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RESUMO

A superpopulacdo de caes e gatos errantes gera prejuizos a saude publica, biodiversidade e aos
proprios animais que sobrevivem sem condigdes de bem-estar. Para o controle reprodutivo, o
método mais comumente empregado é a esterilizacdo, sendo as opgdes cirurgicas (orquiectomia
e ovariohisterectomia) as mais aplicadas. Porém, o meétodo é ineficiente para o controle
populacional em massa de animais errantes. Assim, métodos alternativos, menos invasivos vém
sendo estudados. Nesse interim, a esterilizacdo quimica demonstra-se como alternativa
promissora, mas com limitacdo de ter uso praticamente exclusivo em machos. Sabe-se que para
o controle populacional eficaz, os métodos devem ser Gteis em ambos 0s sexos. Neste contexto,
0 composto quimico 4-vinilciclohexeno diepoxido (4-VCD), vem sendo utilizado em roedoras
para induzir a perda de foliculos ovarianos e mimetizar a menopausa humana. O composto
apresenta ovotoxicidade seletiva, acelerando o processo de atresia em foliculos primordiais e
primarios, culminando em falha ovariana prematura. Para tal, o composto é utilizado pela via
intraperitoneal, considerada invasiva e passivel de complicacdes. Vislumbrando a utilizacéo do
4-VCD para o controle populacional de fémeas errantes (cadelas e gatas) é necessario o estudo
de uma via menos invasiva e eficaz. Assim, o objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito
do 4-VCD sobre os ovarios e seu potencial quimioesterilizante, por meio de inoculacéo de gel
intravaginal em modelos experimentais. Para tal, foram utilizadas 20 ratas Wistar, adultas, igual
e aleatoriamente divididas em dois grupos, de acordo com o tratamento recebido: controle e
tratadas com gel contendo 4-vinilciclohexeno diepoxido. O grupo controle recebeu 0,2mL de
gel a base de quitosana e o grupo tratamento recebeu 0 mesmo gel, contendo 4-vinilciclohexeno
diepdxido na dose de 160 mg/kg. As inoculacbes foram diarias por 15 dias consecutivos. As
ratas foram avaliadas diariamente por citologia vaginal até a eutanasia. Os animais foram
submetidos a eutanasia em dois momentos distintos (metade do grupo em cada): ap6s 16 dias
do inicio do tratamento (M1) ou apds 30 dias (M2). Os ovarios foram colhidos, preparados e
avaliado a luz da microscopia Optica para contagem de foliculos primordiais e primarios e sua
classificacdo em atrésicos ou saudaveis. Irregularidades no ciclo estral das ratas foram notadas
no grupo tratado, com prolongamento nas fases de diestro em M1 e M2; em M2, observou-se
ainda prolongamento da fase de estro. No grupo tratado com 4-VCD houve diminuigdo no
namero de ciclos estrais em relacdo ao controle. A avaliacdo folicular revelou aumento na
proporcao de foliculos primordiais atrésicos no grupo tratado em comparagao ao grupo controle

nos dois momentos de avaliagdo. Em contrapartida, no grupo controle notou-se maior proporcao



de foliculos primordiais saudaveis, quando comparado ao grupo tratamento, nos dois
momentos. Na contagem global de foliculos em M2, o grupo tratado apresentou maior media
de foliculos primordiais atrésicos comparado ao grupo controle. Deste modo, foi possivel
observar acao ovotoxica do 4-VCD pela via intravaginal em meio gel de quitosana. Contudo, o
tratamento por 15 dias com gel intravaginal composto por 4-VCD na dose de 160 mg/kg néo
promoveu falha ovariana durante o periodo de experimento. Estudos futuros devem ser
realizados com intuito de determinar tempo de exposicao e dose ideal, suficiente para promover

infertilidade em ratas.

Palavras-chave: 4-Vinilciclohexeno diepoxido. Quimioesterilizacdo. Castracdo quimica.

Ovotoxicidade. Atresia folicular.



ABSTRACT

The overpopulation of stray dogs and cats damages public health, biodiversity, and the animals
themselves that survive without conditions of well-being. For reproductive control, the most
commonly used method is sterilization, with surgical options (orchiectomy and
ovariohysterectomy) being the most applied. However, the method is inefficient for mass
population control of stray animals. Thus, alternative and less invasive methods have been
studied. Therefore, chemical sterilization shows it self as a promising alternative, but with the
limitation of having practically exclusive use in males. It is known that for effective population
control, the methods must be useful in both sexes. In this context, the chemical compound 4-
vinylcyclohexene diepoxide (4-VCD), has been used in rodents to induce loss of ovarian
follicles and mimic human menopause. The compound shows selective ovotoxicity,
accelerating the atresia process in primordial and primary follicles, culminating in premature
ovarian failure. For this, the compound is used by the intraperitoneal route, considered invasive
and prone to complications. In order to use the 4-VCD for the population control of wandering
females (bitches and cats) it is necessary to study a less invasive and effective route. Thus, the
objective of the present study was to evaluate the effect of 4-VCD on the ovaries and their
chemosterilizing potential, through inoculation of intravaginal gel in experimental models. For
this purpose, 20 adult Wistar rats were used, equally and randomly divided into two groups,
according to the treatment received: control and treated with gel containing 4-VCD. The control
group received 0.2 mL of chitosan-based gel and the treatment group received the same gel,
containing 4-VCD at a dose of 160 mg/kg. The inoculations were daily for 15 consecutive days.
The rats were evaluated daily by vaginal cytology until euthanasia. The animals were
euthanized at two different times (half of the group each): 16 days after the start of treatment
(M1) or after 30 days (M2). The ovaries were collected, prepared, and assessed under light
microscopy to count primordial and primary follicles and their classification into healthy or
atretic. Irregularities in the estrous cycle of rats were noted in the treated group, with
prolongation in the diestrus phases in M1 and M2; in M2, prolongation of the estrus phase was
also observed. In the group treated with 4-VCD, there was a decrease in the number of estrous
cycles compared to the control. The follicular evaluation revealed an increase in the proportion
of primordial atresia follicles in the treated group compared to the control group at both times
of evaluation. In contrast, in the control group, there was a higher proportion of healthy

primordial follicles, when compared to the treatment group, at both times. In the global follicle



count in M2, the treated group had a higher mean of primordial atretic follicles compared to the
control group. Thus, it was possible to observe the ovotoxic action of 4-VCD through the
intravaginal route in chitosan gel. However, treatment for 15 days with intravaginal gel
composed of 4-VCD at a dose of 160 mg/kg did not promote ovarian failure during the
experiment period. Future studies should be carried out in order to determine the exposure time
and ideal dose, sufficient to promote infertility in rats.

Keywords: 4-vinylcyclohexene diepoxide. Chemosterilization. Chemical castration.

Ovotoxicity. Follicular atresia.
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Figura 1: Fotomicrografia de sec¢des de ovarios (magnificacdo de 40x) corados com
hematoxilina e eosina. A) Amostra do grupo controle, em M1. Nota-se pequenos foliculos
primordiais saudaveis agrupados na regido cortical do tecido ovariano (seta). Notar disposi¢éo
das células da granulosa com formato achatado (ponta de seta) circundando o odcito. Contorno
nuclear do oocito bem delimitado e com formato circular (*). B) Amostra do grupo 4-VCD em
ML1. Foliculo primordial atrésico, notar encolhimento do odcito e células da granulosa com
perda de contato com o estroma ovariano (seta). Ainda, nota-se nucleo do odcito contraido e
formato irregular (*). C) Amostra do grupo controle em M1. Notar foliculo primério saudavel

(seta), circundado por uma camada de células da granulosa em formato cuboidal. O foliculo



apresenta disposi¢do uniforme das células da granulosa, assim como, nucleo em formato
circular e contornos regulares (*). D) Amostra do grupo 4-VCD em M1. Notar foliculo primério
atrésico (seta), com citoplasma do o6cito com aspecto granular e perda de contato focal entre
células da granulosa e oo0cito (ponta de seta). Notar contorno nuclear irregular com
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Figura 2: Imagem de duas ratas durante o processo de exploracdo macroscopica e coleta de
tecidos para analise. Imagens A, B e C rata grupo tratamento em M1. Imagens D e E rata
controle em M1. Ambos animais estavam em mesma fase de ciclo estral. A) Rata apresentando
exsudato serosanguinolento na vulva e regido perineal (seta), no 15° dia de inoculagéo de gel
intravaginal; B) Rata apresentando secre¢cdo sanguinolenta na vulva pelo segundo dia
consecutivo, 16° dia de experimento (M1); C) Corpo e corno uterino direito de rata no momento
de eutanasia e exploracdo macroscopica em M1, apresentando estruturas com aspectos cisticos
(setas), vasos congestos, assim como, tecido com regifes edemaciadas; D) Rata em M1,
momentos antes da eutanasia. Apresentando regido perineal livre de exsudatos e com aparéncia
saudavel (seta); E) Corpo e cornos uterinos saudaveis macroscopicamente de rata do grupo
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1 INTRODUCAO

De acordo com WORLD VETERINARY ASSOCIATION (2016), o numero de caes
abandonados no mundo ultrapassa os 200 milhGes, sendo considerado problema global (LEOCI
et al., 2019). Na América do Sul, estima-se que tenham mais de 20 cées de rua para cada 100
pessoas (KARTAL; ROWAN, 2018). Ainda assim, acredita-se que esses numeros estejam
subestimados, visto que, ndo ha informagdes confiaveis a respeito do nimero total de cées e
gatos errantes (OTRANTO et al., 2017). Essa superpopulacdo gera riscos a salde publica
devido a veiculacdo de zoonoses e aos proprios animais, que sobrevivem sem condicGes de
bem-estar (BECK, 1975; DOHERTY et al., 2017; MASSEI et al., 2017; SEIMENIS;
TABBAA, 2014). Nos EUA, trés a quatro milhdes de cées e gatos séo sacrificados anualmente
como uma das medidas de controle populacional de animais errantes (OTRANTO et al., 2017).

A esterilizacdo dos animais além de ser um método humanitario, é a principal medida
de controle populacional de animais errantes, sendo as opcdes cirurgicas (ovariohisterectomia
e orquiectomia), as mais aplicadas (CATHEY et al., 2010; JANA; SAMANTA, 2007,
MOGHEISEH, et al., 2017). Embora a esterilizacdo cirargica tenha contribuido para reducéo
da populacdo de animais errantes, é ineficaz para esse fim, devido a dificuldade de realizacdo
em massa (DIAS et al., 2015; GRIFFIN, 2013; HEKMAN, 2020). Assim, métodos alternativos,
como a quimioesterilizagdo, estdo sendo desenvolvidos, priorizando menor invasividade e
custos, assim como, passiveis de uso em grande escala com seguranca (CATHEY et al., 2010;
HEKMAN, 2020; JANA; SAMANTA, 2006).

Diversas substancias quimioesterilizantes vem sendo estudadas ao longo dos anos, e
percebe-se que, a maioria dos estudos sdo em animais do género masculino e com aplicagao
diretamente nas gbnadas, mais acessiveis a esse tipo de administracdo que os ovéarios (CATHEY
etal., 2010; CAVALIERI, 2017; LEOCI et al., 2019; PAKSOQY et al., 2018).

Em fémeas, embora existam parcos estudos envolvendo quimioesterilizagdo, um
composto quimico chamado 4-vinilciclohexeno diepdxido (4-VCD), vem sendo utilizado
experimentalmente ha décadas para promover faléncia ovariana em ratas, como modelo
experimental de menopausa humana (HOYER et al., 2001; REIS et al., 2014). O quimico atua
induzindo apoptose dos pequenos foliculos pré-antrais ovarianos (foliculos primordiais e
primarios) (KAO etal., 1999; VAN KEMPEN et al., 2011). Porém, a via de administragdo mais
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utilizada em roedores é intraperitoneal (IP), considerada invasiva e passivel de complicacdes,
como lesdes iatrogénicas em 6rgaos abdominais (MUHAMMED, 2009).

Devido as caracteristicas ovotdxicas do 4-VCD, o aprofundamento dos estudos
relacionados a sua aplicacdo como quimioesterilizante é importante. Vislumbrando sua
utilizacdo para controle populacional de cées e gatos, é necessario que a via de administracao
seja menos invasiva e mais segura do que a atualmente utilizada, que permita ainda, absorgéo
do composto quimico e sua acdo ovotoxica. Neste sentido, este estudo tem o objetivo de avaliar
o efeito do uso de gel intravaginal contendo 4-VCD em ratas sobre os foliculos ovarianos e

ciclo estral.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Esterilizacdo quimica em cées e gatos

O controle da fertilidade pode ser obtido através de esterilizacdo cirurgica, quimica e
contracep¢do (KUTZLER; WOOD, 2006; MASSEI, 2013; MUNSON, 2006). No caso de
esterilizacdo quimica ou quimioesterilizacdo, sdo utilizados compostos que atuem inibindo a
sintese de gametas, horménios gonadais ou impecam o transporte de gametas, promovendo
esterilizacdo permanente ou temporaria (BROWN, 2003; CAVALIERI, 2017; FAHIM et al.,
1993). Quando comparados aos métodos cirlrgicos, apresentam vantagens como: baixo custo,
facil aplicacdo, ndo necessitam de anestesia geral e uso passivel em grande escala (CATHEY
et al.,, 2010; CAVALIERI, 2017; JANA; SAMANTA, 2011; KATHERINE; LINDA, 2013;
LEOCI et al., 2014).

Nesse contexto, a quimioesterilizacdo vem sendo estudada como alternativa a castracéo
cirdrgica visando o controle populacional de animais errantes pois, 0s métodos cirargicos
necessitam de estrutura clinica, equipe qualificada, sdo demorados, necessitam maiores
cuidados p6s-operatérios e possuem custo elevado para aplicacdo em grande escala (BROWN,
2003; KUTZLER; WOOD, 2006). Além disso, muitos proprietarios optam por evitar a
castracdo cirurgica por diversos motivos, tornando-se um tabu em algumas culturas e
sociedades (ACC & D, 2013; FAO, 2014; SOTO et al., 2005). Nesse interim, especula-se que
a quimioesterilizacdo possa também ser uma alternativa a estes proprietarios.

Em pequenos animais, o emprego da esterilizagdo quimica vem sendo estudado e
reportado desde as décadas de 1960-70, por meio de compostos quimicos esclerosantes
(CHATTERJEE; KAR, 1968; KOGER, 1978; PINEDA; FAULKNER, 1974; PINEDA;
HEPLER, 1981; PINEDA et al., 1977; THOMPSON, 1976). Desde ent&o, diversos compostos
tém sido utilizados como quimioesterilizantes, como: cloreto de cadmio (CHATTERJEE &
KAR, 1968), digluconato de clorexidina (PINEDA; HEPLER, 1981), gluconato de zinco
(FAHIM et al., 1993; MOGHEISEH et al., 2017; OLIVEIRA et al., 2012), cloreto de calcio
(JANA; SAMANTA, 2007; KOGER, 1978), glicerol (IMMEGART; THRELFALL, 2000)
dentre outros.

Ao longo dos anos, muitos compostos demonstraram que seus efeitos tdxicos
sobrepuseram os beneficios e deixaram de ser usados. Assim, a busca de novas op¢des de

quimioesterilizante € bem-vinda.



19

Dos compostos estudados, substancias contendo CaCl, ou zinco destacaram-se e
receberam mais estudos experimentais (CAVALIERI, 2017; RAFATMAH, 2019). O primeiro
quimioesterilizante a cumprir os critérios de seguranca e eficicia para uso em pequenos
animais, foi composto de zinco, aprovado para uso comercial em 2003 e, atualmente, € o
esterilizante quimico mais utilizado (ACC & D, 2013; HEKAMN, 2020; PURSWELL &
JOCHLE, 2010). O CaCl; apesar de apresentar-se promissor quimioesterilizante para cées e
gatos (JANA; SAMANTA, 2007, 2011; PARANZINI et al., 2018), poucos estudos de eficacia
e seguranca foram realizados para seu uso (HEKMAN, 2020).

Apesar de os estudos com quimioesterilizantes estarem avancados, a maioria das
substancias tem acdo esclerosante, que ndo possuem toxicidade especifica, sendo necessaria a
aplicacdo direta nas génadas (ACC & D, 2013; CAVALIERI, 2017). Porém, a facilidade de
acesso as gonadas difere entre os géneros e, a localizagdo intra-abdominal dos ovarios,
apresenta enormes desafios para esse tipo de administracdo (CAVALIERI, 2017; HEKMAN,
2020; MOGHEISEH et al., 2017). Em vista do fécil acesso aos testiculos, estudos em animais
do género masculino estdo avangados, no entanto, ainda sdo esparsos em fémeas (CATHEY et
al., 2010; CAVALIERI, 2017; MASSEI; MILLER, 2013). Contudo, acredita-se que o controle
populacional sé seja efetivo se for realizado em ambos os géneros (BROWN, 2003).

Dentre os raros estudos em fémeas, cita-se que em cadelas, foi reportada a administracéo
de cloreto de cadmio (PATRA et al., 1990) e gluconato de zinco (MOGHEISEH et al., 2017),
porém, foi necessario acesso cirurgico para exposicao e aplicacdo nos ovarios. Ainda assim, a
aplicabilidade de um quimioesterilizante pela via intraovariana é questionavel e parece ainda
ser dificil em programas de esterilizacdo em massa.

Contudo, sabe-se que as gbnadas sdo também acessiveis por meio da circulacdo
sisttmica (ADEDARA et al., 2017; HEKMAN, 2020; MAYER et al., 2002; PAKSOY et al.,
2018). Nesse contexto, 0 4-VCD, composto quimico considerado ovotdxico seletivo, é utilizado
em roedores, como modelo experimental indutor de menopausa humana, com administracao IP
(KAO et al., 1999; MAYER et al., 2002). Devido o composto promover falha ovariana
prematura (FOP) por acdo ovotdxica seletiva em pequenos foliculos pré-antrais, ndo requer
aplicacdo direta nas gbnadas. Sua acdo ovotoxica ja foi reportada em diferentes espécies e vias
de administracdo, poréem, nota-se que a via e a dose, influenciam no seu potencial ovotoxico
(APPT et al., 2006, 2008; MUHAMMED et al., 2009).

2.2 4-Vinilciclohexeno diepdxido
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O 4-VCD é um quimico industrial utilizado como diluente reativo na producdo de
resinas epoxi, € metabdlito do vinilciclohexeno, o qual, € subproduto na indistria de borracha
sintética (DEVINE et al., 2001; IARC, 1994; RAPPAPORT et al., 1977). Foi detectada
presenca de ambos compostos no ambiente industrial (BURROUGHS, 1977; NTP, 1986,
1989), e com intuito de avaliar potenciais riscos quimicos ocupacionais a trabalhadores
industriais expostos a estes compostos, foram realizados estudos experimentais em roedores
(COLLINS et al., 1987; TNP, 1986, 1989).

Curiosamente, ao ser investigado possivel carcinogenicidade e toxicidade dos dois
compostos, foi notado atrofia uterina e ovariana (caracterizada pela diminuicdo da populagéo
de foliculos ovarianos e corpos liteos) em roedores (COLLINS et al., 1987; TNP, 1986, 1989).
Devido as fémeas mamiferas possuirem namero finito de foliculos primordiais, compostos
quimicos que atuem destruindo esses foliculos podem causar esterilizacdo (HOYER; SIPES,
1996; MAYER et al., 2002; RAJAPAKSA et al., 2007). Sendo assim, o 4-VCD passou a ser
estudado, visto que, havia potencial risco de exposicdo de mulheres ao composto quimico no
ambiente industrial, representando potencial risco ocupacional (KAO et al., 1999).

Estudos em roedores, demonstraram que o 4-VCD possui a¢do ovotoxica seletiva,
promovendo dano direto aos foliculos primordiais e primarios, acelerando o processo natural
de atresia ovariana que ocorre por apoptose, culminando em FOP (KAO et al., 1999;
KAPPELER; HOYER, 2012; MAYER et al., 2002; SPRINGER et al., 1996). Conforme o0s
foliculos primordiais e primarios se esgotam, ocorre diminuicdo na populacédo de foliculos para
recrutamento, desenvolvimento e ovulacdo resultando em faléncia ovariana, infertilidade e
interrupgdo do ciclo estral (BROOKS et al., 2016; LOHFF et al., 2005; MAYER et al., 2002,
2004).

Em roedores, foi visto que apds indugdo da FOP com 4-VCD, a produc¢do de hormonios
esteroides ovarianos ndo diminuem abruptamente e o tecido residual, mantém capacidade
esteroidogénica, mimetizando assim, as flutuagfes hormonais que ocorrem na menopausa
humana (CAROLINO et al., 2019; LOHFF et al., 2005; MAYER et al., 2002; PESTANA-
OLIVEIRA et al., 2018). A vista disso, ao longo dos anos o composto tem sido utilizado em
roedores e primatas, como modelos experimentais de menopausa humana e investigar afecgdes
relacionadas e possiveis intervencdes terapéuticas (APPT et al., 2006, 2010; CAO et al., 2020;
CAROLINO et al., 2019; KONHILAS et al., 2020; MAYER et al., 2004, 2005).

Para mimetizar a menopausa em roedores, 0 4-VCD é administrado em doses baixas (80

ou 160 mg/kg via IP por 15 ou 30 dias em ratas e camundongas). Nessa posologia, demonstra
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especificidade pelo tecido ovariano, ndo causando toxicidade a outros tecidos (BROOKS et al.,
2016; LOHFF et al., 2005; MAYER et al., 2004, 2005; WRIGHT et al., 2008).

A acdo ovotdxica do composto ja foi reportada em diferentes espécies animais, como:
macacas (Macaca fascicularis) (APPT et al., 2006), hamsters siberianos (Phodopus sungorus)
e sirios (Mesocricetus auratus) (ROOSA et al., 2015a, b), modelos experimentais de roedores
(ratas e camundongas) (KAO et al., 1999; MAYER et al., 2002), ratas e camundongas de rua
(capturadas) (BURD, 204; HINDS et al., 2014; PYZYNA et al., 2016; WITMER et al., 2017),
entre outras. Recentemente, 4-VCD vem sendo utilizado associado a outro composto com
intuito de controlar a populacgao de pragas urbanas, sendo efetivo para o controle da fertilidade
e populacional de roedores de rua (WITMER et al., 2017).

2.3 4-Vinilciclohexeno diepoxido: mecanismo de acéo e toxicidade ovariana

Com intuito de produzir od6citos maduros para fertilizacdo, foliculos ovarianos sao
ativados a partir da populacdo de foliculos primordiais e se desenvolvem para primarios,
secundarios, terciarios e pre-ovulatorio (LIU et al., 2006). O desenvolvimento e maturagdo do
odcito ocorrem dentro dos foliculos ovarianos e, para que a ovulagdo seja bem-sucedida, é
necessario que o foliculo passe por todos os estagios de desenvolvimento (HIRSHFIELD, 1991;
HOYER; SIPES, 1996). Contudo, a maioria deles ndo chega até a ovulacéao e, aproximadamente
99% sofre um processo natural de atresia folicular, via morte celular programada chamada de
apoptose (HOYER et al., 2001; MAYER et al., 2004). Ao longo da vida reprodutiva da fémea,
os foliculos continuam a crescer, amadurecer, ovular ou sofrer atresia, de forma ciclica, até o
fim da vida reprodutiva, quando se esgotam os foliculos ovarianos (HOYER; SIPES, 1996;
MAYER et al., 2004; RICHARDS, 1980).

O foliculo primordial é o estdgio mais imaturo do desenvolvimento, sabe-se que ao
nascimento a fémea mamifera possui nimero finito deles, e os odcitos contidos nesses foliculos
ndo podem mais ser gerados (HIRSHFIELD, 1991; MAYER et al., 2002, 2004). Assim, a
ativacdo do foliculo primordial e a foliculogénese sdo mecanismos basicos e necessarios para
o0 desenvolvimento de o6citos maduros e fungdo reprodutiva (HUTT et al., 2006).

Para o desenvolvimento e ativacdo de pequenos foliculos pre-antrais (primordiais e
primarios) a interagdo entre oocito e células da granulosa s&o de extrema importancia para a
ativacgdo dos fatores de crescimento folicular, em especial, o ligante do receptor KIT (KITL). O
KITL é um fator de crescimento produzido nas células da granulosa que se conecta ao seu

receptor na membrana do o6cito, desencadeando uma série de respostas celulares por vias de
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sinalizagdo para inibicdo de apoptose e promocdo de sobrevivéncia celular (Figura 1)
(KAPPELER; HOYER, 2012; KAWASHIMA; KAWAMURA, 2018). Por sua vez, 0 4-VCD
atua comprometendo a ligacdo do KITL e seu receptor KIT, inibindo a via de sinalizagdo
KITL/c-KIT, com isso, ocorre a expressdo de proteinas pré-apoptéticas, promovendo morte
celular e perda de foliculos primordiais e primarios (FERNANDEZ et al., 2008; KAPPELER,;
HOYER, 2012). Outros mecanismos de ovotoxicidade relacionados ao 4-VCD parecem existir,
sendo proposto a relacdo com o estresse oxidativo, resultante do desiquilibrio entre geracao de
compostos oxidantes e a atuacdo do sistema de defesa antioxidante (ABOLAJI et al., 2016)

porém, ndo foram completamente elucidados.

Sinalizac¢ao KIT-KITLG

Céelula da granulosa

Promove
Inibigio sobrevivéncia
apoptose celular

Transloca¢do nuclear p-AKT

FIGURA 1- Via de sinalizagdo KITL/c-KIT nos foliculos primordiais e primarios. O ligante KIT (KITL), presente
nas células da granulosa liga-se ao seu receptor KIT (c-KIT) na membrana do o6cito. Essa interagdo promove
autofosforilagdo do KIT, ativando a via de sinalizagdo da fosfoinositideo 3-quinase (P13K). A PI3K ativa, sinaliza
para a proteina quinase dependente de fosfoinositideos-1 (PDK-1), que fosforila e ativa a proteina quinase AKT
(pPAKT). A pAKT se transloca para o nGcleo e ativa vias importantes inibindo a apoptose e promovendo
sobrevivéncia celular. (Adaptado de KAPPELER; HOYER, 2012).

2.4 4-Vinilciclohexeno diepoxido: posologia e vias de administracdo

Como qualquer droga, os efeitos colaterais do 4-VCD dependem da dose, frequéncia,
duragédo do tratamento e via de administracdo (HOYER et al., 2001; MAYER et al., 2002;
ROMERO-ALESHIRE et al., 2009; MUHAMMED et al., 2009). Appt et al. (2006) em um
estudo experimental com macacas observaram que o 4-VCD administrado via intramuscular na
dose de 80 mg/kg por 15 dias consecutivos ndo demonstrou efeito ovotdxico engquanto que, nas

doses de 160 e 250 mg/kg, a ovotoxicidade aumentou proporcionalmente as dosagens. Sabe-se
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que em ratas uma unica administracdo de 4-VCD na dose de 1000 mg/kg via oral, pode ser letal
(CHHABRA et al., 1990; ABOLAJI et al., 2016). Ja foi relatada ocorréncia de tumores
ovarianos e de glandulas adrenais em protocolos com administracdo via oral e doses acima de
800 mg/kg diarias por 24 meses de administracdo (NTP, 1986, 1989). Contudo, o surgimento
de tumores, lesdes e efeitos adversos da utilizagdo do 4-VCD séo fatos associados a longa
exposicao ao composto, altas doses e dependentes também da via de administragdo (ABOLAJI
et al., 2016; APPT et al., 2006, 2008; CHHABRA et al., 1990; MUHAMMED et al., 2009;
VAN KEMPEN et al., 2011).

De acordo com Brooks et al. (2016), para 0 4-VCD ocasionar ovotoxicidade seletiva e
promover a FOP, a dose total de exposicdo animal necessaria é cerca de 900 vezes menor que
a dose observada para induzir efeitos carcinogénicos ou toxicos como observado nos estudos
de NTP (1986, 1989). A acdo ovotdxica do composto ja foi reportada em doses menores, como
de 40 mg/kg via IP por 30 dias consecutivos (MUHAMMED et al., 2009). Contudo, para
inducdo da FOP, 0 4-VCD vem sendo utilizado via IP ou subcutanea, na dose de 80 a 160 mg/kg
por 15 ou 30 dias consecutivos (BROOKS et al., 2016; CAROLINO et al., 2019; MAYER et
al., 2002; REIS et al., 2014). Nessas doses, frequéncia e tempo de uso, o0 4-VCD é suficiente
para promover a FOP, mas ndo altera as enzimas indicadoras de lesdo hepética (ALT e AST),
ou marcadores de apoptose no figado (HU et al., 2001; MAYER et al., 2004; MUHAMMED et
al., 2009). Segundo Mayer et al. (2004), o0 modelo de FOP induzido com 4-VCD né&o afeta o
tecido hepatico, avaliado por meio de histopatologia. Em consonéncia, Wright et al. (2008), ndo
observou efeitos toxicologicos ou patoldgicos, a curto e longo prazo nas avaliagfes de rins,
glandulas adrenais e pituitaria, baco, figado, pulmdes, coracao, cérebro e intestinos.

A utilizagéo do 4-VCD pela via oral em ratas na dose de 500 mg/kg por 15 ou 30 dias
consecutivos de tratamento, promoveu ovotoxicidade, culminando em diminuicéo na populagédo
de foliculos, sem evidéncias de efeitos adversos, avaliados em até um ano apds o término do
tratamento (SCHMUKI et al., 2011). No entanto, Muhammed et al. (2009), utilizou o 4-VCD
na dose de 160 mg/kg via intramuscular e IP culminaram em efeitos clinicos adversos como
letargia, dificuldade de locomocdo e dispneia. Nesse mesmo estudo, ao ser realizado necropsia,
foi detectado necrose e hemorragia no local da inje¢do intramuscular, assim como, peritonite
difusa nos animais que receberam via IP.

Assim, tanto a dose, quanto a via de administracdo, parecem influenciar na toxicidade
do 4-VCD (APPT et al., 2006, 2008, 2010; BURD, 2014; HINDS et al., 2014; MUHAMMED

et al., 2009). A via classica de uso do composto em animais experimentais € IP, contudo, é uma
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via que apresenta riscos por ser muito invasiva e, dependendo da espécie a ser administrada
inviabiliza a continuidade do tratamento (MUHAMMED et al., 2009).

Appt et al. (2006) reportaram ovotoxicidade induzida pelo 4-VCD apds tratamento via
intramuscular por 15 dias consecutivos em macacas (Macaca fascicularis). Porém, as doses
efetivas foram de 160 e 250 mg/kg, enquanto a dose de 80 mg/kg ndo surtiu efeito ovotdxico.
Apesar do efeito ovotoxico, foi notado inflamagéo no local de administracdo do composto, que
apos oito meses do tratamento persistiu, com area firme de tecido cicatricial local (APPT et al.,
2006). Em outro momento, o mesmo protocolo de Appt et al. (2006) foi utilizado porém, o
estudo ndo demonstrou reprodutibilidade, e o insucesso foi atribuido a via de administracdo e
suas complicagdes (APPT, 2008).

Pela via oral, o0 uso do 4-VCD ja demonstrou ser eficaz em promover ovotoxicidade e
comprometer a fertilidade em roedores (ABOLAJI et al., 2016; SCHMUKI et al., 2011;
WITMER et al., 2017), porém, no estudo de Burd (2014) notou-se que 0 4-VCD via oral foi
ineficiente em promover ovotoxicidade no gamba Nova Zelandia. A inefetividade do composto
foi relacionada a acidez do pH estomacal dessa espécie. De forma semelhante, Hinds et al.
(2014) reportaram a utilizacdo de 4-VCD via oral em camundongas (Mus domesticus)
capturadas na natureza, visando o controle populacional de pragas. Neste estudo, foi observado
ovotoxicidade dose-dependente apenas de foliculos primordiais, sendo ineficiente em promover
esterilidade e o insucesso foi atribuido a via de administracdo, dose e tempo de exposicéo.
Assim, além de demonstrar diferentes resultados com diferentes vias de administragéo,
acredita-se que por via oral de 4-VCD exija dose aproximadamente trés vezes superior do que
adaviaIP (HINDS et al., 2014; SCHMUKI et al., 2011).

Contudo, para controle populacional de pragas urbanas e rurais, como ratos de rua (vida
livre), foi criado uma isca liquida quimioesterilizante a base de 4-VCD e triptolido chamada de
ContraPest®, é disponibilizado como alimento (via oral) e colocada em caixas para livre acesso
dos roedores (WITMER et al., 2017). O ContraPest® ¢ eficiente em controlar a fertilidade e
com isso, a populacdo de roedores, sendo considerado mais seguro e eficaz que 0s venenos
tradicionais (DYER; MAYER, 2014; WITMER et al., 2017). O composto triptélido prejudica
a espermatogénese em machos e o 4-VCD atua comprometendo a fertilidade das fémeas
(PYZYNA et al., 2016; SIERS et al., 2017). Quanto a seguranca do produto, é formulado de
maneira que ndo apresenta riscos a saude humana e outros animais, devido meia-vida curta (5
minutos na corrente sanguinea), ndo se acumula nos tecidos de animais tratados, é excretado de
forma inativa na urina e ndo persiste no meio ambiente (DYER; MAYER, 2014; SALYERS,
1995). Assim, compreende-se que formulagdes inovadoras podem viabilizar a utilizagdo do 4-
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VCD, melhorando a absor¢éo do composto, diminuindo sua toxicidade, riscos de contato e
facilitando a administragéo.

2.5 Citologia vaginal, contagem folicular e funcéo ovariana

As ratas sao poliéstricas, tém ovulacdo espontanea e os ciclos estrais normalmente sao
regulares e sucessivos (PACCOLA et al., 2018). O ciclo estral das ratas tem duracdo média de
4 a 5 dias, é caracterizado por diferentes estagios, sendo eles: proestro, estro, metaestro (ou
diestro 1) e diestro (diestro 1) (BHARDWAJ; SARAF, 2014; MARCONDES et al., 2002). Os
hormdnios esteroides sexuais produzidos no ovario determinam os diferentes estagios do ciclo
estral e sdo, fundamentais para a manutencdo da funcdo reprodutiva (BINDER et al., 2015;
MCLEAN et al., 2012). As mudancas nos diferentes estagios do ciclo refletem principalmente
as mudangas nos niveis de estradiol e progesterona, secretados pelos foliculos ovarianos e
corpos lateos, respectivamente (BINDER et al., 2015; MCLEAN et al., 2012). O proestro inclui
o crescimento de foliculos e mudancas nos tecidos vaginais e uterinos, no estro ocorre a
ovulacdo, metaestro e diestro correspondem a fase lutea (BHARDWAJ; SARAF, 2014).

O epitélio da mucosa vaginal € altamente sensivel aos hormonios esteroides produzidos
nos ovarios, o estrogénio estimula proliferacdo e queratinizacdo do epitélio escamoso do Iimen.
A progesterona exerce efeito contrario sobre esse tecido, diminuindo a quantidade de células
queratinizadas (LI; DAVIS, 2007). Essas mudancas na mucosa vaginal sao usadas para estimar
os diferentes estagios do ciclo estral e avaliar a funcdo reprodutiva da fémea, pois a citologia
vaginal além de retratar a funcdo ovariana, esta relacionada concentragdes circulantes de
esteroides sexuais e gonadotrofinas (BINDER et al., 2015; GOLDMAN et al., 2007;
PACOLLA et al., 2018). Além disso, é uma analise rapida e pratica. Em roedores, a citologia
vaginal é usada como marcador da ciclicidade reprodutiva (GOLDMAN et al., 2007; HOYER,;
SIPES, 1996).

As fases do ciclo séo determinadas pela proporcéo de tipos celulares: células epiteliais
(nucleadas), cornificadas (anucleadas) e leucdcitos, observados na citologia vaginal apés
coloracdo ou a fresco (Figura 2) (CORA et al., 2015; GOLDMAN et al., 2007; MARCONDES
et al., 2002). Para tal, o proestro é caracterizado pelo predominio de ceélulas epiteliais
(nucleadas), a fase de estro € marcada pela queratinizagdo do epitélio, com o predominio de
células cornificadas (anucleadas). O metaestro consiste na mesma proporcdo celular de

leucdcitos, células epiteliais (nucleadas) e cornificadas (anucleadas) diferentemente da fase de
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diestro, que apresenta o predominio de leucécitos (MARCONDES et al., 2002; GOLDMAN et
al., 2007).

FIGURA 2 - Fotomicrografias do lavado/citologia vaginal ndo corados de ratas no proestro, estro, metaestro e
diestro, observado em microscépio 6ptico, com lentes objetivas de 10 e 40x. Para tal, sdo avaliados as propor¢des
de trés tipos celulares para definir o estagio do ciclo estral. Cada fase do ciclo estral esta identificada na imagem:
Proestro - notar predominio de células epiteliais; Estro - apresenta predominio de células cornificadas; Metaestro
- mesma proporcéo de células cornificadas, epiteliais e leucécitos; Diestro - predominio de leucocitos.

Sabe-se que compostos toxicos para os foliculos ovarianos podem promover danos
perceptiveis na ciclicidade (GOLDMAN et al., 2007). O 4-VCD por ser tdxico aos pequenos
foliculos pré-antrais e resultar na deplecdo folicular, acaba afetando a ciclicidade em ratas
(FLAWS et al., 1994; MAYER et al., 2002) e camundongas (LOHFF et al., 2005), ocasionando
fases prolongadas do ciclo estral e posteriormente, a interrupcéo do ciclo (MAYER et al., 2002).
A insuficiéncia ovariana causada pelo 4-VCD caracterizada por deplecdo na populagédo
folicular, pode ser avaliada por meio de contagem folicular e anélise do ciclo estral (BROOKS
etal., 2016; HAAS et al., 2007; MAYER et al., 2002).

A quantificagdo da populacdo de foliculos ovarianos em diferentes estagios do
desenvolvimento fornece informagdes relevantes sobre a funcdo do ovario, principalmente a
relacdo entre foliculogénese e fatores que a regulam, tornando-se ferramenta chave para
monitorar a funcdo ovariana (MYERS et al., 2004). A avaliag&o folicular por cortes histoldgicos

do ovério, permite andlise quantitativa (contagem folicular) e qualitativa (sua classificagdo em
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saudaveis ou atrésicos) dos foliculos, indicando o potencial reprodutivo do animal (KAO et al.,
1999; MYERS et al., 2004; USLU et al., 2017).

Alteracdes sutis ja foram detectadas no ciclo estral de ratas tratadas com 4-VCD nos
primeiros 30 dias de tratamento na dose de 80 mg/kg, via IP (FLAWS et al., 1994), periodo em
que é observado de forma significativa a diminuicdo da populacéo de foliculos primordiais e
primarios (MAYER et al., 2002). Foi reportado que o inicio da perda da populacdo de foliculos
primordiais e primarios de forma significativa em ratas tratadas com 4-VCD, foi com 12 dias
de tratamento (KAO et al., 1999), mesmo periodo em que Flaws et al. (1994) notaram de
maneira precoce, irregularidades no ciclo estral de ratas tratadas com o composto. Em
consonancia Lee et al. (2017) detectou ciclo estral prolongado, por persistir a fase de diestro
em ratas tratadas com 4-VCD com dose de 40 mg/kg no inicio do tratamento, mesmo periodo
em que nota-se o inicio da deplecao de foliculos primordiais e primarios (SPRINGER et al.,
1996; MAYER et al., 2002).

Embora esses achados sejam relevantes, Mayer et al. (2002) reportaram que a faléncia
ovariana total ocorre aproximadamente com 360 dias ap6s o inicio do tratamento com 4-VCD,
até entdo, uma sequéncia de eventos é necessaria. Mayer et al. (2002) reportaram a dinamica da
faléncia ovariana desencadeada pelo 4-VCD, de forma sequencial, ocorre a diminui¢do na
populacédo de pequenos foliculos pré-antrais e, posteriormente, diminui a populacao de foliculos
antrais. Sendo assim, diminui o nimero de foliculos que sintetizam 17p3-estradiol, resultando
em aumento das concentracdes de FSH circulante, refletindo alteracbes no ciclo estral
(MAYER et al., 2002). Assim sendo, nota-se a importancia da associacdo das duas ferramentas

para levantar informacdes e analisar a funcéo reprodutiva da fémea.



28

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito do gel intravaginal contendo 4-VCD sobre os ovarios de ratas.

3.2 Objetivos especificos

Comparar quantitativa e qualitativamente os foliculos primordiais e primarios entre os
grupos tratado e controle;

Comparar a ciclicidade ovariana entre os grupos durante e apds o tratamento;

Descrever quaisquer achados eventuais relacionados ao tratamento com o 4-VCD;

Determinar se o gel contendo 4-vinilciclohexeno diepoxido, na posologia adotada, tem

acao quimioesterilizante.
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4 MANUSCRITO DO ARTIGO CIENTIFICO

Os resultados que fazem parte desta dissertacdo estdo apresentados em forma de artigo. As
secOes Material e Métodos, Resultados e Discussdo dos Resultados encontram-se no proprio
manuscrito. O artigo serd submetido para revista Theriogenology, ap6s tradugdo, possiveis

correcdes e normatizacdo de acordo com a revista.
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RESUMO

O objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito do 4-vinilciclohexeno diepoxido sobre os
ovarios e seu potencial quimioesterilizante, por inoculacao de gel intravaginal em ratas. Foram
utilizadas 20 ratas Wistar, aleatoriamente divididas em dois grupos (n=10/grupo): controle e
tratamento. O grupo controle recebeu 0,2 mL de gel a base de quitosana e o tratamento recebeu
mesmo gel, contendo 4-vinilciclohexeno diepoxido (160 mg/kg), por 15 dias. As ratas foram
avaliadas diariamente por citologia vaginal até eutanasia. Os animais foram eutanasiados em
dois momentos (n=5/grupo): 16 (M1) e 30 (M2) dias apds inicio do tratamento. Os ovarios
foram coletados, preparados e avaliados por microscopia Optica para contagem de foliculos
primordiais e primarios e sua classificacdo. No grupo tratado com 4-vinilciclohexeno
diepdxido, notou-se prolongamento da fase de diestro (M1 e M2), bem como, prolongamento
da fase de estro (M2), ap6s inoculagdes do gel intravaginal. Ainda, no grupo tratado, houve
diminuicdo no nimero de ciclos estrais em relacdo ao grupo controle (M1 e M2). Na contagem
folicular, notou-se maior média de foliculos primordiais atrésicos no grupo tratado em M2. A
avaliacdo folicular em M1 e M2, revelou maior proporg¢do de foliculos primordiais saudaveis
no grupo controle, assim como, aumento na proporcdo de foliculos primordiais atrésicos no
grupo tratado. Portanto, foi possivel observar a acdo ovotdxica do gel de quitosana contendo 4-
vinilciclohexeno diepoxido, via intravaginal, pelo aumento da populacdo e proporcdo de
foliculos primordiais atrésicos e da interferéncia no ciclo estral, sugerindo que periodos mais

longos de exposigdo possam promover esterilidade em ratas.

Palavras-chave: 4-vinilciclohexeno diepdxido. Quimioesterilizacdo. Castracdo quimica.

Ovotoxicidade. Atresia folicular.
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ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the effect of 4-vinylcyclohexene diepoxide on ovaries
and their chemosterilizing action, by intravaginal gel inoculation in rats. Twenty Wistar rats
were randomly divided into two groups (n=10/group): control and treatment. The control group
received 0.2 mL of chitosan-based gel and the treatment group received chitosan-based gel
containing 4-vinylcyclohexene diepoxide (160 mg/kg), for 15 days. The rats were evaluated
daily by vaginal cytology until euthanasia. The animals were euthanized in two moments
(n=5/group): 16 (M1) and 30 (M2) days after starting treatment. The ovaries were collected,
prepared and evaluated by optical microscopy to count and classify primordial and primary
follicles. In the group treated with 4-vinylcyclohexene diepoxide, prolongation of diestrus
phase (M1 e M2) and, of estrus phase (M2), were noted, after inoculations of intravaginal gel.
Moreover, in the treated group, there was a decrease in the number of estrous cycles compared
to the control group (M1 e M2). In the follicular count, there was a higher mean of primordial
atretic follicles in the treated group (M2). Follicular evaluation showed a higher proportion of
healthy primordial follicles in the control group (M1 and M2), with an increase in the proportion
of primordial atretic follicles in the treated group. Herein, was possible to observe the ovotoxic
effect of chitosan-based gel containing 4-vinylcyclohexene diepoxide, intravaginally, by
increase in population and proportion of primordial atretic follicles and interference in the

estrous cycle, suggesting that longer periods of exposure may promote sterility in female rats.

Keywords: 4-vinylcyclohexene diepoxide. Chemosterilization. Chemical castration.

Ovotoxicity. Follicular atresia.
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INTRODUCAO

O 4-vinilciclohexeno diepéxido (4-VCD), é um composto quimico que promove
ovotoxicidade seletiva de foliculos primordiais e primarios, acelerando o processo natural de
atresia folicular e com isso, a esterilidade (KAO et al., 1999; MAYER et al., 2002; SPRINGER
etal., 1996). A injecdo intraperitoneal (IP) diaria de 4-VCD na dose de 160 mg/kg por 15 dias
em ratas e camundongas € utilizada na promocao de falha ovariana, como modelo experimental
da menopausa humana (CAROLINO et al., 2019; HOYER; MAYER, 2009; MAYER et al.,
2004; REIS et al., 2014).

A acdo ovotoxica do 4-VCD foi reportada em diferentes espécies e ja foi obtida por
diferentes vias além da intraperitoneal: intramuscular em primatas (APPT et al., 2006), oral
para controle populacional de roedores selvagens/vida livre (BURD, 2014; PYZYNA et al.,
2016; WITMER et al., 2017) e subcutanea em ratas Wistar e Sprague Dawley (ARIKAWE et
al., 2019; REIS et al., 2014). Apesar de 0 4-VCD apresentar grande potencial ovotoxico, nota-
se que a eficacia quimioesterilizante é influenciada pela via de administracdo (BURD, 2014) e
vias como oral e intramuscular apresentaram relatos de complica¢6es ou baixa eficacia. Ainda
a via IP é considerada invasiva, podendo ter complicacbes como perfuracdo de O6rgaos
abdominais, peritonite quimica, aderéncias, hemorragias e infeccbes (MUHAMMAD et al.,
2009; TURNER et al., 2011).

Assim, com vistas a expansdo dos estudos no efeito ovotoxico do 4-VCD e
vislumbrando sua futura aplicacdo ao controle populacional de outras espécies, 0
desenvolvimento de formulacdo que permita absorcdo e efeito ovotoxico do agente, por via
menos invasiva e mais segura € importante. O presente trabalho visa avaliar o efeito do uso de

gel intravaginal contendo 4-VCD em ratas sobre os foliculos ovarianos e ciclo estral.
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MATERIAL E METODOS

Animais

Foram utilizadas 20 ratas Wistar (Rattus norvergicus albinus) adultas, provenientes do
Biotério da Universidade Federal de Santa Maria-UFSM, Santa Maria, Brasil. As ratas foram
aclimatadas pelo periodo de 15 dias e mantidas em caixas adequadas a espécie (5
animais/caixa), com racdo e agua ad libitum, ambiente climatizado (22 + 2 °C) e ciclo de
iluminacdo claro-escuro (12 horas cada). Durante o periodo de aclimatacdo, os animais foram
condicionados a manipulacdo e colheita de citologia vaginal. O estudo foi aprovado pelo
Comité de Etica no Uso de Animais em Pesquisa da Universidade Federal do Pampa —
UNIPAMPA sob protocolo 020/2018.

Gel intravaginal

O gel de quitosana 2,5 % (p/v)! foi preparado a partir de mistura manual, com gral e pistilo,
de quitosana e agua destilada acidificada com &cido latico 1%2. O homogeneizado foi deixado
em repouso por, aproximadamente 12h, sob refrigeracdo. Para o grupo tratamento, 0 composto
quimico 4-VCD foi incorporado vagarosamente, com gral e pistilo, ao gel base, resultando na

concentracéo final de 160 mg/g de 4-VCD?,

Grupos experimentais

Os animais foram igual e aleatoriamente divididos em quatro grupos experimentais, de
acordo com o tratamento recebido: controle (GC) e tratamento com gel de 4-VCD; e momento
de eutanasia: 16 (M1) ou 30 (M2) dias ap0s inicio do tratamento. Previamente ao estudo, foi
investigado a volumetria vaginal adequada para inoculagdo intravaginal de gel a base de
quitosana para que ndo houvesse extravasamento do mesmo, sendo este, estabelecido como 0,2
mL (dados ndo mostrados). Diariamente as ratas foram submetidas a inoculagdo intravaginal

em mesmo horario pela manhé de 0,2 mL de gel durante 15 dias. Os animais do grupo controle

! Quitosana (médio peso molecular, grau de desacetilagdo 87.5 % - Sigma-Aldrich);
2 Acido latico (grau de pureza 85-90 % - Vetec);
3 4-VCD (SigmaAldrich - St. Louis, MO, EUA).
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receberam 0,2 mL de gel & base de quitosana sem nenhum principio ativo e os animais do grupo
tratamento, 0,2 mL de gel a base de quitosana na dose 160 mg/kg de 4-VCD (~ 32 mg/rata).

Avaliacao do ciclo estral

As ratas foram submetidas a avaliagdo do ciclo estral, diariamente, desde o primeiro dia do
inicio dos tratamentos. Para isso, eram realizados lavados vaginais em mesmo horario,
previamente a inoculacdo do gel. Os lavados eram feitos por meio de colocacéo e resgate de 10
ul de solugdo salina e imediata avaliagdo citoldgica por meio de microscopia dptica (40x) de
acordo com protocolo e classificacédo estabelecido por Goldman et al., (2007) e Marcondes et
al., (2002). Os estagios do ciclo estral foram classificados como proestro, estro e diestro (1 e 2)
com base na predominancia dos tipos celulares (GOLDMAN et al., 2007). Para cada grupo,
foram contabilizados e somados o nimero de dias em cada fase do ciclo estral de cada rata,
para posterior determinacdo da média. Os dados foram comparados entre 0 GC e 4-VCD em
M1 e M2. O nimero de ciclos estrais de cada rata/grupo foram somados e, determinada a média
de ciclos/grupo e comparados entre 0 GC e 4-VCD nos dois momentos do estudo (M1 e M2).
O ciclo estral foi classificado quanto ao seu periodo de extensdo de acordo com Goldman et al.
(2007), e episadios consecutivos de > 4 dias de diestro e > 3 dias de estro foram considerados

anormais/ciclos irregulares.

Contagem folicular

Apo6s eutanasia, os ovarios coletados foram fixados em formalina 10%, processados e
emblocados em parafina. As ldminas foram montadas em cortes de 3,5 um de espessura com
intervalos de 40 um entre cada, evitando contagem multiplas do mesmo foliculo (BERNAL et
al., 2010). As trés primeiras ldminas de cada ovério foram avaliadas. Em cada lamina os
foliculos (primordiais e primarios) contendo nucleo no odcito eram classificados em
primordiais (odcitos cercados por uma Unica camada de células da granulosa achatadas) e
primarios (odcitos cercados por uma Unica camada de células cuboidais) (BERNAL et al., 2010;
PAIXADO et al., 2016; SPRINGER et al., 1996). A qualidade folicular foi avaliada de acordo
com Kao et al. (1999) e Springer et al. (1996), para classificacdo em foliculos atrésicos ou
saudaveis. Todas laminas foram analisadas com microscopio 6ptico (40 e 100x) por trés
avaliadores em consenso, de forma cega. O nimero de foliculos primordiais e primarios

saudaveis e atrésicos foram contabilizados e somados em cada rata/grupo, esses valores foram
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somados e estabelecido a média de cada grupo. Com isso, 0s GC e 4-VCD foram comparados
em M1e M2.

Eutanasia

Para a colheita dos ovarios, os animais foram submetidos a eutanasia em dois momentos
distintos: M1 no 16° dia de experimento, 24h apds ultima inoculacéo do gel intravaginal, com
10 animais (sendo cinco ratas do GC e cinco do grupo 4-VCD); e M2, no 30° dia de
experimento, ou seja, 15 dias apds o término do tratamento, também com 10 animais (sendo
cinco ratas do GC e cinco do grupo 4-VCD). A eutanasia foi realizada com sobredosagem de
propofol IP e, apds anestesia, cloreto de potassio 1V. Apos a realizacdo das eutandsias, 0S

ovarios foram colhidos para contagem folicular.

Analise estatistica

Os dados obtidos dos diferentes estagios de cada fase e nimero de ciclos estrais assim como,
o nimero de foliculos primordiais e primarios saudaveis e atrésicos foram analisados
estatisticamente por meio de GraphPad Prism version 5.00 (Graphpad Software, San Diego,
EUA) e expressos como média + desvio padrdo (DP). As comparacOes foram realizadas entre
0s GC e 4-VCD de acordo com 0 momento da eutanasia (M1 e M2). As diferencas entre GC e
4-\VCD foram consideradas significativas quando P < 0,05. Devido ao numero de amostras por
grupo ser relativamente pequeno, os dados foram analisados por meio de teste ndo-paramétrico
Mann-Whitney.

Para cada grupo, em cada momento (M1 e M2), foram computados o numero total de
foliculos, determinada a proporcao (percentagem) para cada fase folicular e feito de proporgdes
por meio do Minitab Inc. (Software, versdo 18.1). Para o teste de proporgédo, considerou-se
como base o intervalo de confianga de 95%, as diferencas significativas foram consideradas
quando P < 0,05.
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RESULTADOS

Efeitos do 4-VCD na andlise do ciclo estral

Em M1, o grupo 4-VCD apresentou menores fases de proestro e maiores fases de diestro (P
< 0,05) em relacdo ao GC (Tabela 1). O numero de ciclos estrais foi menor no grupo 4-VCD
qguando comparado ao GC (P < 0,05) (Tabela 1). Das ratas do grupo 4-VCD em M1, 100%
delas apresentaram ciclo estral anormal, com prolongamento da fase de diestro (dados nao
mostrados).

Tabela 1 - Comparagdo do nimero de dias de cada fase do ciclo estral e do namero de ciclos estrais no GC e grupo
tratado com 4-VCD em dois momentos distintos (M1= dia 16; M2= dia 30). Os valores sdo expressos em média +
DP,n=5.

Momento  Grupos Proestro Estro Diestro N° de ciclo estral
GC 5400+1,673 4,600+1,673 5,000+0,7071 2,600 £ 0,5477
4-VCD 1,400+£1,140 2,800+1,304 10,80+ 1,304 1,000 £ 1,000
M1 P valor 0,0119* 0,1105 0,0112* 0,0290*
GC 7,000+1,581 9,600+2,302 13,40 + 2,966 4,600 + 1,817
4-VvCD  3,000+0,7071 7,800+2,387 19,20 +3,768* 2,400 + 0,8944
M2 P valor 0,0079* 0,2463 0,0362* 0,0459*

* P <0,05. A ssignificancia estatistica foi determinada por meio do teste Mann-Whitney.

Em M2 notou-se diminuicao da fase de proestro e aumento do nimero de dias em diestro
do grupo 4-VCD quando comparado ao GC (P < 0,05) (Tabela 1). No mesmo momento (M2),
0 grupo 4-VCD apresentou numero significativamente (P < 0,05) menor de ciclos estrais
guando comparado ao grupo controle (Tabela 1). Ainda, uma rata do GC apresentou ciclo estral
anormal, com prolongamento do diestro (durante o periodo de tratamento). Ja no grupo 4-VCD,
100% das ratas apresentaram ciclo estral classificado como anormal, com prolongamento da
fase de diestro durante o tratamento, e quatro apresentaram estro alongado nos 15 apés o

tratamento (dados ndo mostrados).

Contagem folicular

Em M1, com relagdo a contagem global de foliculos primordiais e primarios saudaveis
e atrésicos (Figura 1), ndo houve diferenca estatistica (P > 0,05) entre 0 GC e o grupo 4-VCD

(Tabela 2). Todavia, foi detectado diferenca significativa (P < 0,05) entre GC e grupo 4-VCD
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com relacdo as proporgdes de foliculos primordiais saudaveis e atrésicos (Tabela 3). Neste
momento, notou-se maior propor¢do de foliculos primordiais sauddveis no GC quando
comparado ao grupo 4-VCD (P = 0,004; sendo, 21% de foliculos primordiais saudaveis GC e
9% de foliculos primordiais saudaveis grupo 4-VCD). Em mesmo momento, notou-se maior
proporcédo de foliculos primordiais atrésicos no grupo 4-VCD em relagdo ao GC (P = 0,039;
sendo, 35% de foliculos primordiais atrésicos GC e 46% de foliculos primordiais atrésicos
grupo 4-VCD).

Com relacdo a comparacdo entre proporc¢ao de foliculos primarios saudaveis e atrésicos,
néo foi detectada diferenca significativa (P > 0,05) entre os grupos (Tabela 3).

Laesesartg D
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Y

FIGURA 1 - Fotomicrografia de seccoes de ovarios (magnificacdo de 40x) corados com hematoxilina e eosina. A)
Amostra do grupo controle, em M1. Nota-se pequenos foliculos primordiais saudaveis agrupados na regido cortical
do tecido ovariano (seta). Notar disposicdo das células da granulosa com formato achatado (ponta de seta)
circundando o o6cito. Contorno nuclear do odcito bem delimitado e com formato circular (*). B) Amostra do grupo
4-VCD em ML1. Foliculo primordial atrésico, notar encolhimento do odcito e células da granulosa com perda de
contato com o estroma ovariano (seta). Ainda, nota-se nicleo do odcito contraido e formato irregular (*). C)
Amostra do grupo controle em M1. Notar foliculo primario saudavel (seta), circundado por uma camada de células
da granulosa em formato cuboidal. O foliculo apresenta disposicao uniforme das células da granulosa, assim como,
nacleo em formato circular e contornos regulares (*). D) Amostra do grupo 4-VCD em M1. Notar foliculo primério
atrésico (seta), com citoplasma do o6cito com aspecto granular e perda de contato focal entre células da granulosa
e odcito (ponta de seta). Notar contorno nuclear irregular com encolhimento do mesmo (*).
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Tabela 2 - Comparacéo da contagem global de pequenos foliculos pré-antrais saudaveis e atrésicos no GC e grupo
tratado com 4-VCD em dois momentos distintos (M1= dia 16; M2= dia 30). Os valores sdo expressos em média +

DP, n =5.
Primordiais Primarios
Tempo Grupos Primordiais Primarios Atrésicos Atrésicos
GC 5600+3209 1,400+2,074 9,200+5,357 10,20 + 5,167
4-VCD 2,400+2,074 1,000+1,000 11,40+4,879 10,20+ 7,294
M1  Pvalor 0,1161 1,0000 0,4633 0,8340
GC 5000+3464 1000+£1,225 7,800+1,095 12,808,983
4-VCD 2,600+ 2,793 0,4000+0,8944 13,80+5,762 14,80+ 7,563
M2  Pvalor 0,3398 0,3447 0,0112* 0,6905

* P < 0,05. A significancia estatistica foi determinada por meio do teste Mann-Whitney.

Em M2, o nimero de foliculos primordiais saudaveis, primarios atrésicos e saudaveis

ndo apresentou diferenca estatistica (P > 0,05) comparando GC e grupo 4-VCD. Notou-se que,

o numero de foliculos primordiais atrésicos foi maior no grupo 4-VCD comparado ao GC, com

diferenca estatistica significativa (P < 0,05) (Tabela 2). Foi observado que o GC apresentou

maior proporcao de foliculos primordiais saudaveis (P < 0,05) quando comparado ao grupo 4-
VCD (P = 0,004; sendo, 19% de foliculos primordiais saudaveis GC e 8% de foliculos
primordiais saudaveis grupo 4-VCD) (Tabela 3).

Nesse mesmo momento, a proporcao de foliculos primordiais atrésicos foi maior no

grupo 4-VCD comparado ao GC (P = 0,005; sendo, 29% de foliculos primordiais atrésicos GC

e 44% de foliculos primordiais atrésicos grupo 4-VCD) (Tabela 3). Com relacdo a propor¢éo

de foliculos primarios saudaveis e atrésicos, ndo foi detectado diferenca estatistica significativa

(P > 0,05) na comparacéo entre os grupos (Tabela 3).
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Tabela 3 - Comparacéo da proporcao de pequenos foliculos pré-antrais saudaveis e atrésicos no GC e grupo tratado
com 4-VCD em dois momentos distintos (M1= dia 16; M2= dia 30). Os valores sdo expressos em nimero de
foliculos fase/total de foliculos contabilizados por grupo em cada momento e em percentagem, n = 5.

M1 M2
Controle 4-VCD Controle 4-VCD
Primordiais Saudaveis 28/132 12/125 25/133 13/158
% 21% 9% 19% 8%
P Valor 0,004* 0,004*
Primordiais Atrésicos  46/132 57/125 39/133 69/158
% 35% 46% 29% 44%
P Valor 0,039* 0,005*
Primarios Saudaveis 7/132 5/125 5/133 2/158
% 5% 4% 4% 1%
P Valor 0,31 0,092
Primarios Atrésicos 51/132 51/125 64/133 74/158
% 39% 41% 48% 47%
P Valor 0,362 0,587

* P < 0,05. A significancia estatistica foi determinada por meio do teste das proporcéo.

Outros achados

No GC, o gel intravaginal a base de quitosana, foi utilizado no volume de 0,2mL,
volume suficiente para preenchimento de toda cavidade vaginal das ratas sem ser notado
extravasamento do mesmo, nem sinais de inflamacéo (eritema, edema, dor e rubor), em 100%
das ratas do GC (10/10). Entre 22-24 horas apés a aplicacdo do gel, foram realizadas citologia
vaginal, ndo havendo interferéncias do gel para realizacdo das analises.

No grupo 4-VCD, uma rata apresentou no 15° dia de inoculagéo de gel intravaginal, a
presenca de exsudato serosanguinolento (Figura 2A) na vulva, sem mais alteragcdes clinicas ou
comportamentais. No 16° dia de experimento, dia de eutandsia em M1, a mesma, apresentou
exsudato sanguinolento (Figura 2B). Vale ressaltar que o exsudato ndo tinha odor. Essa rata foi
submetida a eutandsia com as demais ratas do mesmo grupo em M1. Ap0s eutanasia, durante a
exploracdo abdominal de maneira macroscopica, foi notado no corpo e corno uterino direito a
presenca de estruturas com aspectos cisticos (Figura 2C). O corpo e corno uterino direito
apresentavam-se edemaciados, com vasos congestos e aspecto hemorragico. Entre as demais

ratas do experimento, nenhuma apresentou alteragdes dignas de nota.
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FIGURA 2 - Imagem de duas ratas durante o processo de exploragdo macroscopica e coleta de tecidos para analise.
Imagens A, B e C rata grupo tratamento em M1. Imagens D e E rata controle em M1. Ambos animais estavam em
mesma fase de ciclo estral. A) Rata apresentando exsudato serosanguinolento na vulva e regido perineal (seta), no
15° dia de inoculacdo de gel intravaginal; B) Rata apresentando secrecdo sanguinolenta na vulva pelo segundo dia
consecutivo, 16° dia de experimento (M1); C) Corpo e corno uterino direito de rata no momento de eutanasia e
exploragdo macroscépica em M1, apresentando estruturas com aspectos cisticos (setas), vasos congestos, assim
como, tecido com regiGes edemaciadas; D) Rata em M1, momentos antes da eutanasia. Apresentando regido
perineal livre de exsudatos e com aparéncia saudavel (seta); E) Corpo e cornos uterinos saudaveis
macroscopicamente de rata do grupo controle em M1.
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DISCUSSAO

Estudos anteriores demonstraram que a utilizagdo do 4-VCD via IP em roedoras,
promoveu ovotoxicidade seletiva, deplecéo folicular, falha ovariana pré-matura e alteragcdes no
ciclo estral (FLAWS et al., 1994; KAO et al., 1999; MAYER et al., 2002). O inicio da
ovotoxicidade foi evidenciado apds 10 dias de tratamento com 0 4-VCD via IP (SPRINGER et
al., 1996), detectado pelo aumento na populacao de foliculos primordiais atrésicos e, a partir do
12° dia de tratamento, é detectado diminuicdo significativa na contagem de foliculos
primordiais e primarios saudaveis (KAO et al., 1999; SPRINGER et al., 1996). No presente
estudo, ao avaliar a ovotoxicidade do 4-VCD por uma via menos invasiva que a IP, notou-se
que o uso do 4-VCD intravaginal, utilizando gel de quitosana como veiculo, promoveu
toxicidade apenas aos foliculos primordiais e afetou o ciclo estral de ratas tratadas. Contudo,
ndo promoveu esterilidade durante o periodo de estudo, sugerindo que a acdo do 4-VCD pela
via intravaginal ndo ocorra em mesma intensidade que pela via IP, porém, mostrou-se ser

promissora, tendo em vista, a quimioesterilizacéo.

Primeiramente, a quitosana é um polimero natural e foi escolhido para o
desenvolvimento do gel, por apresentar boa biocompatibilidade, biodegradabilidade e facil
absorcdo (VALENTA, 2005). Para inoculacdo, o gel intravaginal contendo 4-VCD a base de
quitosana foi facilmente expelido e aplicado, com volume de administracdo de 0,2mL,
mostrando boa caracteristica muco-adesiva e retencdo local. Essas caracteristicas enaltecem sua
utilizacdo ja que, o gel a base de quitosana (carga positiva) realiza interacdes eletrostaticas com
0 muco vaginal (carga negativa), assim, permitindo boa muco-adesdo e permanéncia local
garantindo liberacdo do farmaco (ANDERSEN et al., 2015; SENYIGIT et al., 2014). Além
disso, o gel possui propriedades antibacterianas (LUDWIG, 2005). Ainda, 24 horas ap0s a
aplicacdo do composto, foi possivel realizar lavados vaginais sem residuos do gel ou
interferéncias na analise citologica vaginal. Em vista disso, o gel a base de quitosana aparentou
ser um meio adequado de entrega do 4-VCD pela via intravaginal.

Com relagdo as observacg0es relacionadas ao ciclo estral, sabe-se que ratas tratadas com
compostos nocivos ao aparelho reprodutor, podem apresentar periodos de estro ou diestro
alongados em cada ciclo (> 4 dias de diestro e > 3 dias de estro), ocasionando ciclos estrais de
longa duragcdo (GOLDMAN et al., 2007). No presente estudo, a avaliacdo do ciclo estral

mostrou que as ratas do grupo 4-VCD nos dois momentos (M1 e M2) apresentaram ciclo



43

classificado como anormal, com maior nimero de dias em diestro. Com isso, foi notado
prolongamento do ciclo estral e menor nimero de ciclos em relagdo ao GC. Esses achados
corroboram com achados de trabalhos que, utilizaram 4-VCD em doses de 40 e 80 mg/kg via
IP em ratas que apresentaram irregularidades no ciclo estral no inicio do tratamento,
caracterizado pelo prolongamento de dias em fase de diestro e assim, também menor nimero
de ciclos estrais em determinado periodo (FLAWS et al., 1994; LEE et al., 2017; TRAN et al.,
2018). Essas alteracBes passam a ser observadas nos primeiros 30 dias de tratamento, a partir
do terceiro ciclo estral (FLAWS et al., 1994; LEE et al., 2017). A longo prazo, Mayer et al.
(2002) observaram que a ciclicidade é interrompida com 360 dias ap0s o inicio do tratamento
com 4-VCD, apds o esgotamento de foliculos antrais. No presente estudo, devido ao curto
periodo de avaliacdo proposta, ndo foi possivel determinar se a mesma evolugdo aconteceria
com o uso do 4-VCD em gel intravaginal, mesmo assim, ja foi possivel perceber a interferéncia
na ciclicidade mesmo com um periodo de avaliagdo curta, justificando estudos futuros que
incluam avaliagéo a longo prazo.

Ainda, notou-se que, uma das ratas pertencente ao grupo 4-VCD (1/10), manifestou
sinais de inflamacéo no utero e vagina em M1, notados macroscopicamente durante a coleta de
dados. E sabido que insultos & mucosa vaginal podem desencadear resposta inflamatoria local,
e leucdcitos podem ser encontrados nos lavados vaginais em até 48 horas ap6s o evento, e
assim, mimetizar a fase de diestro e confundir a avaliacdo da citologia vaginal por até 14 dias
(GOLDMAN et al., 2007; MCLEAN et al., 2012; SARWAL et al., 2019; YANO et al., 2010).
Embora sinais claros de inflamacéo vaginal ndo tenham sido evidenciados nos demais animais
do grupo tratado (9/10), possivel interferéncia do gel contendo 4-VCD na resposta inflamatéria
local ndo foi totalmente excluida, podendo ter inferido nas analises do ciclo estral em M1. O 4-
VCD possui caracteristicas corrosivas que causam insultos aos tecidos de inoculacao; casos de
inflamacédo de mucosas, pele, musculos e outros 6rgaos ja foram observados (APPT et al., 2006,
2008; CHHABRA et al., 1990; DYER et al., 2013; MARONPOT, 1987; MUHAMMAD et al.,
2009; WEIL et al., 1963). Porém, para confirmar essa hipétese, estudos mais aprofundados que
incluam avaliacdo histopatologica dos tecidos envolvidos sdo necessarios para maiores
conclusdes. Todavia, é importante ressaltar que 80% das ratas do grupo 4-VCD mantiveram os
ciclos irregulares em M2 apds a suspensao das inoculagdes do gel, caracterizados por periodos
de estro prolongado e menor numero de ciclos estrais.

Curiosamente, as irregularidades no ciclo estral detectadas no inicio do tratamento com
4-VVCD parecem estar relacionadas ao inicio da ovotoxicidade do 4-VCD aos pequenos

foliculos pré-antrais. Visto que, o prolongamento de fases do ciclo estral ocorre paralelamente



44

a diminuicdo da populagdo de foliculos saudaveis e o aumento do nimero de foliculos atrésicos
(FLAWS et al., 1994; KAO et al., 1999; LEE et al., 2017; SPRINGER et al., 1996; TRAN et
al., 2018).

Sabe-se que os danos foliculares causados pelo 4-VCD em ratas, iniciam ap0ds 10 dias
de administracéo IP na dose de 80 mg/kg, constatados pela degradacdo de DNA do o6cito, sem
que haja ainda, perda significativa no nimero de foliculos primordiais e primarios (SPRINGER
et al., 1996); e com 12 a 15 dias de tratamento IP com o 4-VCD na dose citada, é detectada a
diminuicdo significativa na contagem global de foliculos primordiais e primarios (KAO et al.,
1999; SPRINGER et al., 1996). Porém, no presente trabalho observou-se que um dia apos o
término do tratamento intravaginal com 4-VCD (M1) ndo foi possivel detectar diferenca
significativa no nimero de foliculos saudaveis ou atrésicos entre os grupos. No entanto, nesse
momento, a proporcao de foliculos primordiais saudaveis foi maior no GC, assim como, a
proporc¢éo de foliculos primordiais atrésicos foi maior no grupo 4-VCD. Assim, esses achados
corroboram os de outros artigos (KAO et al., 1999; MAYER et al., 2002), nos quais o0 4-VCD
foi capaz de promover diminui¢do na populacdo de foliculos saudaveis, aumentando a atresia
folicular. Embora os resultados apontem acdo ovotdxica do 4-VCD em M1, os dados sugerem
que pela via intravaginal a ovotoxicidade do composto ndo ocorre com a mesma intensidade ou
velocidade que se observa pela via IP (FLAWS et al., 1994; KAO et al., 1999; SPRINGER et
al., 1996).

Diferentemente ao observado em M1, em M2 notou-se no grupo 4-VCD aumento
significativo no numero de foliculos primordiais atrésicos. Todavia, ndo foi observado
diferenca no nimero de foliculos primordiais e primarios saudaveis assim como, no nimero de
foliculos primarios atrésicos. Esses achados véo de encontro aos dados da literatura sobre o
inicio da ovotoxicidade induzida pelo 4-VCD. De acordo com Kao et al. (1999), a fase inicial
de dano folicular induzida pelo composto, é notada pelo aumento da populacdo de foliculos
atrésicos para posteriormente, ser notado diminui¢do no nimero de foliculos saudaveis. Sendo
assim, acredita-se que, para que houvesse diminuicdo significativa no nimero de foliculos
saudaveis, seria necessario maior dosagem e/ou tempo de exposi¢cdo ao composto. Nao
obstante, Hinds et al. (2014) ao utilizarem o 4-VCD via oral, em diferentes doses (150 — 450
mg/kg) por cinco dias em camundongas, ndo notaram ovotoxicidade, atribuindo a ineficiéncia
do composto ao tempo de exposicdo curto e doses consideradas baixas para essa via. Em
paralelo, Abolaji et al. (2016), ao empregarem o 4-VCD em ratas pela via oral, nas doses de
100, 250 e 500 mg/kg evidenciaram ovotoxicidade do 4-VCD, no entanto, a exposi¢do ao

composto foi de 28 dias. Reiterando os achados em M1, em M2 constatou-se que no grupo 4-
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VCD, de forma significativa, maior propor¢do de foliculos primordiais atrésicos e menor
proporcao de foliculos primordiais saudaveis foi observada em relagdo ao GC, evidenciando
acao ovotoxica do composto pela via intravaginal.

Apesar de o 4-VCD apresentar carater ovotoxico por diferentes vias, doses
(CAROLINO et al., 2019; FLAWS et al., 1994; KAO et al., 1999; MUHAMMAD et al., 2009;
SPRINGER et al., 1996) e também associado a outros compostos quimicos (DYER; MAYER,
2014; PYZYNA et al., 2016). No entanto, a via de inoculacdo pode influenciar no seu
mecanismo de acdo (BURD, 2014; HINDS et al., 2014). De acordo com os achados do presente
trabalho, a via intravaginal para administragdo do 4-VCD mostrou sinais de ovotoxicidade, mas
ndo houve dano total nos foliculos primordiais, nos grupos avaliados. Sabe-se que para que
ocorra a quimioesterilizacéo e a fertilidade seja comprometida, € necessario que toda populagéo
de foliculos primordiais seja afetada (KAO et al., 1999; MAYER et al., 2002, 2004; WITMER
et al., 2017). Como os foliculos em crescimento e antrais sdo recrutados a partir de foliculos
primordiais e primarios, sua populacdo sé sera afetada quando os pequenos foliculos pré-antrais
comecarem a diminuir significativamente (KAO et al., 1999; MAYER et al., 2002).

De acordo com Hinds et al. (2012 apud DYER et al., 2013), sdo necessarias até 30 doses
repetidas de 4-VCD via oral para que o mesmo, afete a fertilidade de ratas. Ja no estudo de Reis
et al. (2014), a administracdo de 4-VCD na dose de 160 mg/kg por 15 dias consecutivos via
subcutanea em ratas, diminuiu significativamente a populacéo de foliculos antrais saudaveis.
Entretanto, a ovotoxicidade induzida pelo 4-VCD aos foliculos primordiais ocorre em uma taxa
constante, em resposta a dosagem diaria/repetida, entre 10 a 30 dias, ndo sendo um evento Unico
(FLAWS et al., 1994; KAO et al., 1999; SPRINGER et al., 1996), na dose de 80 mg/kg via IP.
Por conta disso, € possivel que a exposicdo mais longa (superior a 15 dias) ao 4-VCD via
intravaginal seja necessario para que haja atresia ovariana e, esterilidade. Estudos futuros
devem ser realizados com intuito de determinar se tempo mais prolongado de exposicdo e/ou
dose maior de 4-VCD pela via intravaginal, conseguirdo promover infertilidade em ratas, mas
0 presente estudo mostra indicios importantes que essa via apresenta potencial para ser melhor

estudada.
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CONCLUSAO

Diante dos resultados, notou-se que a administracao de gel intravaginal composto de 4-
VVCD na dose de 160 mg/kg por 15 dias consecutivos, promoveu toxicidade aos foliculos
primordiais, assim como, afetou o ciclo estral de ratas tratadas. No entanto, ndo foi suficiente
para promover esterilidade durante o periodo de avaliacdo, ainda assim, o gel intravaginal
contendo 4-VCD mostrou-se ser promissor para estudos futuros, que incluam doses maiores

e/ou maiores periodos de inoculago.
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5 CONCLUSAO

De acordo com os resultados do presente trabalho, a via intravaginal demonstrou ser
alternativa eficaz como via de administracdo pouco invasiva do 4-VCD, havendo evidéncias de
acdo ovotoxica do composto sobre os ovérios de ratas tratadas. Os efeitos ovotdxicos do
composto pela via intravaginal na dose de 160 mg/kg por 15 dias consecutivos, foram notados
pelo aumento na populacdo e proporcdo de foliculos primordiais atrésicos, bem como,
prolongamento do ciclo estral no grupo tratado. Porém, apesar de neste estudo néo ter sido
observada faléncia ovariana, o composto demonstrou promissora acdo ovotdxica. Ainda,
acredita-se que futuros estudos devem ser realizados avaliando a melhor dose e/ou tempo de
exposicdo para total eficacia do composto pela via intravaginal, assim como, sua toxicidade

sistémica e seguranca.
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