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RESUMO

A Carbamazepina (CBZ) é um farmaco muito efetivo no tratamento de disturbios
neuroldgicos, tais como: crises epiléticas, transtornos bipolares e dores neuropaticas.
Apesar de ser amplamente utilizada entre homens e mulheres, a CBZ pode promover
alguns efeitos adversos relacionados ao sistema masculino, incluindo alteracdes
guantitativas e qualitativas, niveis baixos de testosterona sérica, além de prejudicar a
funcdo sexual. Entretanto, mudancas na qualidade espermatica, nem sempre sao
associadas com problemas na fertilidade e podem potencialmente causar efeitos na
prole a curto e longo prazo. Este estudo teve como objetivo investigar os possiveis
impactos da exposicdo paterna a carbamazepina sobre parametros reprodutivos
femininos da geracédo F1, aos 45 e 90 dias de idade. Para isso, foram utilizados 10
ratos machos da linhagem Wistar, os quais foram tratados com carbamazepina diluida
em azeite de oliva, via gavagem, na dose de 20mg/Kg por 70 dias consecutivos (da
pré-puberdade a vida adulta). O grupo controle recebeu o placebo, azeite de oliva,
seguindo o mesmo protocolo do grupo experimental. Apés o final do tratamento, os
animais pertencentes aos grupos controles e tratados com CBZ foram pareados com
fémeas matrizes (n=10) para obtencéo da geracdo F1. Aos 4 e 21 dias p6s-natal (dpn)
foi realizada a mensuracéo da distancia anogenital e peso corporal. A avaliacdo do
ciclo estral ocorreu a partir do 75 dpn até a eutanasia por esfregaco vaginal. Aos 45 e
90 dpn, ocorreu a eutanasia dos grupos. Amostras uterinas e ovarianas foram
coletadas para analise da peroxidacao lipidica. A andlise estatistica dos resultados
demonstrou que a geracdo F1 de fémeas do grupo tratado com CBZ apresentou
reducdo na distancia anogenital aos 4 e 21dpn. Os animais do grupo de tratados
também levaram mais tempo para completar a abertura vaginal. Houve uma reducéo
significativa na duragao da fase de estro do ciclo estral, enquanto na fase de diestro
a duracdo da fase foi prolongada indicando irregularidade no ciclo. A pesagem
corporal e dos érgaos reprodutivos também foi afetada, ocorrendo uma reducao na
pesagem. Além disso, alteracfes nos niveis de peroxidacao lipidica também ocorreu
no Gtero e ovario, sugerindo que a CBZ pode estar associada a inducao do estresse
oxidativo. Os niveis de MDA nos grupos tratados, de 45 e 90 dias, quando
comparados com 0s grupos controles, foram aumentados tanto no Utero como no
ovario. Em relacdo ao 6xido nitrico, no ovario dos animais de 45dpp houve diminui¢ao
enquanto nos animais de 90 dias houve um aumento significativo. No utero, CBZF1-
45 apresentou diminuicdo enquanto nos animais CBZF1-90 n&o houve alteracdes. Os
resultados sugerem que a exposicao paterna a CBZ pode trazer impactos na geracao
F1, podendo afetar parametros reprodutivos femininos.

Palavras-chave: Carbamazepina. Fertilidade feminina. Geragdo F1. Prole.
Toxicologia.



ABSTRACT

Carbamazepine (CBZ) is a very effective drug in the treatment of neurological
disorders such as epileptic seizures, bipolar disorders, and neuropathic pain. Although
it is widely used among men and women, CBZ can promote some adverse effects
related to the male system, including quantitative and qualitative changes, low levels
of serum testosterone, and impaired sexual function. Changes in sperm quality,
however, are not always associated with fertility problems and can potentially cause
short- and long-term effects on offspring. This study aimed to investigate the possible
impacts of paternal exposure to carbamazepine on female reproductive and
parameters in the F1 generation at 45 and 90 days of age. For this purpose, 10 male
rats of the Wistar strain were used, which were treated with carbamazepine diluted in
olive oil, via gavage, at a dose of 20mg/Kg for 70 consecutive days (from pre-puberty
to adulthood). The control group received the placebo, olive oil, following the same
protocol as the experimental group. After the end of treatment, the animals belonging
to the control and CBZ-treated groups were paired with mother females (n=10) to
obtain the F1 generation. At 4 and 21 days postnatal (dpn) the anogenital distance and
body weight were measured. The estrous cycle evaluation occurred from 75 dpn until
euthanasia by vaginal smear. At 45 and 90 dpn, euthanasia of the groups occurred.
Uterine and ovarian samples were collected for lipid peroxidation analysis. Statistical
analysis of the results showed that the F1 generation of females from the CBZ treated
group showed a reduction in anogenital distance at 4 and 21dpn. Animals in the treated
group also took longer to complete vaginal opening. There was a significant reduction
in the duration of the estrus phase of the estrous cycle, while in the diestrus phase the
duration of the phase was prolonged indicating irregularity in the cycle. Body and
reproductive organ weighing was also affected, with a reduction in weighing occurring.
In addition, changes in lipid peroxidation levels also occurred in the uterus and ovary,
suggesting that CBZ may be associated with induction of oxidative stress. MDA levels
in the treated, 45- and 90-day groups, when compared to the control groups, were
increased in both the uterus and ovary. In the uterus, CBZF1-45 showed a decrease
while in CBZF1-90 animals there was no change. The results suggest that paternal
exposure to CBZ may impact the F1 generation, possibly affecting female reproductive
parameters.

Keywords: Carbamazepine. Female fertility. F1 generation. Offspring. Toxicology.
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1 INTRODUCAO

A carbamazepina (CBZ) é considerada a droga de primeira linha no tratamento
das convulsdes parciais e tbnico-clonicas (ROGAWSKI; PORTER, 1990; RICHERS;
PERUCA, 1993; ULLAH et al., 2018), além de ser utilizada no tratamento de varios
tipos de dores neuropaticas (BIALER, 2012), incluindo neuralgia do trigémeo
(SWERDLOW, 1984; SINDRUP; JENSEN, 1999; SODERPALM, 2002), na terapia de
distarbios afetivos e de transtornos de humor, tais como no distarbio bipolar (BIALER
et al., 2012) e na sindrome do panico (ALBANI et al.,, 1995), em quadros de
agressividade e de transtornos de ansiedade, bem como no tratamento dos sintomas
da Sindrome de Abstinéncia Alcodlica (STUPPAECK et al., 1990).

Seu mecanismo de acao principal consiste em afetar a excitabilidade das
membranas celulares, atuando sobre os canais de sodio voltagem-dependentes que
transportam, para o interior das células, a corrente necessaria para geracdo de um
potencial de acdo. Este farmaco bloqueia, preferencialmente, a excitacdo das células
que estdo deflagrando repetitivamente, de modo que quanto mais alta se mostrar a
frequéncia de disparos, maior sera o bloqueio produzido. Esta caracteristica €
relevante no que se refere a capacidade deste medicamento em bloquear a descarga
de alta frequéncia que ocorre em uma crise epiléptica. Entretanto, a CBZ normalmente
nao interfere na deflagracdo de baixa frequéncia dos neurdnios e diferencia os canais
de sbédio em seus estados de repouso, aberto e inativado. A despolarizacdo de um
neurbnio aumenta a proporcao de canais de sodio no estado inativado. Assim, a CBZ
liga-se, preferencialmente, a estes canais em estado inativado, impedindo o seu
retorno ao estado de repouso e reduzindo, desta forma, o nimero de canais funcionais
disponiveis para gerar um potencial de acdo (COURTNEY; ETTER, 1983;
MACDONALD; KELLY, 1995; GIERBOLINI et al., 2016).

Entretanto, outros mecanismos de ac¢éo tém sido sugeridos, tais como: inibicéo
de canais de calcio voltagem-dependentes (WALDEN et al., 1993; AMBROSIO et al.,
1999), antagonismo sobre receptores de adenosina do tipo A1 (MARANGOS et al.,
1983; VAN CALKER et al., 1991), liberacéo e inibicdo da recaptacédo de serotonina
(DAILEY et al., 1998), aumento da transmissédo dopaminérgica (OKADA et al., 1997;
ICHIKAWA; MELTZER, 1999), inibicdo da liberac&o de glutamato (AMBROSIO et al.,
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2001) e diminuicao dos niveis de AMPc basal e estimulado (VAN CALKER et al., 1991;
CHEN et al., 1996).

Alteracdes das caracteristicas seminais, dos niveis de horménios sexuais, da
espermatogénese e da fertilidade de ratos tém sido referidas durante e apds terapia
prolongada com drogas anticonvulsivantes, incluindo a CBZ. Deste modo, o0s
possiveis efeitos adversos de drogas anticonvulsivantes sobre a reproducéo
masculina apresentam grande relevancia, ja que estes medicamentos séo utilizados,
de modo crescente, por homens em idade fértil, ndo somente no tratamento da
epilepsia, mas também no tratamento da dor e durante a terapia psiquiatrica. Ainda,
deve-se considerar que 0s anticonvulsivantes sao prescritos para criancas e
adolescentes, fases em que o eixo hipotalamico-hipofisario-gonadal é mais sensivel
a acao de agentes toxicos, podendo acarretar danos no desenvolvimento puberal e,

posteriormente, a qualidade seminal e fertilidade na vida adulta (SHARPE, 1988).

Em trabalho realizado por nosso grupo, observou-se que o tratamento cronico
com CBZ, desde o desmame, por até 70 dias, causou alteracBes hormonais,
testiculares, epididimarias e prostaticas, que se iniciaram na pré-puberdade e
continuaram na puberdade tornando-se, entretanto, mais acentuadas na fase adulta.
Estes resultados sugerem que os danos espermatogénicos e epididimarios causados
pelo farmaco podem envolver maltiplos alvos (OLIVA; MIRAGLIA, 2009; OLIVA et al.,
2012). Especificamente, nos animais puberes tratados com CBZ (63 dias de idade), a
reducdo na concentracdo de espermatozoides presentes na cauda epididimaria,
alteracdes da morfologia espermética e a presenca de células epiteliais epididimarias
in situ ou desprendendo-se do epitélio nas diversas regifes do ducto, associados a
auséncia de alteragdo da producao diaria de espermatozoides e do tempo de transito
espermatico através do epididimo, sugerem um efeito direto da CBZ sobre o epididimo

e 0 espermatozoide epididimario.

O mecanismo exato da toxicidade da CBZ sobre o espermatozoide ndo esta bem
definido, mas a formacdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) e o
desenvolvimento de estresse oxidativo tém sido propostos, por mediarem alguns dos
efeitos adversos desta droga. Niveis elevados de EROs podem acarretar danos no
processo de compactacao da cromatina, na peroxidacao lipidica de membranas, no

processo de fosforilacdo proteica e aumento na permeabilidade de membrana
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(MURATORI et al., 2015a; MURATORI et al., 2015b; AITKEN, 2017; O'FLAHERTY;
MATSUSHITA-FOURNIER, 2017; WAGNER et al., 2017; TVRDA et al., 2018; TOOR;
SIKKA, 2019), aléem de alteracOes proteicas que acarretam ativacao/ inativacédo de
vias de sinalizacao intracelulares. Durante o transito pelo epididimo, as EROs podem
alterar a integridade do DNA espermético por interferir na compactacao pos-testicular
da cromatina, e/ou pela oxidacdo direta, que ocasiona a fragmentacdo do DNA
espermatico, comprometendo a fertilidade masculina e a viabilidade da prole. O alto
teor de &cidos graxos poliinsaturados das membranas espermaticas as tornam,
particularmente, mais suscetiveis as EROs, a peroxidacao lipidica e ao dano oxidativo
(TURNER; LYSIAK, 2008; FANAEI et al., 2014). Além disso, a insuficiéncia dos
mecanismos de reparo do DNA do espermatozoide aumenta a sensibilidade deste ao
estresse oxidativo (LEWIS et al., 2013). Portanto, os mecanismos de controle dos
niveis de EROs durante maturacédo epididiméria sdo importantes para evitar possiveis

efeitos espermatotdxicos.

A maioria de estudos toxicologicos sobre o sistema reprodutor masculino
investigaram primariamente os efeitos de agentes toxicos sobre a fertilidade, dando
menor importancia aos possiveis efeitos sobre o0 desenvolvimento da progénie. Ainda,
até recentemente, as investigacGes de disturbios do desenvolvimento da exposicao
dos pais a agentes farmacolégicos ou outros agentes quimicos e fisicos se
concentravam em fatores maternos, sendo as pesquisas relacionadas a exposicao
paterna bastante escassas (TRASLER; DOERKSEN, 1999). Além disso, a ocorréncia
de anomalias congénitas na prole de ratos machos expostos a um determinado agente
nao é geralmente acompanhada por alteracdes na fertilidade ou de outro indice de
sucesso reprodutivo (FRIEDLER, 1996).

Estudos clinicos, epidemiolégicos e experimentais demonstraram que a
exposicao paterna a drogas terapéuticas e recreativas, bem como a produtos
guimicos no local de trabalho e no ambiente, pode afetar a qualidade espermatica,
podendo também acarretar alteragbes no desenvolvimento da progénie,
independentemente de fatores maternos. Estas alteracdes incluem aumento de
perdas pré e poés-implantacdo, diminuicdo no peso fetal e no tamanho da ninhada,
retardo no crescimento intrauterino, malformagdes congénitas e aumento na
ocorréncia de abortos espontaneos (JOFFE; SOYKA, 1981; FRIEDLER, 1985; DAVIS
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et al., 1992; COLIE, 1993; OLSHAN; FAUSTMAN, 1993; FRIEDLER, 1996; LEWIS;
AITKEN, 2005; CORDIER, 2008).

A exposicdo paterna pode influenciar no desenvolvimento embrionario
principalmente devido a um efeito direto sobre o DNA espermatico, ou indiretamente,
pelo transporte de compostos téxicos por meio do liquido seminal, os quais sdo
absorvidos pelo trato reprodutivo feminino (LUTWAK-MANN, 1964; OLSHAN et al.,
1991; DAVIS et al., 1992; COLIE, 1993; PICHINI et al., 1994; TRASLER; DOERKSEN,
1999; SPRITZER, 2001). Estudos experimentais correlacionaram a presenca de
algumas drogas no sémen, como: talidomida, ciclofosfamida, tetraciclina, metadona,
etanol, fenitoina e acido valproico, ao aumento na mortalidade perinatal, diminuicdo
no peso fetal e malformacdes congénitas (LUTWAK-MANN, 1964; BLATT et al.,
1980).

Alteracbes na integridade, estrutura e compactacdo da cromatina, além de
proteinas associadas ao DNA, podem potencialmente levar a alteracdes adversas
sobre o desenvolvimento da prole. Além disso, a fragmentacdo do DNA também afeta
outras funcdes espermaticas, algumas das quais podem estar relacionadas ao efeito
paterno adverso sobre o desenvolvimento pré-implantacdo. Em um estudo clinico, foi
evidenciado que aumento na fragmentacdo do DNA espermatico era frequentemente
encontrado em casos de falhas repetidas, sem qualquer comprometimento aparente
da morfologia do zigoto e do processo de clivagem embrionaria in vitro (BENCHAIB
et al., 2003).

Entretanto, fragmentagdo do DNA espermético também pode ocorrer
independentemente da presenca de alteracbfes de outros parametros seminais
gualitativos e quantitativos (SALEH et al., 2002; TANRIKUT et al., 2010; BEEDER &
SAMPLASKI, 2020). Ainda, altos niveis de fragmentacao do DNA espermatico podem
nao estar necessariamente associados a uma diminuicdo nas taxas de fertilizacdo
(JANNY & MENEZO, 1994; SAKKAS et al., 1996; TWIGG et al., 1998; MORRIS et al.,
2002; LARSON-COOK et al., 2003).

Neste contexto, pesquisas visando o entendimento dos efeitos das exposicdes
paternas a agentes toxicos sobre sua progénie também sdo importantes e

necessarias.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O objetivo geral deste trabalho foi estudar os possiveis impactos da exposicao
paterna a CBZ sobre o desenvolvimento pds-natal, a maturacdo sexual e parametros

reprodutivos femininos na geracao F1, aos 45 e 95 dias de idade.

2.2 Objetivos especificos

Foram avaliados(as):

a) Peso corporal, distancia e indice anogenital, aos 1 e 4 dias p6s-natal (dpn);

b) Idade de ocorréncia de abertura vaginal, verificada a partir do 25° dpn;

¢) Sincronicidade e duracéo ciclo estral,

d) Parametros morfométricos uterinos e ovarianos, aos 45 e 90 dpn;

e) Estresse oxidativo uterino e ovariano, por meio da quantificacdo de malondialdeido

e Oxido nitrico, aos 45 e 90 dpn.
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 Obtencao dos animais e distribuicdo dos grupos

Para este estudo, foram utilizados 16 ratos machos da linhagem Wistar (Rattus
norvegicus albinus), obtidos por meio do acasalamento de ratos machos e fémeas
matrizes, provenientes do Centro de Desenvolvimento de Modelos Experimentais
para Medicina e Biologia (CEDEME) da Universidade Federal de S&o Paulo
(UNIFESP), que serdo mantidos no Biotério da Disciplina de Biologia do
Desenvolvimento do Departamento de Morfologia e Genética da UNIFESP. Os ratos
foram acondicionados em gaiolas de polipropileno medindo 45x30x15cm, com
substrato de maravalha, sob condi¢des controladas de luminosidade (12 horas de luz/
12 horas de escuro) e temperatura (21°C a 23°C); os animais obtiveram livre acesso

Nz

agua filtrada e a racdo comercial balanceada para ratos.

Os ratos utilizados como matrizes foram colocados para acasalar ao final da
tarde, na propor¢do de um macho para duas fémeas; na manhd seguinte ao
acasalamento, foi obtido esfregagcos vaginais; em caso de positividade, quando
observada a presenca de espermatozoides no esfregaco vaginal, as ratas foram
consideradas prenhes. A idade da prole foi estabelecida considerando-se o dia do

parto como dia zero.

No quarto dia apds o nascimento, os filhotes do sexo masculino foram separados
daqgueles do sexo feminino, através do exame da genitalia externa, ja que ratos recém-
nascidos do sexo masculino apresentam papila genital mais desenvolvida e uma
distancia anogenital maior, quando comparados a filhotes recém-nascidos do sexo
feminino. Durante a amamentacao, foram mantidos somente seis filhotes machos por
mae, de maneira a permitir uma equivaléncia de peso corpéreo entre os animais dos
diferentes grupos utilizados neste experimento (OLIVA; MIRAGLIA, 2009). Desta
forma, quando o numero de machos pertencentes a mesma prole de uma determinada
mae foi superior a seis, 0s machos excedentes e os filhotes do sexo feminino foram
excluidos deste experimento. Por outro lado, quando numa mesma prole o numero de
filhotes machos foi inferior a seis (nUmero de filhotes pré-estabelecido, por mée, para
o periodo de amamentacao), esta foi completada com fémeas da mesma prole. O

desmame foi realizado aos 23 dias de idade.
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3.2 Tratamento com CBZ durante 70 dias, a partir da pré-puberdade até a fase

adulta (Geracéao FO0)
Os animais experimentais foram distribuidos em 2 grupos (n=8):

- Grupo Controle (CFO0): os animais receberam azeite de oliva, via gavagem, durante

70 dias consecutivos, do 23° ao 93° dia de idade;

- Grupo Tratado com Carbamazepina (CBZFO0): os animais receberam carbamazepina
diluida em azeite de oliva, na dose 20mg/kg, via gavagem, durante 70 dias

consecutivos, do 23° ao 93° dia de idade.

A dose de CBZ, utilizada em humanos, é efetiva na prevencédo de convulsdes
estimuladas em ratos Wistar (LAHTINEN et al., 1996; OTSUKI et al., 1998). Para o
estabelecimento da dose de CBZ e a via de administracdo da droga, utilizadas nesta
pesquisa, tomaram-se como referéncia os estudos de COHN et al., 1982, LAHTINEN
et al., 1996 e MCLEAN et al., 2004. A fim de possibilitar o calculo do volume de CBZ
a ser administrada e para determinar a evolucéao do peso corporal, os animais foram

pesados diariamente.

3.3 Obtencéo da geracéo F1

Os animais pertencentes aos grupos controle e tratado com CBZ (CFO e
CBZFO0, respectivamente; n=8), aos 85dpn, foram pareados com fémeas para
obtencao da geracao F1. Desta forma, os animais foram colocados para acasalar ao
escurecer (ap6s 18:00h), na propor¢ao de um macho para uma fémea. No inicio da
manha seguinte, até as 8:00h, foram obtidos esfregacos de células do epitélio vaginal
para a deteccdo da presenca de espermatozoides. O dia em que o teste se apresentou
positivo (presenca de espermatozoides) foi considerado o dia O de gestacao (DGO)
(CHAHOUD; KWASIGROCH, 1977). As fémeas prenhes foram separadas e tiveram
a evolucao da prenhes acompanhada. A idade da prole foi estabelecida considerando-

se o dia do parto como dia zero.

No quarto dia pés-natal, os filhotes do sexo feminino (geracdo F1), resultantes
de acasalamentos dos ratos machos da geracdo parental (FO), pertencentes aos

grupos controle e tratado com CBZ, foram separados daqueles do sexo masculino.
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Para garantir a confiabilidade das andlises e evitar a interferéncia do fator
consanguinidade, foram obtidas 8 ninhadas por grupo experimental, sendo cada
ninhada padronizada para 6 filhotes escolhidos aleatoriamente (trés machos e trés
fémeas), para permitir uma equivaléncia de peso corporal e no tamanho do cérebro
entre os animais dos diferentes subgrupos utilizados neste experimento. O desmame

foi realizado aos 21 dias de idade.

A prole do sexo feminino foi dividida em 4 subgrupos, de acordo com a exposi¢éo
paterna a CBZ (controle ou tratado com CBZ — CF1 e CBZF1, respectivamente) e a
fase do desenvolvimento sexual pés-natal de eutanasia (45 e 95dpn), conforme

detalhado na tabela 1.

Tabela 1. Distribuicdo dos animais da geragcdo F1 em grupos e subgrupos de acordo com fase
do desenvolvimento sexual pés-natal de eutanasia.

Idade e fase do desenvolvimento

Grupos Subgrupos sexual pos-natal
Controle — CF1 CF1-45 (n=8) 45dpn — Fase de peripuberdade
(n=24) CF1-90 (n=16) 90dpn — Fase adulta
Tratado com CBZ — CBZF1 CBZF1-45 (n=8) 45dpn — Fase de peripuberdade
(n=24) CBZF1-90 (n=16) 90dpn — Fase adulta

3.4 Desenvolvimento fisico dos filhotes do sexo feminino (Geracéo F1)

A avaliacdo do desenvolvimento dos filhotes foi realizada por meio da observacao
diaria e registro do dia do aparecimento seguintes parametros fisicos (DUBOVICKY
et al., 2008):

a) Peso corporal dos filhotes: 1, 4, 7, 10, 13, 16, 19 e 21dpn;
b) Comprimento do corpo e comprimento da cauda: 1dpn e 4dpn;

c) Medidas das distancias anogenitais e calculo dos indices anogenitais (distancia

anogenital/peso corporeo): 1°, 4° e 21° dpn.
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3.5. Idade de inicio da puberdade e avaliagdo do ciclo estral

Os filhotes do sexo feminino da geracéo F1 foram observados quanto a idade de
ocorréncia da abertura vaginal, que representa o inicio da puberdade, a partir do 25°
dpn, avaliada por inspec¢ao visual e definida como uma separac¢do completa da bainha
membranosa que cobre o orificio vaginal (VETTER-O'HAGEN et al., 2012).

A regularidade das fases do ciclo estral foi acompanhada diariamente, a partir
do 75° dpn, durante 15 dias (equivalente a 3 ciclos estrais) antes da eutanasia (aos
90dpn), por meio de analise da citologia vaginal. Este procedimento permitiu
determinar o estagio do ciclo estral para cada fémea no momento da coleta dos

ovarios e cornos uterinos (BOLON et al., 2013).

Desta forma, foram coletadas amostras do epitélio vaginal, com auxilio de uma
haste flexivel com extremidade de algoddo umedecido com solucéo fisioldgica 0,9%,
gue foi introduzida no orificio vaginal, seguido do preparo dos esfregacos em laminas

histologicas, os quais foram corados pelo método de Hematoxilina e Eosina (HE).

A classificacdo da fase do ciclo estral foi realizada de acordo com a proporcao
de células epiteliais nucleadas, células cornificadas ndo nucleadas e de leucécitos
(CORA et al., 2015; MARCONDES et al., 2002; LOVICK; ZANGROSSI, 2021; AJAYI;
AKHIGBE, 2020):

- Fase de proestro: predominancia de células epiteliais nucleadas;
- Fase de estro: predominancia de células cornificadas ndo nucleadas;

- Fase de metaestro: caracterizada pela presenca da mesma propor¢cédo entre

leucécitos, células epiteliais cornificadas e nucleadas;
- Diestro: presenca predominante de leucdcitos.

A duracéo de cada ciclo estral foi determinada pelo nimero de dias requeridos
para completar as quatro fases; quando uma determinada fase persistiu por mais de

10 dias, o ciclo foi considerado irregular.
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3.6 Coleta e processamento de amostras

Os filhotes do sexo feminino da geragcéao F1, pertencentes aos grupos controle
(CF1) e tratado com CBZ (CBZF1), foram submetidos a eutanésia, aos 45 e 90dpn,
por superdosagem de anestésico (tiopental sédico, na dose de 150mg/Kg de peso

corporeo, via intraperitoneal).

O utero e os ovarios foram rapidamente removidos e pesados em balanca semi-
analitica; os pesos relativos desses 6rgaos (peso 6rgédo/ 100 g de peso corpéreo)

também foram calculados.

Para andlise do estresse oxidativo, no dia da eutandsia, o ovario e 0 corno
uterino esquerdos foram armazenados a -20°C para posterior avaliacdo do estresse

oxidativo, por meio da quantificacdo de malondialdeido (MDA) e de 6xido nitrico.

3.7 Andlise de estresse oxidativo por meio da dosagem de malondialdeido
(MDA)

O MDA, um dos produtos finais da peroxidacao lipidica, € considerado um
importante marcador do estresse oxidativo e é de facil mensuracdo por meio da
reacdo com acido tiobarbittrico (TBARS) (OHKAWA et al., 1979; MARNETT, 1999;
BENEDETTI et al., 2012).

As amostras uterinas e ovarianas foram descongeladas e homogeneizadas em
tampao fosfato (PBS); em seguida, foi adicionado ao homogeneizado: 1,5mL acido
acético (20%, pH 3.5), 0,2mL de dodecilsulfato de sodio (8,1%), 1,5mL de TBA (0,8%)
e 0,7mL de agua. Os tubos foram entéo agitados e incubados em banho-maria a 95°C,
por 60 minutos. A medida de absorbancia foi realizada em espectrofotbmetro
(SpectraMax Plus384, Sunnyvale, CA, USA), a 523nm. As concentragbes foram

expressas em nmolar de malondialdeido/g de tecido.

3.8 Mensuracdo indireta de 6xido nitrico pela avaliacdo da concentracdo de

nitrito

Os niveis de 6xido nitrico (NO) ovariano e uterino foram mensurados conforme
descrito por MIRANDA et al. (2001) e ABD-ALLAH et al. (2009), com pequenas
adaptacdes. A partir das amostras previamente homogeneizadas, foram adicionados

0,5mL de etanol absoluto, com subsequente centrifugacdo a 2000g, durante 10
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minutos. Em sequéncia, 300uL de sobrenadante foram adicionados a 300uL de
cloreto de vanadio e 300pL de uma mistura 1:1 de Griess 1 (N- (1-naftil)-
etilenodiamina) e Griess 2 (sulfanilamida, 2% em 5% HCI). As amostras foram
incubadas em temperatura ambiente, por 30 minutos. A medida de absorbancia foi
realizada em espectrofotbmetro (SpectraMax Plus384, Sunnyvale, CA, USA), a

540nm. As concentracfes foram expressas em nmol de 6xido nitrico/g de tecido.
3.9 Forma de Anédlise dos Resultados

Para a comparagao dos resultados foi utilizado o teste paramétrico “t” de Student
para os dados que apresentaram distribuicdo normal ou o teste ndo-paramétrico de
Mann-Whitney, caso a distribuicdo ndo fosse normal. As diferencas foram julgadas

significantes quando p < 0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 Desenvolvimento fisico dos filhotes do sexo feminino (Geragéo F1)

Os pesos dos filhotes do sexo feminino pertencentes ao grupo tratado (CBZF1)
apresentaram reducdo estatisticamente significante no 1° 4° e 7° dpn, em
comparacao aos animais do grupo controle. Entretanto, apds o 10dpn até o desmame
(21dpn) ndo houve alteracbes no ganho de peso corpdreo entre 0S grupos

experimentais (Figura 1).
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Figura 1. Ganho de peso corporal dos animais pertencentes aos grupos controle (CF1) e tratado
(CBZF1). Valores expressos em média + desvio padrdo. Teste “t” de Student; *p <0,05. n=24.

Ainda, aos 1 e 4 dpn, o comprimento corporal apresentou diminuicdo
estatisticamente significante nos animais do grupo tratado (CBZF1) em relacdo aos

animais controles (Figura 2).
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Figura 2. Comprimento corporal dos animais pertencentes aos grupos controle (CF1) e tratado
(CBZF1). Valores expressos em média + desvio padrdo. Teste “t” de Student; *p <0,05. n=24.
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Em relagdo ao comprimento da cauda, ndo houveram diferencas estatisticas
entre 0s grupos experimentais em nenhuma das idades observadas (1 e 4dpn) (Figura
3).
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Figura 3. Comprimento da cauda dos animais pertencentes aos grupos controle (CF1) e tratado
(CBZF1). Valores expressos em média + desvio padrédo. Teste “t” de Student; *p <0,05. n=24.

4.2 Distancia e indice anogenital

A distancia anogenital dos filhotes do sexo feminino, pertencentes ao grupo tratado
(CBZF1), apresentou reducédo estatisticamente significante no 1°, 4° e 21° dia poés-

natal (dpn), em comparacao aos animais do grupo controle (CF1) (Figura 4).
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Figura 4. Distancia anogenital dos animais pertencentes aos grupos controle (CF1) e tratado
(CBZF1). Valores expressos em média + desvio padrdo. Teste “t” de Student; *p <0,05. n=24.



25

O mesmo foi observado no indice anogenital (distancia anogenital/peso corporal),
em que os animais do grupo tratado apresentaram diminuicdo estatisticamente

significante em todas as idades (Figura 5).
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Figura 5. indice anogenital dos animais pertencentes aos grupos controle (CF1) e tratado
(CBZF1). Valores expressos em média + desvio padrédo. Teste “t” de Student; *p <0,05. n=24.

4.3 ldade de ocorréncia de abertura vaginal

Os animais do grupo tratado (CBZF1) mostraram um aumento estatisticamente
significante na idade de ocorréncia da abertura vaginal em relacdo ao seu respectivo

grupo controle (CF1) (Figura 6).
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Figura 6. Idade de ocorréncia da abertura vaginal dos animais pertencentes aos grupos controle
(CF1) e tratado (CBZF1). Valores expressos em média + desvio padrdo. Teste “t” de Student; *p
<0,05. n=24.
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4.4 Avaliacao do ciclo estral

Em relagcéo ao ciclo estral, houve diminuicdo estatisticamente significante na
proporcgao de ciclos estrais regulares no grupo tratado (CBZF1) em relacdo ao grupo
controle (CF1) (Figura 7). A duragdo média do ciclo estral, em dias, foi maior no grupo

tratado em comparacédo ao grupo controle (Figura 8).
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Figura 7. Porcentagem de ciclos estrais normais dos animais pertencentes aos grupos controle
(CF1) e tratado (CBZF1). Valores expressos em média + desvio padréo. Teste “t” de Student; *p
<0,05. n=16

10

-]

=1

Duragéao do ciclo estral (dias)

CF1-90 CBZF1-90

Figura 8. Duracdo média em dias do ciclo estral dos animais pertencentes aos grupos controle
(CF1) e tratado (CBZF1). Valores expressos em média + desvio padréo. Teste “t” de Student; *p
<0,05. n=16.
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Quando as fases do ciclo estral foram avaliadas durante 15 dias, foi observada
uma reducdo no numero de dias em que o epitélio vaginal das ratas pertencentes ao
grupo tratado (CBZF1) permanecia nas fases de metaestro, de proestro e de estro,
enquanto a duracgéo da fase de diestro foi maior em relagcdo ao grupo controle (CF1)
(Figura 9).
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Figura 9. Nomero de dias nas fases de metaestro, diestro, proestro e estro do ciclo estral ao
longo de 15 dias dos animais pertencentes aos grupos controle (CF1) e tratado (CBZF1). Valores
expressos em média + desvio padrdo. Teste “t” de Student; *p <0,05. n=16.

4.5 Parametros morfométricos

O peso corporal final, os pesos absolutos e relativos do Utero e do ovario
apresentaram diminuicdo estatisticamente significante nos animais de 90 dias,
pertencentes ao subgrupo tratado (CBZF1-90). Os demais parametros avaliados néo
apresentaram diferencas estatisticas entre os subgrupos experimentais, tanto aos

45dpn quanto aos 90 dpn (Tabela 2).
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Tabela 2. Pesos absolutos (mg) e relativos (mg/Kg de peso corporal) do Gtero e ovario, de ratas com 45 e 90 dias de idade,
pertencentes aos subgrupos controle (CF1-45 e CF1-90) e tratado (CBZF1-45 e CBZF1-90).

Subgrupos
~ 45 dias 90 dias
Parametros

CF1-45 CBZF1-45 CF1-90 CBZF1-90
Peso corporal final (g) 141,625+3,44 140,71546,855 229,18+14,53 211,21+14,19*
Utero
Peso absoluto do Gtero (mg) 0,3850,059 0,396+0,279 0,600+0,161 0,404+0,092*
Peso relativo do ttero (mg/100g de peso 0,267+0,044 0,279+0.057 0,226+0.067 0,189+0,054*
corporal)
Ovaério
Peso absoluto do ovario (mg) 0,040+0,017 0,042+0,012 0,084+0,01 0,059+0,005*
Egﬁ)‘;gg"“"o do ovario (mg/100g de peso 0,03240,011 0,03020,009 0,03740,008 0,027+0,02*

Valores expressos em média + desvio padrdo. Teste “t” de Student; *p<0,05. Subgrupos 45 dias — n=6, Subgrupos 90 dias — n= 16.
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4.6 Avaliacao do Estresse oxidativo ovariano e uterino

4.6.1 Quantificacdo de malondialdeido aos 45 e 90 dpn

Os animais dos dois subgrupos tratados, aos 45 e 90dpn (CBZF1-45 e
CBZF1-90, respectivamente) apresentaram aumento estatisticamente
significante da concentracdo de malondialdeido no tecido ovariano em

comparagao aos seus respectivos controles (CF1-45 e CF1-90) (Figura 10).
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Figura 10. Concentracdo de malondialdeido (nMol/g) no tecido ovariano de ratos pertencentes
aos subgrupos controle (CF1) e tratado (CBZF1), aos 45 e 90 dias de idade. Dados representados
em Box plot (valor minimo, primeiro interquartil, mediana, terceiro interquartil e valor maximo).
Teste ndo paramétrico de Mann-Whitney; *p <0,05. n=7.

O mesmo foi observado no tecido uterino, ocorrendo aumento
estatisticamente significante da concentracdo de malondialdeido nos grupos
tratados, aos 45 e 90 dias de idade (CF1-45 e CF1-90) (Figura 11).
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Figura 11. Concentracdo de malondialdeido (nMol/g) no tecido uterino de ratos pertencentes aos
subgrupos controle (CF1) e tratado (CBZF1), aos 45 e 90 dias de idade. Dados representados em
Box plot (valor minimo, primeiro interquartil, mediana, terceiro interquartil e valor maximo).
Teste ndo paramétrico de Mann-Whitney; *p <0,05. n=7.

4.6.2 Quantificacdo de 6xido nitrico aos 45 e 90 dpn

Os animais dos subgrupos tratados, aos 45 e 90dpn (CBZF1-45 e CBZF1-90,
respectivamente), apresentaram alteracfes estatisticamente significantes da
concentracdo de Oxido nitrico no tecido ovariano em comparacao aos controles
(CF1-45 e CF1-90), caraterizadas por diminui¢do dos niveis de oxido nitrico no
ovario nos animais no subgrupo CBZF1-45, enquanto os animais do subgrupo
CBZF1-90 tiveram um aumento na concentragéo de o0xido nitrico ovariana (Figura

12).
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Figura 12. Concentracdo de 6xido nitrico (uMol/g) no tecido ovariano de ratos pertencentes aos
subgrupos controle (CF1) e tratado (CBZF1), aos 45 e 90 dias de idade. Dados representados em
Box plot (valor minimo, primeiro interquartil, mediana, terceiro interquartil e valor maximo).
Teste ndo paramétrico de Mann-Whitney; *p <0,05. n=7.

Da mesma forma, os animais de 45 dias de idade do subgrupo tratado (CBZF1-
45) apresentaram diminuicdo estatisticamente significante da concentracdo de
oxido nitrico no tecido uterino em comparacédo aos controles (subgrupo CF1-45).
Entretanto, aos 90 dias de idade, ndo foi evidenciada nenhuma alteracdo nos
niveis de 6xido nitrico entres os subgrupos controle e tratado (CF1-90 e CBZF1-

90, respectivamente) (Figura 14).
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Figura 13. Concentracdo de 6xido nitrico (uMol/g) no tecido uterino de ratos pertencentes aos
subgrupos controle (CF1) e tratado (CBZF1), aos 45 e 90 dias de idade. Dados representados em
Box plot (valor minimo, primeiro interquartil, mediana, terceiro interquartil e valor maximo).
Teste ndo paramétrico de Mann-Whitney; *p <0,05. n=7.
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5 DISCUSSAO

A CBZ é um farmaco amplamente utilizado por homens e mulheres, sendo
efetivo no tratamento de crises epiléticas, transtornos bipolares, neuralgia do
trigémeo, dores neuropaticas, esquizofrenia, Sindrome de Abstinéncia Alcodlica,
guadros de agressdao, entre outros disturbios neurolégicos (ROGAWSKI; PORTER,
1990; RICHERS; PERUCA, 1993; KHALILI et al., 2022; YIP et al., 2020; STUPPAECK
et al.,, 1990; BIALER, 2012; SWERDLOW, 1984; SINDRUP; JENSEN, 1999;
SODERPALM, 2002; ULLAH et al., 2018). Apesar de ser uma droga frequentemente
prescrita, a exposicdo paterna a CBZ e seus possiveis efeitos na geracdo F1

permanecem ainda pouco esclarecidos na literatura.

Os efeitos da exposicdo materna a CBZ durante o periodo de gestacédo e de
lactacdo, sobre ratos machos da geracdo F1, foram demonstrados em estudos
realizados pelo nosso grupo de pesquisa (ANDRETTA et al., 2014; OLIVA et al., 2020;
2021), e evidenciaram alteracdes da distancia anogenital, da descida testicular e da
separacao prepucial, sugerindo prejuizo sobre o desenvolvimento sexual masculino

pré e pés-natal.

Alteracdes das caracteristicas seminais, dos niveis de horménios sexuais, da
espermatogénese e da fertilidade de ratos também tém sido referidas durante e apés
terapia prolongada com CBZ (SOLIMAN; ABLA ABD, 1999; OLIVA; MIRAGLIA, 2009).
Ainda, ratos machos tratados com carbamazepina durante 70 dias consecutivos
apresentaram alteracdes no espermatozoide epididimario, como reducao da atividade
mitocondrial, da integridade acrossémica, da vitalidade e da motilidade espermatica,
associadas com aumento da fragmentacdo do DNA nuclear e maior frequéncia de

alteracGes morfoldgicas espermaticas (Dados ainda ndo publicados).

O mecanismo exato da toxicidade da CBZ sobre o espermatozoide nédo esta bem
definido, mas a formacdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) e o
desenvolvimento de estresse oxidativo tém sido propostos como mediadores de
alguns dos efeitos adversos desta droga. A excessiva producdo de EROs e o aumento
do estresse oxidativo podem ocasionar danos aos componentes celulares, diminui¢céo
na motilidade espermatica, na atividade mitocondrial e na habilidade de fertilizacdo do
odocito (AITKEN et al.,, 1985; YANAGIMACHI, 1994; DE LAMIRANDE; GAGNON,
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1995; PATEL, 2002; 2004; CONRAD et al. 2005; EGHBAL et al., 2013; AITKEN et al.,
2014; MORIELLI; OFLAHERTY, 2015; BAYSAL et al.,, 2017; O'FLAHERTY;
MATSUSHITA-FOURNIER, 2017). Além disso, a insuficiéncia dos mecanismos de
reparo de DNA do espermatozoide aumenta a sensibilidade deste ao estresse
oxidativo (LEWIS et al., 2013).

Niveis elevados de EROs também podem acarretar danos no processo de
compactacdo da cromatina (AITKEN, 2017; WAGNER et al., 2017; TVRDA et al.,
2018; TOOR; SIKKA, 2019) e alterar a integridade do DNA espermético por interferir
nos processos de protaminacdo, durante a espermiogénese, de compactagdo poés-
testicular da cromatina, e/ou pela oxidacéo direta, que ocasiona a fragmentacao do
DNA espermatico, comprometendo a fertilidade masculina e a viabilidade da prole.
Ainda, a atuacdo de EROs sobre as células da linhagem germinativa e, por fim, sobre
0s espermatozoides, pode impactar negativamente ndo somente na integridade do
DNA, mas também na dindmica da reprogramacao genética e epigenética do gameta

paterno, afetando o desenvolvimento e a qualidade do embriéo.

Existe ampla literatura sobre alteracdes em diferentes eventos ocorridos
durante a gestacdo, em razdo de fatores adversos, incluindo a exposicdo a
tratamentos medicamentosos. De fato, a associacdo entre saude materna e bem-estar
da prole tem sido bastante estudada e é relativamente bem definida. Por outro lado,
estudos epidemioldgicos e experimentais também sugerem a existéncia de diversos
mecanismos pelos quais fatores paternos podem influenciar o desenvolvimento da
prole (CURLEY; MASHOODG; CHAMPAGNE, 2011; FRIEDLER, 1996), estando
associadas ao aumento de morte embriondria, natimortos, malformacgdes congénitas,
abortos espontaneos, cancer infanti e a alteracdes no desenvolvimento
comportamental dos descendentes, sendo esses efeitos, em varios casos,
transmissiveis para as proximas geracdes (BONDE; TATTENBORG; HOUGAARD,
2019; HALES;ROBAIRE, 2001; VERSTEGEN et al., 2020). Ainda, embora existam
diferencas entre espécies, em geral, estudos experimentais fornecem fortes
evidéncias de que a exposicao paterna a drogas e outras toxinas pode ocasionar
efeitos sobre prole por meio da linhagem germinativa paterna (CURLEY;
MASHOODG; CHAMPAGNE, 2011; HALES; ROBAIRE, 2001).
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Desta forma, a integridade do genoma paterno desempenha importante papel
no estabelecimento, na manutencdo e na viabilidade da gestacdo, quer seja em
condicOes naturais ou por meios artificiais (SAKKAS; ALVAREZ, 2010). O DNA do
espermatozoide pode ser modificado por diferentes fatores, por meio de mecanismos
ligados a alteracbes da integridade do DNA e do epigenoma do espermatozoide
(niveis de metilacdo do DNA, modificacbes de histonas e perfis de RNA), como
também por algumas respostas imunologicas, inflamatdrias e vasculares maternas

mediadas por altera¢cdes do plasma seminal.

Diante destas informagdes e considerando a inexisténcia, na literatura, de
estudos que abordam os efeitos da exposicédo paterna a CBZ sobre a descendéncia,
o0 presente trabalho foi proposto, com a finalidade de investigar 0os possiveis impactos
da exposicao crbnica paterna a CBZ (geracdo F0), antes da concepcéo, sobre a prole
do sexo feminino (geragéo F1).

Os resultados obtidos demonstraram que a prole do sexo feminino pertencente
ao grupo CBZ (CBZF1) apresentou reducdo no peso corporal ao nascimento (1dpn),
gue permaneceu durante a primeira semana de vida, até os 7dpn. Possivel atraso
sobre o desenvolvimento embriofetal pode ter ocorrido, influenciado pela exposicao
paterna a CBZ, resultando em diminuicdo do peso corporal. Durante o periodo de
lactacdo, houve recuperacdo no ganho de peso dos filhotes e ndo houve alteracdes
significantes entre os grupos experimentais até a idade adulta, quando o ganho de
peso corporal reduziu novamente. Estimulos ou insultos ambientais durante periodos
criticos do desenvolvimento, incluindo o desenvolvimento pré-natal, podem ocasionar
efeitos de longo prazo, que podem se manifestar somente na idade adulta
(NYIRENDA, 2018; ARIMA; FUKUOKA, 2020).

Além disso, houve reducdo na distancia anogenital (AGD) e no indice
anogenital da prole feminina pertencente ao grupo tratado com CBZ (grupo CBZF1),
aos 1, 4 e 21dpn. Geralmente, a distancia e o indice anogenital refletem a
diferenciacdo dimoérfica influenciada por andrégenos nos dois sexos, sendo
normalmente duas vezes maior em machos do que em fémeas (ADIBI et al., 2015;
CHRISTIANSEN et al., 2014). Porém, fatores nao relacionados a atividade enddcrina

intrinseca de agentes exdgenos podem influenciar a medida da AGD, como peso
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corporal e comprimento dos filhotes, que podem variar amplamente em funcéo do
tamanho da ninhada e toxicidade neonatal (GALLAVAN et al., 1999).

Embora evidéncias de diminuicdo na AGD feminino sejam raras, a exposi¢cao
materna ao cetoconazol e ao paracetamol, durante a gestacdo, também ocasionou
reducao na AGD da prole do sexo feminino (TAXVIG et al., 2007; HOLM et al., 2016;
SCHWARTZ et al., 2019). No entanto, 0s mecanismos relacionados a esta ocorréncia

nao sdo conhecidos e devem ser melhor investigados.

Em roedores, a idade da abertura vaginal e do primeiro estro sdo marcadores
do inicio da puberdade nas fémeas, que ocorre geralmente entre 32 e 36dpn
(CUMMINGS; GRAY, 1987; GOLDMAN et al., 2007; KINSEY-JONES et al., 2010). No
presente estudo, as ratas do grupo tratado (CBZF1) apresentaram aumento da idade
de abertura vaginal, sugerindo que a exposi¢ao paterna a CBZ acarreta inicio tardio
da puberdade na prole do sexo feminino. Geralmente, a abertura vaginal e a primeira
ovulacdo estao relacionadas e ocorrem em resposta a um aumento dos niveis séricos
de estradiol durante a puberdade (STUMP et al., 2012).

Além disso, o acompanhamento de regularidade e duracédo do ciclo estral,
avaliado por meio dos esfregacos vaginais realizados entre o 75° e 90° dpn, revelou
gue ratas do subgrupo CBZF1-90 apresentaram aumento na propor¢céo de ciclos
irregulares e de duracéo de cada ciclo, com redug&o no tempo nas fases de proestro,
estro e metaestro, enquanto a fase de diestro foi significantemente prolongada. Como
o ciclo estral de ratas inicia-se imediatamente ap6s a abertura vaginal, provavelmente
o inicio tardio da puberdade possa ter interferido na sincronicidade e na regularidade

do ciclo estral dos animais deste grupo.

A avaliacdo de alteracbes nas células epiteliais vaginais € um método
relativamente ndo invasivo (til para acompanhar os ciclos reprodutivos em
roedores. No entanto, deve-se considerar que 0s primeiros ciclos estrais, apds a
ocorréncia da abertura vaginal, podem normalmente ser irregulares antes do
estabelecimento de um padréo ciclico de ovulacao, que se inicia por volta dos 60 dpn
(GOLDMAN et al., 2007).

O ciclo estral de ratas ocorre em um curto periodo de tempo, geralmente 5 dias,

e apresenta 4 fases, caracterizadas pela combinacao na proporc¢éo de diferentes tipos
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celulares no esfregaco vaginal. Desta forma, a avaliagdo da sincronicidade do ciclo
estral é utilizada com um indice indireto do estado funcional do eixo hipotalamo-
hipofise-ovario (HPG) (MARCONDES et al., 2002; WHALEN et al., 2016 GEREZ et
al.,, 2005; GOLDMAN et al.,, 2007). Em um ciclo regular, a fase de proestro
normalmente dura cerca de 15 horas e é caracterizada pela predominancia de células
epiteliais nucleadas devido ao aumento dos niveis séricos de estradiol e da atividade
proliferativa do epitélio vaginal. Nesta fase também ocorre o pico de LH. Em
sequéncia, na fase de estro, com duracao de 12 horas, ocorre a queda dos niveis de
estrogénio, a ovulagdo e formacdo do corpo Iuteo com consequente elevacao nos
niveis de progesterona, ocasionando diminui¢do da proliferacdo do epitélio vaginal e,
portanto, o esfregaco vaginal € constituido pela presenca de grande quantidade de
células cornificadas (ou queratinizadas) (LONG; EVANS, 1922; GOLDMAN et al.,
2007; BARHA; GALEA, 2010).

Entre as fases de estro e de diestro, um estagio intermediario que precede a
infiltracdo leucocitaria denominado metaestro ou diestro 1 é caracterizado pela
presenca de uma combinacdo de leucdcitos, células cornificadas e de células
epiteliais redondas no esfregaco vaginal, concomitante a altos niveis de progesterona.
Em seguida, a fase de diestro (ou diestro 2) possui duragdo mais prolongada, de 48 a
62 horas, caracteriza-se pela presenca predominante de leucécitos no esfregaco
vaginal e, ao final dessa fase, ocorre novamente o aumento dos niveis de estrogénio
(LONG; EVANS, 1922; GOLDMAN et al., 2007; BARHA; GALEA, 2010).

A citologia vaginal reflete alteracdes no hormoénio ovariano circulantes de forma
gue, durante o ciclo estral de ratas, os niveis de estradiol estdo elevados nas fases de
proestro e estro, enquanto que altos niveis de progesterona ocorrem nas fases de
metaestro e de diestro. Desta forma, o0 aumento na duracéo da fase de diestro indica
o prolongamento da luteogénese e presenca de altos niveis de progesterona
secretados pelo corpo luteo, resultando em inibigdo por feedback do horménio foliculo
estimulante (FSH) e baixos niveis de estradiol, culminando em atraso no inicio de nova
foliculogénese e na oocitacdo e, portanto, resultando em efeito adverso sobre a
reproducéo feminina (STUMP, 2012; COOPER et al., 1998). Ainda, a reducao na
duracdo da fase de proestro pode indicar que alteracdes nos niveis de FSH, assim
como na ocorréncia dos picos de estrogeno e LH, interferindo nos processos de

dominancia folicular, ovulacéo e formacéo do corpo Iuteo.



37

A reducdo nos pesos relativo e absoluto do utero, observada em ratas
pertencentes ao subgrupo CBZF1-90, pode estar relacionada, em parte, com o
aumento de duracéo da fase de diestro, pois o Utero apresenta maior peso na fase de
estro, diminuindo durante fase de diestro (STUMP et al., 2012). Da mesma forma, a
reducdo dos pesos absoluto e relativo do ovério neste mesmo subgrupo poderia ser
consequéncia de reducdo do numero de foliculos ovarianos devido ao atraso na

foliculogénese.

O estresse oxidativo é definido como um desequilibrio entre a formacgéo de
EROs e a atividade das enzimas antioxidantes, e pode ter um papel importante em
diversos processos patoldgicos. Nesse contexto, 0 estresse oxidativo pode ocorrer
pela reducédo dos niveis ou da acao de enzimas antioxidantes, producdo excessiva de
EROs ou de ambos os eventos. Muitos biomarcadores podem ser utilizados para a
avaliar o status oxidativo dos tecidos, dentre eles o Malondialdeido (MDA) e o 6xido
nitrico (NO) (CZERSKA et al., 2015). O MDA é um produto final da peroxidacao
lipidica, enquanto o NO, produzido pela enzima NO sintase, é responsavel por varios
processos fisiopatolégicos, entre eles disturbios neurolégicos como a epilepsia
(ARHAN et al., 2010).

Neste estudo, os tecidos uterino e ovariano dos subgrupos tratados com CBZ,
aos 45 e 90dpn (subgrupos CBZF1-45 e CBZF1-90, respectivamente), demostraram
concentracbes de MDA significativamente maiores quando comparado aos seus
respectivos subgrupos controles, indicando ocorréncia de peroxidacao lipidica. No
entanto, no subgrupo CBZF1-45, houve reducao dos niveis de NO no tecido ovariano
e uterino, enquanto que nas ratas do grupo tratado com CBZ, aos 90dpn (CBZF1-90),

ocorreu aumento na concentracdo de NO somente no ovario.

Conforme abordado anteriormente, o estresse oxidativo € causado por um
desequilibrio entre niveis de EROs e/ou espécies reativas de nitrogénio (RNS) e a
atividade enzimatica antioxidantes. Existe uma relacdo complexa entre EROs e o
sistema antioxidante endogeno no trato reprodutor feminino. EROs sdo normalmente
produzidos por macrofagos, neutréfilos e células da granulosas presentes nos
foliculos maduros, células endometriais e pelo corpo luteo (BURTON et al., 2010;
RUDER et al., 2009; AGARWAL et al., 2016).
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As EROs estao envolvidas em diversos processos fisioldgicos e desempenham
papel importante no processo de foliculogénese, na inducdo da ovulacdo, na
ocorréncia de alteracbes ciclicas endometriais, na fertilizacdo, implantacao
embrionéria e manutencao da gravidez (NATH et al., 2021; DAS; ROYCHOUDHURY,
2022). EROs também influenciam a lutedlise, a secrecdo de progesterona pelo corpo
liteo e a ocorréncia de atresia folicular (BEHRMAN, 2001; AGARWAL et al., 2016;
NATH et al., 2021; AL-GUBORY et al., 2012; RIZZO et al., 2012; SUGINO, 2005).

As EROs foliculares promovem apoptose enquanto o estrogénio estimula a
producdo da enzima catalase no foliculo dominante, evitando a ocorréncia de
apoptose. No entanto, no Utero, o aumento dos niveis de hormbnios estrogénios
resultam no aumento significativo nos niveis de EROs e em peroxidacéo lipidica, com
parte dos efeitos revertidos pela atividade da catalase. Ainda, a producdo de
superoxido dependente de NADPH ovariana e uterina parece ser induzivel por LH
(AGARWAL et al., 2016; MENDES et al., 2022; GUPTA et al., 2014; DESOUZA et al.,
2005).

A geracdo de EROs pelo sistema P450 também €& importante durante o
processo metabdlico de sintese de hormoénios esteroides no ovario. A reacdo da
monooxigenase, mediada pelo P450, é necesséria para o processo esteroidogénico
gue, inevitavelmente, produz EROs como subprodutos. A geracdo de superoxido
dependente de NADPH no ovario de camundongos aumenta durante a fase pré-
ovulatoria precoce e durante a fase litea em animais prenhes (BEHRMAN, 2001,
AGARWAL et al., 2016; NATH et al., 2021; AL-GUBORY et al., 2012; RIZZO et al.,
2012; SUGINO, 2005; FUJII et al. 2005).

Entretanto, niveis excessivos de EROs, que levam ao estresse oxidativo,
podem afetar foliculos maduros e induzir dano tecidual no ovario, resultando em
disfuncédo ovariana. Os leucdcitos fagocitarios expressam a enzima NADPH-oxidase
e geram grandes quantidades de anions superdxido. As EROs também tem sido
correlacionada com complicacdes associadas a gravidez, particularmente perda
gestacional recorrente, pré-eclampsia e mola hidatiforme, e a infertilidade, incluindo
endometriose, hidrossalpinge, infertiidade e envelhecimento ovariano prematuro
(GUPTA et al., 2009; NATH et al., 2021).
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Por sua vez, as espécies reativas de nitrogénio (ERNs) sdo derivadas
principalmente do NO e também participam de diversos processos reprodutivos. O
sistema enzimatico oxido nitrico sintase (NOS) catalisa a formac&o de NO a patrtir de
O:2 e L-arginina, usando NADPH como doador de elétrons. Em geral, o NO produzido
pela NOS neuronal e NOS endotelial regula funcdes fisiolégicas, a maturacdo de
odcitos e a ovulagdo (SHUKOVSKI, TSAFRIRI, 1994; JABLONKA-SHARIFF, OLSON
LM, 2000; BUDANI; TIBONI, 2021), enquanto a producédo de NO por NOS induzivel,
expressa principalmente em macrofagos apos indugéo por varios estimulos, incluindo
citocinas inflamatorias, esta envolvido fisiopatolégicas. Desta forma, o NO pode inibir
a esteroidoigénese em foliculos periovulatérios e a secrecdo de estradiol e,
consequentemente, de aromatase em células granulosas-luteas. Ainda, o estradiol
pode induzir a morte das células luteinicas por estimular a via de sintese de NO (VAN
VOORHIS et al., 1994; AGARWAL et al., 2012; FUJII et al., 2005; DAVE et al., 1997;
BUDANI, TIBONI, 2021).

A alta taxa metabdlica do corpo luteo resulta em grande consumo de substratos
de oxigénio e energia, com consequente aumento na producéo de EROs; portanto, as
células liteas s&o expostas a altas concentragbes de EROs. E importante ressaltar
gue o controle das concentragbes fisiologicas de EROs Idteas por enzimas
antioxidantes € essencial para a producdo de progesterona pelo corpo lateo
(BEHRMAN, 2001; NATH et al., 2021; AL-GUBORY et al., 2012; RIZZO et al., 2012;
SUGINO, 2005). Durante a fase de regressao do corpo liteo e reducdo nos niveis de
progesterona, ocorre diminuicdo na concentragdo da enzima superoxido dismutase e
0 aumento na concentracdo de EROs, produzidos por macréfagos (DESOUZA et al.,
2005). O NO inibe a sintese de estradiol e possivelmente também participe da
regressao luteinicas, por meio da inibicdo da esteroidogénese (OLSON et al., 1996;
SUGINO, 2005).

A producao excessiva de ERNs, assim como as EROs, pode afetar a estrutura
e a funcdo de proteinas e, portanto, causar alteracbes na atividade de enzima
catalitica, alterar a organizacdo do citoesqueleto e prejudicar a sinalizacao inter e
intracelular (FUJII et al., 2005).

Em condi¢cOes de baixo status antioxidante, a produc¢ao intracelular do anion

superédxido aumenta. A reacdo entre NO e 0 anion superoéxido resulta na formacgéo de



40

peroxinitrito que é capaz de induzir peroxidacédo lipidica, citotoxicidade e nitrosacéo
de moléculas de tirosina, que atuam como mediadores da funcdo enzimatica e da
transducao de sinal. Portanto, uma vez que parte do NO é convertido em peroxinitrito
por reacdo com EROs, 0 estresse nitrosativo ocorre simultaneamente com ao estresse
oxidativo (FUJII et al., 2005).

Os niveis de EROs e/ ou ERNs e de enzimas antioxidantes endogenas estao
intimamente relacionadas aos eventos do ciclo ovariano, ou seja, foliculogénese,
ovulacdo e formacdo do corpo Idateo, bem como séo influenciados pelas
gonadotrofinas e hormonios ovarianos. Desta forma, as alteracdes apresentadas na
irregularidade e na duracao das fases do ciclo estral de ratas do subgrupo CBZF1-90,
as quais sugerem alteragcdes no eixo hipotalamo-hipdéfise-ovario, possivelmente
estejam associadas a ocorréncia de peroxidacao lipidica e de estresse oxidativo e
nitrosativo observada neste subgrupo. Entretanto, ndo foram encontradas evidéncias

gue justificam a reducao nos niveis de NO nos animais do subgrupo CBZF1-45.

Andlises histopatologicas e estereoldgicas uterinas e ovarianas, além da
realizacdo de dosagens plasmaticas de gonadotrofinas e hormoénios sexuais
estrogeno e progesterona, nos animais de 45 e 90 dpn, deverdo ser realizados para

melhor esclarecimento dos resultados obtidos no presente estudo.
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6 CONCLUSAO

Os resultados do presente estudo sugerem que a exposicdo paterna a
carbamazepina acarreta impactos negativos sobre prole do sexo feminino, de forma
mais intensa na fase adulta, evidenciados por altera¢cdes no desenvolvimento fisico,
estabelecimento de puberdade tardia, reducdo na morfometria ovariana e uterina,
irregularidade e alterac6es na duracédo das fases do ciclo estral, bem como inducgéo

de estresse oxidativo no Utero e ovario.

Demais estudos estdo em andamento a fim de proporcionar mais informacdes
em relacdo aos efeitos causados pela carbamazepina, tanto sobre o espermatozoide
paterno, quanto sobre o desenvolvimento sexual, as gbnadas e o trato genital e
gualidade espermatica na prole do sexo masculino, os quais ndo foram o objetivo
deste trabalho, quanto nos diversos aspectos relacionados aos diferentes estagios do

desenvolvimento da prole feminina.
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Certificamos que a proposta intitulada "Efeitos da carbamazepina sobre espermatozoides
epididimarios e a capacidade reprodutiva de ratos adultos e possiveis impactos sobre o
desenvolvimento neurocomportamental e reprodutivo da prole (geracdo F1)", protocolada sob
0 CEUA n°® 5294210322 (po11s14,, SOb a responsabilidade de Samara Urban de Oliva e equipe;
Marina Nunes dos Santos; Profa. Dra. Sandra Maria Miraglia Valdeolivas; Renato Borges
Tesser; Gabriela Nascimento; Samara Urban de Oliva; Catarina Conrado de Britto; Amanda
Seraphim Oliveira - que envolve a producdo, manutencédo e/ou utilizacdo de animais
pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa
cientifica ou ensino - esta de acordo com os preceitos da Lei 11.794 de 8 de outubro de 2008,
com o Decreto 6.899 de 15 de julho de 2009, bem como com as normas editadas pelo
Conselho Nacional de Controle da Experimentacdo Animal (CONCEA), e foi aprovada pela
Comisséo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de Sao Paulo
(CEUA/UNIFESP) na reuniéo de 12/05/2022.

We certify that the proposal "Carbamazepine effects on epididymal sperm and reproductive
capacity of adult rats and possible impacts on neurobehavioral and reproductive development
of offspring (F1 generation)”, utilizing 40 Heterogenics rats (10 males and 30 females),
protocol number CEUA 5294210322 po11s14), under the responsibility of Samara Urban de
Oliva and team; Marina Nunes dos Santos; Profa. Dra. Sandra Maria Miraglia Valdeolivas;
Renato Borges Tesser; Gabriela Nascimento; Samara Urban de Oliva; Catarina Conrado de
Britto;, Amanda Seraphim Oliveira - which involves the production, maintenance and/or use of
animals belonging to the phylum Chordata, subphylum Vertebrata (except human beings), for
scientific research purposes or teaching - is in accordance with Law 11.794 of October 8,
2008, Decree 6899 of July 15, 2009, as well as with the rules issued by the National Council
for Control of Animal Experimentation (CONCEA), and was approved by the Ethic
Committee on Animal Use of the Federal University of Sao Paulo (CEUA/UNIFESP) in the
meeting of 05/12/2022.

Finalidade da Proposta: Pesquisa (Académica)
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Origem: CEDEME - Centro de Desenvolvimento de Modelos Experimentais para Medicina

e Biologia
Espécie: Ratos heterogénicos sexo: Machos idade: 85a95dias N: 10
Linhagem: Wistar Peso: 300a350g
Origem: CEDEME - Centro de Desenvolvimento de Modelos Experimentais para Medicina

e Biologia
Espécie:  Ratos heterogénicos sexo: Fémeas idade: 80a90dias N: 30
Linhagem: Wistar Peso: 200a300g
Origem: Biotério de Biologia da Reproducdo e do Desenvolvimento

(UNIFESP - Séo Paulo)
Espécie:  Ratos heterogénicos sexo: Machos idade: 93a93dias N: 0
Linhagem: Wistar Peso: 300a350¢g
Origem: Biotério de Biologia da Reproducédo e do Desenvolvimento

(UNIFESP - Séo Paulo)
Espécie: Ratos heterogénicos sexo: Machos idade: 90a90dias N: 0
Linhagem: Wistar Peso: 300a350¢g
Origem: Biotério de Biologia da Reproducéo e do Desenvolvimento

(UNIFESP - Sao Paulo)
Espécie: Ratos heterogénicos sexo: Machos idade: 45a45dias N: 0
Linhagem: Wistar Peso: 100a120¢g
Origem: Biotério das Disciplinas de Biologia Celular e Parasitologia

(UNIFESP - Sao Paulo)
Espécie: Ratos heterogénicos sexo: Fémeas idade: 90a90dias N: 0
Linhagem: Wistar Peso: 200a300g
Origem: Biotério de Biologia da Reproducdo e do Desenvolvimento

(UNIFESP - Sédo Paulo)
Espécie:  Ratos heterogénicos sexo: Fémeas idade: 45a45dias N: 0O
Linhagem: Wistar Peso: 90a120¢g

Vigéncia da Proposta: de 06/2022 a 02/2027Area: Biologia do Desenvolvimento/morfologia

Local do experimento: Laboratério de Biologia da Reproducdo e do Desenvolvimento -

Disciplina de Biologia do Desenvolvimento -

Rua Botucatu, 740 - 2° andar - Vila Clementino - CEP 04023-061 - Sdo Paulo/SP - tel: +55 (11) 5576-4848
Horério de atendimento: 22 a 62, das 8h as 12h e das 14h as 17h : e-mail: ceuasecretaria@gmail.com
CEUA N 5294210322

Departamento de Morfologia e Genética - UNIFESP/EPM
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Sdo Paulo, 17 de agosto de 2022
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Profa. Dra. Daniela Santoro Rosa Profa. Dra. Kéatia De Angelis Lobo d'Avila
Coordenadora da Comisséo de Eticano Usode  Vice-Coordenadora da Comissdo de Etica no
Animais Uso de Animais

Universidade Federal de Sdo Paulo Universidade Federal de Sdo Paulo

Rua Botucatu, 740 - 2° andar - Vila Clementino - CEP 04023-061 - Sdo Paulo/SP - tel: +55 (11) 5576-4848
Horério de atendimento: 22 a 62 das 8h as 12h e das 14h as 17h : e-mail: ceuasecretaria@gmail.com
CEUA N 5294210322



