, levando
em consideracdo a area da superficie corporal das espécies em questio (REAGAN-SHAW;
NIHAL; AHMAD, 2008), e as dosagens de rosuvastatina disponiveis no mercado.

O experimento esta em conformidade com os Principios Eticos na Experimentacao
Animal adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA) e foi aprovado
pela Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal de Santa Catarina,
sob o numero de protocolo 1688170919.

Figura 2 — Delineamento experimental.

Massa corporal
Massa de orgdos vitais
Coleta do figado
Processamento
histologico
Avaliacio histologica
Andlise morfométrica

o0 A

g : ——

DPM D DFM 21 DPFN 23 DPM &0

.". . . h? ."- -\.
Grupos experimentais:| | Acompanhamento do |
ganho de massa

Controle
1,5mg corporal & do consumo
de dgua e racio
s

5,5 mg

Fonte: Elaborada pela autora (2023).

5.3. GANHO DE MASSA CORPORAL E CONSUMO DE AGUA E RACAO

Os camundongos foram pesados em dias alternados durante todo o experimento para

acompanhamento do ganho de massa corporal. Além disso, foram registrados a cada trés dias
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0 consumo de &gua e ragdo desde o inicio dos tratamentos até imediatamente antes da eutanésia
dos animais (SILVA et al., 2020). A partir desses dados, foram obtidos o consumo médio diério

de agua e racdo pelos animais, bem como o ganho de massa corporal médio dos camundongos.

5.4.EUTANASIA, COLETA E PESAGEM DOS ORGAOS

No DPN 80, os roedores machos foram inicialmente pesados e posteriormente
submetidos a eutandsia por inalacdo de isoflurano, seguida de deslocamento cervical. Foi
realizada a coleta e pesagem do figado, de ambos os rins, coragdo, pulméo, encéfalo, baco e
adrenal, sendo o figado o 6rgdo de maior interesse para este estudo. Os demais 6rgaos foram
descartados apds a pesagem. Os procedimentos estdo em conformidade com o método descrito
por Leite et al. (2018).

5.5. ANALISES HISTOPATOLOGICAS E MORFOMETRICAS

No DNP 80, apds a coleta, um fragmento do lobo esquerdo do figado foi fixado na
solugdo modificada de Davidson por 24 horas (LATENDRESSE et al, 2002), que
posteriormente foi processado histologicamente para inclusdo em parafina. Os cortes foram
realizados no microtomo LEICA RM2255, de forma néo-seriada, com uma distancia de 50 pm
entre eles, visando obter trés seccdes de diferentes regides de cada 6rgdo. Ainda, os cortes de
figado foram seccionados com uma espessura de 4 um, sendo corados com hematoxilina e
eosina (HE) para avaliacdo histopatoldgica geral em microscopia de luz.

Além disso, cortes adicionais foram obtidos e corados com Picrosirius e contracorados
com hematoxilina para avaliacdo qualitativa do conteudo de coldgeno no tecido hepético
(LATTOUF et al., 2014), e com Acido periodico-Schiff e hematoxilina para analise qualitativa
do conteudo de polissacarideos neutros, como é o caso do glicogénio hepatico, conforme
protocolo de Fu e Campbell-Thompson (2017).

As analises histopatoldgicas e morfométricas foram realizadas em ensaio cego. No figado

foi avaliado o aspecto geral dos hepatdcitos, dos capilares sinusoides, das artérias e veias
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hepéticas, ductos biliares e células de Kupffer (WALLIG et al, 2018). Ainda, foram analisados
0S seguintes endpoints: presenca de necrose; esteatose (lipidose microvesicular ou
macrovesicular); acidofilia citoplasmatica ou retracdo nuclear dos hepatdcitos, que sao
indicativos de morte celular; presenca de infiltrado inflamatorio; atrofia ou hipertrofia de
células hepaticas; dilatacdo vascular; e depdsito de pigmentos como a lipofuscina (CATTLEY,
CULLEN, 2018). Todas essas alteracdes sdo caracteristicas da presenca de toxicidade hepética
(WALLIG et al., 2018).

As fotomicrografias foram obtidas no microscopio Olympus BX 41 acoplado com
camera especifica. Para as analises de estereologia do tecido hepéatico e de mensuracdo das areas
nos hepatdcitos, foram utilizadas as fotomicrografias obtidas, que foram analisadas utilizando
0 programa ImageJ.

As analises morfométricas foram realizadas nos hepatocitos, a fim de mensurar a area
nuclear, area total celular e a &rea citoplasmatica dessas células. Adicionalmente, foram
realizadas analises estereoldgicas a partir das fotomicrografias obtidas de cortes corados com
Picrosirius e hematoxilina (18 fotomicrografias por animal, sendo 9 de areas centrais e 9 de
areas periféricas dos I6bulos hepaticos) e Acido periddico-Schiff (9 fotomicrografias por animal
de éreas periféricas de l6bulos hepaticos) para mensuracdo da porcentagem ocupada pelos
diferentes componentes teciduais, como os hepatdcitos, capilares sinusoides, veia centrolobular
(quando presente), células de Kupffer, abundancia de glicogénio citoplasmatico, contetdo de

fibras de colageno e demais componentes do tecido hepatico.

5.6.ANALISES ESTATISTICAS

Os dados foram testados para normalidade e homoscedasticidade pelo teste de
Shapiro-Wilk. Em seguida, os dados que apresentaram avaliagdo continua ao longo do
experimento, tais como o consumo de &gua e racdo e o ganho de massa corporal, foram
analisados pelo teste Two-way ANOVA complementados com o teste post-hoc de Tukey. Os
demais parametros foram analisados através dos testes One-way ANOVA ou Kruskal-Wallis,
seguidos pelos testes post-hoc de Tukey ou Dunn, respectivamente, dependendo da natureza da

distribui¢ao dos dados. As diferengas foram consideradas significativas quando p < 0,05.
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6. RESULTADOS

A Tabela 2 sintetiza os resultados obtidos ao final do experimento apds o tratamento dos
camundongos com rosuvastatina desde a pré-puberdade.

Tabela 2 - Sintese dos resultados obtidos apds exposicao a
rosuvastatina, em comparagao ao grupo controle.

Parametras | Diferenca entre os grupos

Tratamendao do dia DPN 23 até DPN 80

Massa do figado =

Massa dos demais orgdos =

Ganho de massa corporal + 1,5 mg/Ke e 5,5mg/Kg
Consuma de dgua + 1,5mg/kg e 5,5mg/Ke
Consumo de ragdo + 15mg/kg e 5,5mg/Kg
Histopatologia hepatica
Dilatacdo dos capilares sinusdides +  15mgfke TT 5,5mg/Kg
Indicativo de morte celular f 1,5 mg/Kg ff 5,5me/Kg
Hipertrofia dos hepatdcitos +  15mgfke 44 5,5mg/Kg
Hepatocitos binucleados 4 15me/ke 44 5,5mg/Kg
Infiltrados inflamatérios 1‘ 1,5 mg/Kg TT 5,5mg/Kg

Estereclogia hepdtica da regido central do IGbulo hepatico - (Picrosirius e hematoxilina)

Nuclec dos hepatocitos =

Citoplasma =

Colageno =

Capilares sinusdides + 15mg/Keg e 55me/ke

Celulas de Kupffer =

Demais componentes =

Estereologia hepdtica da periferia do lobilo hepdtico - (Picrosirius e hematoxilina)

Nucleo dos hepatocitos =

Citoplasma =

Coldgeno =

Capilares sinusoides $ 1,5 mg/Kg e 5,5mg/Kg

C&lulas de Kupffer =

Demais componentes =

Estereologia hepatica (Acido periddico-Schiff)

Nucleo dos hepatacitos =

Citoplasma com glicogénio =

Citoplasma sem glicogénio =

Capilares sinusoides $ 1,5 mg/Kg e 5,5mg/Kg

C&lulas de Kupffer =

Demais componentes =

Avaliac0es realizadas neste estudo e seus principais desfechos. Uma seta indica que houve diferenca
em relacdo ao grupo controle e duas setas indicam diferencas ainda mais acentuadas em relagdo ao grupo

controle.
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6.1. GANHO DE MASSA CORPORAL

Houve reducéo no ganho de massa corporal dos grupos tratados com rosuvastatina nas
doses de 1,5 mg/Kg e 5,5 mg/Kg, quando comparado ao grupo controle. No grupo de menor
dose a reducdo do ganho de massa ocorreu do DPN 41 ao DPN 59 enquanto que no grupo
exposto a maior dose a diferenca foi observada do DPN 37 ao DPN 53, embora ndo de maneira

uniforme em todas as idades avaliadas neste grupo experimental (Figura 3).

Figura 3 - Ganho da massa corporal dos animais dos grupos controle e tratados
com rosuvastatina.
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Os valores estdo expressos como média + erro padrdo da média (EPM). Two-way ANOVA seguida de

teste post-hoc de Tukey. p<0,05.

6.2. CONSUMO DE AGUA E RACAO

O consumo de &gua mostrou-se reduzido nos grupos tratados com 1,5 mg/kg e 5,5
mg/kg do medicamento em comparagdo com o grupo controle, em diferentes periodos do
tratamento (Figura 4).
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Figura 4 — Consumo de agua dos animais dos grupos controle e expostos a rosuvastatina.
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Os valores estdo expressos como média + EPM. Two-way ANOVA seguida de teste post-hoc de Tukey. p<0,05.

Em relacdo ao consumo de racao, verificou-se uma reducéo na ingestéo alimentar dos
animais dos grupos submetidos ao tratamento com rosuvastatina em diferentes momentos da

exposicdo (Figura 5).

Figura 5 — Consumo de racdo dos animais dos grupos controle e tratados com rosuvastatina.
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Os valores estdo expressos como média £ EPM. Two-way ANOVA seguida de teste post-hoc de Tukey. p<0,05.
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A massa dos 0rgaos vitais obtidos, tais como o figado, rim, coracdo, pulméo, adrenal,

encéfalo, hipofise e baco, mostrou-se similar entre os grupos experimentais (Tabela 3).

Tabela 3 — Massa dos 6rgdos vitais dos animais dos grupos controle e tratados com

rosuvastatina.

Grupos experimentais (n=10/grupo)

Controle 1,5 mg/Kg 5,5 mg/Kg
Figado (q) 2,08 £ 0,08 1,86 + 0,06 1,96 £0,13
Rins (mg) 328,00 +10,0 307,50 +11,0 295,00 + 15,80
Coragio (mg) 175,00 + 4,70 166,00 + 2,90 169,00 + 3,20
Pulmao (mg) 221,00 5,20 218,50 + 9,30 215,50 + 9,50
Adrenal (mg) 3,00 + 0,54 3,00+ 0,32 3,00+ 0,33
Encéfalo (mg) 467,00 + 7,30 466,50 + 8,20 455,50 + 7,80
Hipfise (mg) 3,00+ 0,59 3,00 £0,17 3,00 £ 0,24
Baco (mg) 157,00 + 11,40 150,00 + 35,30 135,50 + 6,20

Valores expressos como média £ EPM. One-way ANOVA seguida de teste post-hoc de Tukey. p>0,05.

6.4.ANALISE HISTOPATOLOGICA

Abaixo, na Figura 6, estdo apresentadas as fotomicrografias do figado dos animais dos

diferentes grupos experimentais, apds coloragdo usual com hematoxilina e eosina. Nos grupos

expostos a estatina, em ambas as doses, houve aumento na frequéncia de infiltrados

inflamatorios, em compara¢do com o grupo controle (Figura 6B). Destaca-se que todos 0s

grupos experimentais apresentaram hipertrofia de alguns hepatdcitos, que foi encontrado em

baixa frequéncia, inclusive nos controles (Figura 6C). Ainda, foi encontrado um maior niUmero

de hepatdcitos com indicativos de morte celular, tais como retracdo nuclear e intensa acidofilia

citoplasmatica, nos grupos expostos a rosuvastatina, em comparacao ao grupo controle (Figura

6D).
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Além disso, 0s animais expostos a ambas as doses da estatina demonstraram dilatacdo
dos capilares sinusoides hepaticos, cujo efeito ndo foi encontrado nos animais controle (Figura
6E). Em relacdo a presenca de hepatdcitos binucleados, também houve aumento da frequéncia
desta alteracé@o nos dois grupos tratados (Figura 6F).

Figura 6 - Fotomicrografias do figado dos animais dos grupos experimentais corados com
hematoxilina e eosina.

Controle 1,5 mg/Kg
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F)

Fotomicrografias hepéticas dos animais dos grupos controle e tratados com rosuvastatina. (A) Visdo geral do
tecido hepatico; (B) Presenca de infiltrados inflamatdrios nos grupos expostos a estatina (setas); (C) Presenca de
hipertrofia dos hepatdcitos nos grupos controle e tratados (setas); (D) Presenca de hepatdcitos com indicativos de

morte celular (setas); (E) Dilatacdo sinusoidal (setas); (F) Presenca de hepatdcitos binucleados (setas). Escala =
200 um em A, 100 um em E e 50 um em B, C, D e F. Hematoxilina e eosina.

A Figura 7 apresenta as fotomicrografias do figado dos animais dos grupos
experimentais apds coloragdo com Picrosirius e hematoxilina. A distribuicdo das fibras de

coladgeno mostrou-se similar entre os diferentes grupos experimentais (Figura 7).

Figura 7 - Fotomicrografias do figado dos animais dos grupos experimentais corados com
Picrosirius e hematoxilina.

Controle




Fotomicrografias hepéticas dos animais dos grupos controle e tratados com rosuvastatina. (A) Visdo geral do
tecido hepatico; (B) Detalhamento de &rea central de I6bulo hepatico; (C) Detalhamento de &rea periférica de
I6bulo hepatico. Escala = 200 pm na primeira linha e 50 pm na segunda e terceira linhas. Pricrosirius e
hematoxilina.

Na Figura 8 estdo apresentadas as fotomicrografias do figado dos animais dos grupos
controle e tratados ap6s coloragdo com Acido periddico-Schiff. N&o houve diferenca na
distribuicéo de glicogénio no citoplasma dos hepatdcitos entre os grupos experimentais (Figura
8).

Figura 8 - Fotomicrografias do figado dos animais dos grupos experimentais corados com
Acido periddico-Schiff.
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Fotomicrografias hepaticas dos animais dos grupos controle e tratados com rosuvastatina. (A) Visao geral do
tecido hepético; (B) Detalhamento de &rea periférica de I6bulo hepéatico. Escala = 200 pm na primeira linha e 50
pm na segunda linha.

6.5. MORFOMETRIA HEPATICA

Os resultados relacionados a estereologia do figado estdo representados nas Tabelas 4
e 5. Houve aumento na taxa de capilares sinusoides no tecido hepatico nas areas centrais (Tabela
4) e periféricas (Tabela 5) dos lébulos hepaticos, o que indica dilatacdo sinusoidal. Os demais

parametros avaliados ndo apresentaram diferengas entre 0s grupos experimentais.

Tabela 4 — Estereologia do tecido hepatico realizada em area periférica dos I16bulos hepéticos

nos animais dos grupos controle e tratados com rosuvastatina apds coloragdo com Picrosirius
e hematoxilina.

Grupos experimentais (n=6/grupo)

Controle 1,5 mg/Kg 5,5 mg/Kg
Nucleo dos hepatacitos (%) 6,52 (6,01 — 6,94) 5,91 (5,55 — 6,53) 5,86 (5,57 — 6,21)
Citoplasma dos hepatécitos (%) 74,12 (73,34 — 74,84) 72,63 (71,35 — 73,94) 72,48 (70,67 — 75,08)
Fibras de colageno (%) 12,75 (11,60 — 13,57) 10,65 (9,79 — 11,41) 8,94 (7,92 — 13,51)
Capilares sinusdides (%) 4,80 (3,77 — 5,97) 9,87 (8,28 — 10,62)° 9,10 (6,66 — 10,67)°
Células de Kupffer (%) 1,23 (0,81 — 1,46) 1,28 (1,12 — 1,61) 1,45 (1,20 — 1,56)
Demais componentes teciduais (%) 0,25 (0,10 — 0,63) 0,30 (0,17 — 0,41) 0,30 (0,20 — 0,56)

Valores expressos em mediana e desvio intervalo interquartilico. Kruskal-Wallis seguido pelo teste post-hoc de

Dunn. Letras diferentes indicam diferenca estatistica entre os grupos. p<0.05.
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Tabela 5 - Estereologia do tecido hepético realizada em area central dos lébulos hepaticos
nos animais dos grupos controle e tratados com rosuvastatina apos colora¢do com Picrosirius

e hematoxilina.

Grupo experimental (n=6/grupo)

Controle

1,5 mg/Kg

5,5 mg/Kg

Nucleo dos hepatdcitos (%)
Citoplasma dos hepatécitos (%)
Fibras de colageno (%)
Capilares sinusdides (%)
Células de Kupffer (%)

Demais componentes teciduais (%)

Veia Centrolobular (%)

4,72 (4,14 — 5,36)

70,01 (67,92 — 72,97)

14,91 (13,78 - 18,51)
5,12 (4,46 — 5,79)?
1,07 (0,69 — 1,38)

0,25 (0,10 — 0,63)

2,16 (1,72 - 3,42)

4,36 (3,85 — 4,69)
66,10 (63,12 — 68,72)
16,51 (15,61 — 17,75)

8,53 (7,55 — 10,72)°

0,56 (0,17 —0,92)

0,30 (0,17 — 0,41)

2,74 (1,83 - 3,13)

6,01 (5,08 — 6,78)
68,67 (65,49 — 69,72)
14,41 (12,88 — 16,30)

7,58 (7,29 — 8,36)°

0,81 (0,56 — 1,72)

0,30 (0,20 — 0,56)

3,03 (2,28 - 3,86)

Valores expressos em mediana e desvio intervalo interquartilico. Kruskal-Wallis seguido pelo teste post-hoc de

Dunn. Letras diferentes indicam diferenca estatistica entre os grupos. p<0.05.

A estereologia realizada ap6s coloragdo com Acido periddico-Schiff demonstrou

aumento na taxa de capilares sinusoides nos grupos tratados com a estatina, embora ndo tenha

sido demonstrado diferenca na porcentagem do conteudo de glicogénio no citoplasma dos

hepatdcitos, bem como nos demais parametros avaliados (Tabela 6).

Tabela 6 - Estereologia do tecido hepético realizada em area periférica dos lébulos hepaticos
nos animais dos grupos controle e tratados com rosuvastatina apos coloracdo com Acido

perioddico-Schiff,

Grupo experimental (n=6/grupo)

Controle

1,5 mg/Kg

5,5 mg/Kg

Nucleo dos hepatocitos (%)

Citoplasma com glicogénio
(%)

Citoplasma sem glicogénio
(%)

Capilares Sinusotides (%)
Células de Kupffer (%)

Demais Componentes (%)

7,91 (7,51 - 8,77)
67,59 (61,71 — 70,60)
17,36 (15,14 — 20,53)

3,51 (3,04 — 5,45)°

2,08 (1,94 — 2,44)

0,09 (0,00 — 0,39)

6,61 (5,82 — 7,38)
63,10 (59,60 — 67,85)
17,36 (13,14 - 21,62)

7,86 (6,36 — 10,90)°

2,03 (1,59 - 3,67)

0,59 (0,22 — 0,89)

7,49 (6,96 — 7,91)

63,19 (59,26 — 64,58)

16.67 (14,55 — 20,48)
8,74 (8,09 — 9,81)°

2,68 (2,24 — 2,96)

1,01 (0,41 - 1,27)
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Valores expressos em mediana e desvio interquartilico. Kruskal-Wallis seguido pelo teste post-hoc de Dunn.

Letras diferentes indicam diferenca estatistica entre os grupos. p<0.05.

Em relacéo as morfometrias realizadas nos hepatdcitos, houve aumento da area nuclear
destas células nos grupos expostos a estatina, entretanto, a area citoplasmatica e a area total dos
hepatdcitos mostraram-se semelhantes entre os grupos experimentais (Tabela 7).

Tabela 7 — Morfometria dos hepatdcitos dos grupos controle e tratados com rosuvastatina.

Grupo experimental (n=6/grupo)

Controle 1,5 mg/Kg 5,5 mg/Kg

Area nuclear (um?) 61,64 (57,14 —65,17)> 64,38 (61,17 —70,54)®® 68,72 (66,73 — 71,89)"
Avrea citoplasmatica (um?) 399,10 (393,70 — 412,90) 407,60 (402,70 — 415,50) 400,90 (399,80 — 404,30)

Avrea total (um?) 459,50 (454,10 — 473,30) 470,20 (467,40 — 476,40) 470,90 (467,20 — 473,40)
Valores expressos como média £ EPM. One-way ANOVA seguida de teste post-hoc de Tukey. Letras diferentes

indicam diferenca estatistica entre os grupos. p<0.05.
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7. DISCUSSAO

Amplamente utilizadas para o tratamento de pacientes com hipercolesterolemia, as
estatinas pertencem a classe terapéutica mais eficaz no controle dos niveis de LDL-colesterol.
Sao bastante utilizadas na protecdo contra doencas ateroscleréticas, cardiovasculares e na
prevencéo da formagéo de trombos (ALBA, 2011; STANCU; SIMA, 2001). Utilizadas por mais
de 200 milhdes de pessoas pelo mundo, a discussao sobre sua hepatotoxicidade ainda ndo esta
completamente elucidada (VARGAS et al., 2017). Muitas pesquisas buscam demonstrar os
beneficios e a seguranca do uso continuo das estatinas, entretanto, através das analises desse
estudo, podemos destacar que apesar da sua importancia, as estatinas apresentam riscos a
estrutura hepatica, o que poderia, inclusive, impactar na funcéo do 6rgao.

Para monitorar o estado de salde e bem-estar dos animais, 0 acompanhamento do
consumo de agua e racdo, juntamente com a avaliacdo da massa corporal dos animais durante
0 periodo de exposicdo, torna-se crucial, ja que fornece insights valiosos sobre efeitos que
podem estar relacionados a toxicidade, enquanto que alteracdes na massa dos Orgaos sdo
considerados indicativos de uma possivel toxicidade sisttmica (ENVIRONMENTAL
PROTECTION AGENCY- EPA, 1998).

Neste estudo, houve reducdo temporaria no ganho de massa dos grupos expostos a
estatina, sendo que na menor dose, a reducdo do ganho de massa corporal ocorreu do DPN
41 ao DPN 57, e na maior dose, do DPN 37 ao DPN 53, indicando que, em doses maiores da
estatina, a reducdo no ganho de massa corporal ocorre antes, sendo este um efeito dose-
dependente crescente. Nesta pesquisa, houve também uma menor ingestdo de agua e racao
durante parte do periodo de tratamento, que coincide com a reducdo do ganho de massa
corporal, o que sugere que a reducdo na ingestdo hidrica e alimentar impacta o ganho de
massa corporal dos animais. Todavia, na etapa final do tratamento, 0s animais conseguiram
reverter o reduzido ganho de massa que tiveram durante a peripuberdade.

Um estudo realizado por Caparrés-Martin e colaboradores, evidenciou que durante o
tratamento de camundongos com atorvastatina e pravastatina, duas outras estatinas amplamente
utilizadas, houve uma remodelagdo na microbiota intestinal dos animais, ocasionando um perfil
de fermentacdo alterado e disfuncional (CAPARROS-MARTIN et al., 2017). Essas alteragdes
foram capazes de promover uma menor ingestdo de ragdo nos grupos expostos as estatinas em
comparacdo ao grupo controle (CAPARROS-MARTIN et al., 2017). Assim, essas

modificagdes na microbiota poderiam explicar a redugéo na ingestao alimentar observada neste
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estudo em parte do periodo de tratamento, nos grupos expostos a rosuvastatina, em diferentes
doses.

Neste estudo, o peso hepatico ndo se mostrou afetado pelos tratamentos, mas a
histoarquitetura do Orgao apresentou diversas alteracdes, que sugerem toxicidade hepatica,
como a dilatacdo dos capilares sinusoides. Os sinusoides hepéaticos representam uma matriz
vascular bem organizada que fornece o ambiente estrutural e bioquimico no qual as células
hepaticas ndo-parenquimatosas estdo entremeadas e se comunicam, conectando a triade portal
a veia central (MARRONE; SHAH; GRACIA-SANCHO, 2016; VARGAS et al., 2017).

Os sinusdides sdo responsaveis pela liberacdo de citocinas e fatores de crescimento
necessarios para os hepatdcitos, que, por sua vez, modulam o crescimento desses vasos
sanguineos juntamente com as demais células ndo-parenquimatosas (MARRONE; SHAH;
GRACIA-SANCHO, 2016). Além disso, por estes serem vasos sanguineos fenestrados com
endotélio e lamina basal descontinuos, de pequeno calibre, eles estdo relacionados a maioria
das fungdes hepaticas importantes, tais como as trocas gasosas, transferéncia de nutrientes e a
desintoxicacdo (WAKE; SATO, 2015).

A dilatacdo dos capilares sinusoides pode estar relacionada a obstrucéo do fluxo venoso,
onde a cronicidade do comportamento do fluxo e a congestéo, ocasionam a dilatagéo do capilar,
dano endotelial, atrofia dos hepatécitos e deposicdo de fibrose (BRANCATELLI et al., 2018).
O bom funcionamento entre esses componentes e suas relacdes intercelulares é fundamental
para a substituicdo dos hepatocitos perdidos, apds um evento de lesdo isquémica ou toxica, a
fim de promover a regeneracdo hepatica (MARRONE; SHAH; GRACIA-SANCHO, 2016).

Neste estudo, uma das alteracGes histopatoldgicas encontradas foi a dilatacéo
sinusoidal nos grupos expostos a rosuvastatina, sendo o efeito mais danoso encontrado no grupo
de maior dose. Além disso, este resultado foi confirmado através da estereologia do tecido
hepético, que demonstrou aumento na taxa ocupada por sinusoides no tecido hepatico. Assim,
constata-se uma relacdo dose-dependente crescente em relacdo a dilatagdo vascular promovida
pela rosuvastatina. Em estudos prévios, as estatinas ja& mostraram ser capazes de promover
vasodilatacdo em outros 6rgdos, tais como nas artérias coronarias e artérias periféricas do
coragdo e no endoteélio dos vasos linfaticos (KOH, 2000)

Os capilares sinusoides sdo importantes detectores de lesdes, principalmente no inicio
de danos a estrutura hepatica, portanto, € comum perceber uma disfuncdo na distribuicéo e
apresentacdo desses sinuséides quando ha danos na estrutura do figado, quando comparados
com o tecido hepético saudavel (POISSON et al., 2017). O aparecimento da dilatacdo dos

capilares sinusoéides ja foi descrito para doencas que causam danos nas células hepaticas, como
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leucemia e anemia falciforme. As alteragdes sinusoidais podem contribuir para o
desenvolvimento de hiperplasia nodular regenerativa (tumor benigno hepatico ndo vascular),
hipertensdo portal e aumento da probabilidade de desenvolvimento de trombos microvasculares
no figado (BRUNT et al., 2014)

Quando o tecido hepético é acometido por uma lesdo, este passa pelo processo de
inflamacgdo, onde se encontram aglomerados de leucdcitos denominados de infiltrados
inflamatdrios. Essa inflamacao é regulada pelas células endoteliais sinusoidais do figado, que
s80 responsaveis por separar 0 sangue do resto do 6rgdo como uma barreira, restringindo ou
permitindo a entrada de leucdcitos circulantes (POISSON et al., 2017). Neste estudo, os danos
ao tecido hepético, especialmente a dilatacdo sinusoidal, poderiam estar possibilitando maior
passagem de leucocitos do Iimen vascular para o parénquima hepatico, devido ao maior calibre
e aumento da permeabilidade vascular, o que proporcionaria aumento de infiltrados
inflamatorios.

Sabe-se que o estado hiperinflamatério persistente e sisttmico € um dos principais
causadores de lesdo generalizada em tecidos, e que sdo principalmente ocasionados pela
liberacdo macica de mediadores inflamatdrios, como as citocinas, quimiocinas, fatores de
crescimento e mediadores lipidicos bioativos, sendo o figado e o rim os 6rgdos principalmente
afetados, seguidos pelo cérebro, sistema circulatério e sistema respiratério (CASULLERAS;
ZHANG; CRISTINA, 2020).

Por possuirem uma estrutura bastante permeavel, a dilatacdo dos capilares sinusoides,
torna-se um facilitador da migracéo dos leucdcitos do sangue para o tecido hepatico. O tamanho
médio de um capilar sinuséide é de 5 a 10 um em humanos, mas podem expandir-se até 30 um
quando o tecido apresenta-se lesionado (CULLEN; STALKER, 2016). Os capilares sinusoides
expressam ICAM-1 e proteina de adesdo vascular-1 (VAP-1), permitindo a adesdo de leucécitos
ao endotélio. Durante uma inflamacdo, a expressdo de ICAM-1, VAP-1 e CD31 estdo
aumentadas, induzindo a migracdo transendotelial dos leucdcitos (POISSON et al., 2017),
possibilitando, assim, a formac&o de infiltrados inflamatorios.

Além disso, os infiltrados inflamatérios podem estar relacionados a diversas
patologias, como hepatite, doengas autoimunes, esteatose-hepética, doengas metabdlicas ou
genéticas, lesdes ocasionadas por medicamentos em doses ndo terapéuticas e por substancias
toxicas (GASMI; KLEINER, 2020). Desta forma, neste estudo, o tecido hepatico apresentou-
se como um alvo de toxicidade promovida pela rosuvastatina, quando a exposi¢do ocorreu de

forma crénica, por longo periodo.
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As lesBes hepéticas sdo capazes de modificar significativamente os programas
transcricionais dos hepatdcitos, promovendo sua proliferacdo ou morte (MARRONE; SHAH;
GRACIA-SANCHO, 2016). A apoptose € caracterizada por alteracdes morfoldgicas na célula,
especificamente no nucleo, que apresenta retracdo celular, formacdo de protuberéncias na
membrana e cromatina bem condensada (KANZLER; GALLE, 2000).

Um estudo realizado por Kubota e colaboradores na Kyushu University Hospital no
Japdao, com cultura de diferentes tipos celulares, incluindo células do tecido hepatico humano,
investigou a toxicidade de diferentes estatinas (sinvastatina, lovastatina, cerivastatina,
fluvastatina e atorvastatina), constatando que as estatinas lipofilicas causaram apoptose e
diminuiram a viabilidade em diferentes tipos celulares, como os midécitos cardiacos, células
musculares estriadas esqueléticas, células musculares lisas vasculares, células endoteliais e
hepatocitos (KUBOTA et al., 2004, DIRKS; JONES, 2006). A apoptose em tecidos que
sofreram danos é necessaria para prevenir e retardar patologias (DIRKS; JONES, 2006)

Outra alteracdo histopatoldgica encontrada neste estudo foi a presenca de hepatdcitos
binucleados ou hipertrofiados. A poliploidia é uma estratégia do crescimento celular que
permite 0 aumento da producdo metabdlica, na massa e no tamanho celular (GUIDOTTI et al.,
2003). O aparecimento de nucleos fusionados no figado é reconhecido, mas 0s mecanismos que
acarretam essa transformacéo ainda sdo pouco conhecidos, podendo estar relacionado a um
desenvolvimento comum, a regeneracdo hepética ou a respostas a estimulos inflamatérios e
lesdes (GRIZZI; CHIRIVA-INTERNATI, 2007; MIYAOKA et al., 2012).

Grizzi e Chiriva-Internati demonstraram num estudo com ratos, que 0s animais que
apresentavam hepatite cronica ou estavam em fase terminal de cirrose, apresentavam mais
hepatdcitos com nucleos fusionados do que os ratos que tinham carcinoma hepatocelular,
indicando que a alteracdo no nimero e a fusdo dos nucleos hepéticos estd relacionada a
gravidade da lesdo (GRI1ZZI; CHIRIVA-INTERNATI, 2007). Podemos observar nesse estudo,
através das analises histopatoldgicas, que ao aumentar a dose da rosuvastatina nos grupos
tratados, a incidéncia de animais que apresentavam hepatocitos com nucleos fusionados era
maior, evidenciando um efeito dose-dependente crescente.

Outro estudo demonstrou que ap0s o figado sofrer lesdes por hemocromatose, infeccéo
viral crénica de hepatite B, C e D e por doenca hepatica gordurosa ndo-alcoolica, houve
mudangas na estrutura dos hepatdcitos e na quantidade de seus nucleos, sugerindo um aumento
na quantidade de células com nucleos fusionados para compensar a sobrecarga metabdlica
hepética causada pelas lesdes (DONNE et al., 2020).
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Ademais, a hipertrofia dos nucleos dos hepatdcitos também sugere que o érgdo sofreu
leséo e passou por regeneracgdo celular (MIYAOKA et al., 2012). Neste estudo, apesar das
analises morfométricas ndo evidenciarem diferencas no contetdo de colageno tecidual e nas
reservas de glicogénio citoplasmaticas dos hepatocitos entre os grupos, houve, ainda, 0 aumento
do ndcleo dos hepatdcitos no grupo exposto a maior dose de rosuvastatina. Um estudo com
camundongos que passaram por resseccao cirurgica — hepatectomia parcial - demonstrou que
apos 14 dias, houve diferenca significativa no tamanho dos hepatdcitos e dos seus nucleos,
aumentando o conteudo de DNA e sugerindo que a hipertrofia teve papel fundamental na
regeneracdo tecidual (MIYAOKA et al., 2012).

Diferentes estudos ja demonstraram que as estatinas em geral sdo responsaveis pelo
aumento do ntcleo de diferentes tipos celulares (MIETTINEN; BJORKLUND, 2015). N&o
somente nos hepatocitos, mas em células do osteossarcoma e em células endoteliais primarias
da veia umbilical humana puderam ser observadas essas alteracdes morfoldgicas devido ao uso
de altas doses de estatinas (MIETTINEN; BJORKLUND, 2015).

A hipertrofia do nucleo dos hepatdcitos € uma resposta adaptativa a estimulos e
condicdes especificas. As causas potenciais desse acontecimento estdo relacionadas a
regeneracdo por danos ou lesBes hepaticas, condigdes crénicas como a hepatite e cirrose,
mudancas metabolicas e hormonais e alteracfes na expressao génica relacionada aos fatores de
crescimento e citocinas que influenciam o tamanho e atividade celular (HAFNER et al., 2011).

A rosuvastatina € um medicamento capaz de modular a atividade de diversos fatores
de transcricdo, além de possuir efeitos negativos em algumas vias de sinalizacdo, tais como as
vias do fator de crescimento semelhante a insulina e do fator de crescimento derivado de
plaquetas (CULLEN; STALKER, 2016). A regeneracao dos hepatocitos apds lesdo hepatica, €
ocasionada pela estimulacéo dos fatores de crescimento e fatores de crescimento semelhantes a
insulina, bem como uma variedade de horménios, como o glucagon e de citocinas, como
interleucina-6 (CULLEN; STALKER, 2016). Se a cascata de sinalizacdo da via da insulina
(IGF) ou as vias de fator de crescimento, forem alteradas, havera mudangas no comportamento
e na resposta celular, na expressdo génica, e na resposta inflamatoria efetiva, ocasionando
diferentes patologias hepaticas, desde mudancas morfologicas até danos no funcionamento
celular (CULLEN; STALKER, 2016).

A estereologia do figado, diferenciando as regides centrais e periféricas dos lobulos
hepéticos, revelou-se crucial para uma analise mais precisa, considerando a influéncia da area
de veia centrolobular na contabilizacdo dos componentes celulares e teciduais. A separagéo

dessas regibes permitiu uma abordagem mais refinada na avaliacdo da distribuicdo dos



44

componentes hepaticos, possibilitando compreender melhor as respostas celulares hepaticas
frente a exposicao a rosuvastatina. Neste caso, a dilatagdo sinusoidal, por exemplo, mostrou-se
como uma alteracédo histopatolégica comum em ambas as regides dos l6bulos hepaticos.

E importante destacar que as alteragdes encontradas indicam toxicidade hepatica, com
prejuizo para a estrutura do tecido hepatico em exposi¢oes de longo prazo com a rosuvastatina.
Entretanto, como limitac&o do estudo, sdo necessarias novas avaliagdes, tais como a atividade
de enzimas que confirmam o dano ao tecido hepético, como alanina aminotransferase (ALT) e
aspartato aminotransferase (AST), bem como analises de estresse oxidativo e de enzimas

antioxidantes.
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8. CONCLUSAO

Em resumo, a exposicdo de camundongos machos a rosuvastatina, em diferentes doses,
desde a pré-puberdade até a maturidade sexual promoveu reducdo temporaria do ganho de
massa corporal e do consumo hidrico e alimentar, além de ter gerado toxicidade hepética,
evidenciada pelas diversas alteracbes histologicas e morfométricas do tecido hepético.
Considerando que as doses da estatina utilizadas neste estudo séo equivalentes as doses usadas
por seres humanos, indica-se que a exposicao cronica a rosuvastatina desde a pré-puberdade

pode representar um risco ao tecido hepatico humana.
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