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MOURA, Kawane Fabricio. Tratamento com Topiramato na adolescéncia: efeitos
agudos e tardios sobre a reatividade vascular da aorta. 2019. 44 p. Dissertagao
(Mestrado Multicéntrico em Ciéncias Fisiolégicas) — Universidade Estadual de
Londrina, Londrina/PR — Brasil.

RESUMO

O endotélio vascular tem papel importante sobre a manutengdo da homeostasia
cardiovascular. Estudos demonstram que a disfuncdo das células endoteliais pode
favorecer o desenvolvimento de doencas cardiovasculares. O topiramato (TOP) é
um farmaco aprovado pelo Food and Drug Administration (FDA) para profilaxia de
enxaqueca em adolescentes. E descrito que o tratamento com TOP, em diferentes
faixas etarias, aumenta o risco de doencgas vasculares em humanos. Entretanto, o
efeito do tratamento com TOP na adolescéncia sobre a fungéo do endotélio vascular
ainda nédo foi investigado. Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar a fungéo
endotelial, utilizando a reatividade da aorta, e o perfil biométrico de ratos
adolescentes e adultos apds tratamento com TOP durante a adolescéncia. Para
tanto, ratos Wistar foram tratados com TOP (41 mg/Kg/dia) ou veiculo (grupo CTR)
por gavagem do dia pos-natal (DPN) 28 ao 50, periodo de adolescéncia. Durante o
tratamento o ganho de massa corpdrea e nos ultimos sete dias consumo de ragao
foi acompanhado. No DPN 51 e 120 foram avaliados a reatividade da aorta in vitro
para vasoconstritores e vasodilatadores, indice de Lee, peso do tecido adiposo
visceral e marrom, presséao arterial e frequéncia cardiaca. Para analise estatistica foi
utilizado ANOVA de uma via para comparacgao da resposta maxima (Rmax) e -log da
concentragédo de droga que causa 50% da Rmax (pD2) para as curvas de fenilefrina
e teste T-Student para os demais dados. Os resultados foram expressos como
média + erro padrdo da média (EPM). As diferencas foram consideradas
estatisticamente significativas quando p<0,05 (CEUA: 9379.2018.26). Foi possivel
observar que ndo houve diferenga entre os grupos CTR e TOP para o consumo de
ragdo e acompanhamento do ganho de massa corporea. Os ratos TOP
apresentaram diminuicdo do indice de Lee e tecido adiposo retroperitonial no DPN
51, sem alteragdes do perfil antropométrico na vida adulta (DPN 120). Também nao
houve diferenca entre CTR e TOP quanto a pressao arterial e frequéncia cardiaca
nos dois periodos avaliados. Quanto a reatividade da aorta, no DPN 51 e na
presenca do endotélio, a Rmax para o vasoconstritor, fenilefrina, foi maior para o
grupo TOP quando comparada a Rmax do CTR e a remogao do endotélio aboliu
esta diferenga. A resposta vasodilatadora foi semelhante entre os grupos TOP e
CTR no DPN 51. No DPN 120, os anéis de aorta dos ratos TOP e CTR, na
presenca ou auséncia do endotélio, apresentaram respostas similares para
fenilefrina. Quanto a vasodilatagéo, os anéis do grupo TOP apresentaram diminuigao
da pD2 para ACh, sem alteragdo de Rmax. Nossos resultados demonstram que o
tratamento de ratos com TOP durante a adolescéncia, na dose de 41mg/Kg/dia,
causa efeitos biométricos discretos logo apds o tratamento (DPN 51), o que ndo se
mantém na vida adulta (DPN 120). Este tratamento também causa alteragcbées na
funcao endotelial que parecem ser permanentes.

Palavras Chaves: topiramato; adolescéncia; alteragdes vasculares; alteracdes
metabdlicas.



MOURA, Kawane Fabricio. Topiramate treatment in adolescence: acute and late
effects on aortic vascular. 2019. 40 p. Dissertacdo (Mestrado Multicéntrico em
Ciéncias Fisiologicas) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina/PR — Brasil.

ABSTRACT

The vascular endothelium plays an important role in the maintenance of
cardiovascular homeostasis. Studies have shown that endothelial cell dysfunction
may favor the development of cardiovascular disease. Topiramate (TOP) is a Food
and Drug Administration (FDA) approved drug for migraine prophylaxis in
adolescents. Treatment with TOP has been reported to increase the risk of vascular
disease in humans. However, the effect of TOP treatment in adolescence on
vascular endothelium function has not been investigated. Thus, the aim of this study
was to evaluate endothelial function using aortic reactivity and anthropometric profile
of adolescent and adult rats after TOP treatment during adolescence. For this, Wistar
rats were treated with TOP (41 mg / kg / day) or vehicle (CTR group) by postnatal
day gavage (PND) 28 to 50, adolescence period. During treatment, body mass gain
and feed intake were followed. In DPN 51 and 120 the groups were evaluated: in
vitro aortic reactivity for vasoconstrictors and vasodilators, Lee index, visceral and
brown adipose tissue weight, blood pressure and heart rate. For statistical analysis,
one-way ANOVA was used to compare the maximum response (Rmax) and -log of
the drug concentration causing 50% of the Rmax (pD2) for the phenylephrine curves
and the Student T-test for the other results. Data were expressed as mean *
standard error of the mean (SEM). Differences were considered statistically
significant when p <0.05 (CEUA: 9379.2018.26). It was observed that there was no
difference between the CTR and TOP groups for feed intake and follow-up of body
mass gain. TOP rats showed decreased Lee index and retroperitoneal adipose tissue
at PND 51, without changes in anthropometric profile in adulthood (PND 120). There
was also no difference between CTR and TOP regarding blood pressure and heart
rate in the two periods evaluated. Regarding the aortic reactivity at PND 51 and in
the presence of endothelium, the Rmax for vasoconstrictor phenylephrine was higher
for the TOP group compared to CTR Rmax and endothelium removal abolished this
difference. The vasodilator response was similar between the TOP and CTR groups
at PND 51. Also, at PND 120, the aortic rings of the TOP and CTR rats, in the
presence or absence of the endothelium, showed similar responses to
phenylephrine. Regarding vasodilation, the rings of the TOP group presented a
decrease in pD2 for ACh, without alteration of Rmax. Our results demonstrated that
treatment of rats with TOP during adolescence, using 41 mg/kg/day, caused mild
metabolic effects just after treatment (PND 51), which was not maintained in the
adulthood (PND 120). This treatment also causes changes in endothelial function
that appear to be permanent.

Keywords: topiramate; adolescence; vascular changes; metabolic changes.
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1. INTRODUCAO

O topiramato (TOP) é um farmaco aprovado pelo Food and Drug
Administration (FDA) para o tratamento de epilepsia em criangas maiores de 2 anos
de idade (A.M.; L.S., 2008; BEN-MENACHEM et al., 2008). Entretanto, alguns
ensaios clinicos tém sugerido que este farmaco pode ser uma alternativa para o
tratamento de epilepsia em criangas menores de 2 anos de idade (GLASS; POULIN;
SHEVELL, 2011; KUGLER; SACHDEO, 1998; VALENCIA et al., 2005; VEGGIOTTI
et al., 2004; WATEMBERG et al., 2003), embora o perfil de eficacia e de efeitos
adversos do TOP nao sejam completamente estabelecidos. Além de ser util como
terapia anticonvulsivante, em 2014, o TOP foi aprovado para a profilaxia de
enxaqueca em adolescentes com idade entre 12 e 18 anos (FDA, 2014,
SAKULCHIT; MECKLER; GOLDMAN, 2017).

Este farmaco possui multiplos mecanismos de acgao: bloqueio dos canais para
soédio dependentes de voltagem; efeito modulador sobre os receptores GABA-A com
consequente potencializagdo do acido gama-aminobutirico (GABA); redugéo da
atividade excitatéria do glutamato através de sua acéo inibitéria nos receptores acido
a-amino-3-hidroxi-5-metil- 4-isoxazol-propiénico(AMPA) e cainato, inibicdo de canais
para calcio tipo L e inibicdo da anidrase carbdnica, especificamente Il e IV(A.M,;
L.S., 2008; CLARK et al., 2013; LIN, 2011; SILBERSTEIN, 2017; ZHANG et al.,
2000).

Em 1996, foi reconhecido pela primeira vez que o TOP causa perda de massa
corpdrea, sendo este um efeito colateral comum nos pacientes tratados com o
farmaco (BEN-MENACHEM et al., 1996); a partir de ent&do, tém sido investigados os
mecanismos pelos quais o TOP leva a perda de massa corpérea, diminuigcdo na
adiposidade e seus efeitos na regulacdo do metabolismo energético (CARICILLI et
al., 2012; HUSUM et al., 2003; MCELROY et al., 2003; PICARD et al., 2000b;
RICHARD et al., 2002; YORK et al., 2000).

Em criancas entre 4 e 12 anos com epilepsia foi demonstrado que o
tratamento com TOP diminui significativamente o indice de massa corporal (IMC), a
relac&o insulina/glicose em jejum, a concentracéo sérica de cortisol e de leptina no
3° e 6° més de tratamento comparado aos valores de pré-tratamento, sugerindo que

este farmaco pode ter efeitos importantes sobre o metabolismo energético
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(OZCELIK et al., 2014). Além disso, foi demonstrado aumento na concentragao
plasmatica de adiponectina em criancas entre 6 e 8 anos tratadas com TOP, sendo
sugerido pelos autores que o aumento de adiponectina pode ser um fator importante
relacionado a perda de massa corpdrea nesses pacientes (LI et al., 2009).

Em ratos geneticamente obesos, com 4 a 5 semanas de idade, o tratamento
com TOP resulta em diminuicdo na ingestdo alimentar, diminuicdo no gasto
energético total e diminuicdo na concentragdo de insulina plasmatica em jejum
(PICARD et al., 2000b). Em ratos com dieta rica em lipideos o tratamento com TOP
causa diminuicdo na massa corporal e também de triglicerideos, glicose, insulina e
aumento das concentragbes séricas de adiponectina (ABO-ELMATTY; ZAITONE,
2011), além de reduzir de leptina, insulina e corticosterona (YORK et al., 2000). E
necessario destacar que estes efeitos promovidos pelo TOP podem ser positivos
para individuos obesos; entretanto, em criancas e adolescentes ndo obesas a perda
de massa corporal, decorrente do tratamento com TOP, pode trazer repercussoes
metabdlicas e cardiovasculares deletérias a curto e longo prazo.

De fato, atualmente € reconhecido que as condi¢bes adversas em fases
iniciais da vida, como a adolescéncia, podem afetar significativamente a saude dos
adultos (MARTIN et al., 2000; OSMOND; BARKER, 2000; VOHR et al., 2010).
Assim, a perda de massa associada a diminuicdo de ingestdo alimentar, decorrente
do tratamento com TOP em janela critica do desenvolvimento do organismo pode
influenciar ou programar a saude do individuo tardiamente (WATERLAND; JIRTLE,
2004). Esse conceito € denominado "programacao do desenvolvimento da saude e
da doencga" e descreve que as adaptacgbes as perturbagdes ambientais durante os
periodos de plasticidade do desenvolvimento podem ter impacto em longo prazo na
saude do individuo (PRIOR; ARMITAGE, 2009). Entretanto, as consequéncias a
curto e longo prazo em adolescentes tratados com TOP nao foram investigadas,
sendo necessario avaliar se possiveis alteragdes seriam permanentes e se poderiam
estar associadas a doengas metabdlicas e cardiovasculares na vida adulta.

Neste sentido, vem sendo descrito que alteragdes do endotélio vascular
podem contribuir para o desenvolvimento e/ou agravamento de doencgas
cardiovasculares e metabdlicas (KONUKOGLU; UZUN, 2016; MARTIN et al., 2000;
STAPLETON et al., 2008). Este tecido, além de proporcionar uma barreira fisica

entre o fluxo sanguineo e o musculo liso vascular, também atua como sensor de
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alteragdes hemodinamicas, tem papel na angiogénese, coagulagao e fibrindlise,
produz mediadores que interferem no crescimento, atividade, migracdo e morte
celular (CARVALHO et al., 2001).

Para desenvolver estes papeis, 0 endotélio produz e libera substancias que
modulam o ténus vascular. Essas substéncias s&o conhecidas como fatores
relaxantes derivados do endotélio (EDRFs) e fatores constritores derivados do
endotélio (EDCFs). Os EDRFs sao 6xido nitrico (NO), prostaciclina (PGI2) e fator
hiperpolarizante derivado do endotélio. Os EDCFs compreendem a angiotensina Il
(Ang Il), endotelina-1 (ET-1), as espécies reativas do oxigénio (EROs) e os
prostandides vasoconstritores (FURCHGOTT; VANHOUTTE, 1989). Desequilibrios
na producdo e/ou acdo desses fatores caracteriza um quadro de disfungao
endotelial, o que predispde o individuo as doengas cardiovasculares e metabdlicas.

Quanto a relacao do tratamento com TOP e alteragcbes cardiovasculares, um
estudo em pacientes epilépticos de ambos os sexos, que faziam uso do TOP,
descreve aumento na concentragao sérica da homocisteina, um conhecido indutor
de estresse oxidativo e relacionado a disfungdo endotelial (BELCASTRO et al.,
2010). Além disso, outro estudo realizado com criangas e adolescentes epilépticos
tratados com TOP demonstrou aumento da espessura das camadas intima e média
da artéria cardtida nos pacientes, sendo este um importante marcador de risco de
doenga vascular (EL-FARAHATY et al., 2015). Entretanto, pouco se sabe sobre os
impactos do tratamento com TOP na adolescéncia sobre o sistema vascular e suas

possiveis consequéncias a curto e longo prazo.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Os objetivos deste trabalho foram avaliar em ratos se o tratamento com TOP
durante a adolescéncia, dia pos-natal (DPN) 28 a 50, causaria alteragdes na fungéo
do endotélio vascular, utilizando a reatividade da aorta como modelo experimental, e
se essas alteragdes se manifestam logo apos o tratamento (DPN 51) e na vida
adulta (DPN 120). Paralelamente, também buscou-se caracterizar, nos DPN 51 e
DPN 120, o perfil biométrico e parametros cardiovasculares nos ratos tratados com
TOP.

2.2 Objetivos Especificos

Os objetivos especificos foram avaliar, no DPN 51 e DPN 120, em ratos os
efeitos do tratamento com TOP durante a adolescéncia sobre:

- O perfil biométrico: analisando a massa corporea, comprimento naso-anal,
indice de Lee e massa de tecidos adiposos branco e marrom.

- A pressao arterial e frequéncia cardiaca;

- A reatividade da aorta toracica ao agente vasoconstritor, fenilefrina (fenil), e

vasodilatadores, acetilcolina (ACh) e nitroprussiato de sédio (NPS).
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Modelo Animal

Ratos obtidos do Biotério Central da Universidade Estadual de Londrina com
26 dias poés-natal (DPN) foram transferidos para o Biotério do Departamento de
Ciéncias Fisiologicas, onde foram mantidos em gaiolas coletivas (5 ratos/caixa) sob
condigdes padronizadas (temperatura de 22 +1°C e fotoperiodo de 12h claro/12h
€escuro) e agua e ragao padrao a vontade. Apés periodo de adaptagao, os ratos com
DPN 28 foram distribuidos aleatoriamente em 2 grupos experimentais que
receberam diariamente os seguintes tratamentos via gavagem:

- Controle (CTR): 4gua do DPN 28 — DPN 50.

- TOP: 41,0 mg/kg/dia de topiramato (Topamax® comprimido, suspenso em
agua), do DPN 28 - DPN 50.

A duragao do tratamento corresponde ao periodo de adolescéncia no rato,
DPN 28 ao DPN 50 (MARCO et al., 2011; SPEAR, 2000) . A escolha da dose foi
baseada nas doses utilizadas para o tratamento de epilepsia em criancas e
enxaqueca em adolescentes. Nestes casos as doses de manutencao do tratamento
variam de 3-9mg/kg/dia (LEWIS et al., 2009; LI et al.,, 2009). Realizando ajuste
dosimétrico utilizando a escala BW3/4 (EPA, 2006), para a maior dose (9mg/kg/dia)
e considerando o peso de uma crianga de 3 anos como 12 kg e o de um roedor com
16 dias de 30 g, obtemos o valor de 41 mg/kg/dia.

Ao final do periodo de tratamento os animais foram novamente distribuidos
em dois grupos: avaliagdes agudas, onde para evitar o efeito direto da administragcao
de TOP os ratos foram avaliados 24 horas apos o término do tratamento (DPN 51);
avaliacbes tardias, onde os protocolos foram realizados na vida adulta (DPN 120).
Todos os protocolos experimentais estdo de acordo com o preconizado pelo
Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (COBEA) e foram
aprovados pelo Comissdo de Etica da Universidade Estadual de Londrina
(CEUA/UEL: 9379.2018.26), conforme anexo A.

3.2 Avaliagdes durante o tratamento
3.2.1 Acompanhamento da Massa Corporea e Consumo de Racéo
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Os animais de ambos os grupos foram pesados diariamente durante o
periodo de tratamento (DPN 28 — DPN 50) para o ajuste de volume e
acompanhamento do ganho de peso ao longo do tempo, os valores estdo expressos
em gramas (g).

O consumo de ragao foi avaliado nos ultimos 7 dias de tratamento (DPN 44 —
DPN 50) com os animais em gaiolas coletivas. Para tanto o célculo de consumo de
racao foi realizado pela seguinte férmula: Consumo de ragédo = (peso inicial — peso

apos 24 h) / 5 animais por caixa.

3.3 Protocolos utilizados para avaliagdes agudas e tardias

Todos os protocolos a seguir foram realizados nos animais CTR e TOP logo
apos o tratamento, DPN 51, para as avaliagdes agudas e no DPN 120, para as

avaliagdes na vida adulta.

3.3.1 Perfil biométrico

Para caracterizagao do perfil biométrico dos diferentes grupos, os ratos foram
anestesiados com tiopental sédico (40 mg/kg, ip), pesados e o comprimento naso-
anal (cm) medido com o auxilio de uma régua. Também foi realizado o calculo do
indice de Lee: [raiz cubica da massa corporal (g)/comprimento naso-anal (cm)x100].
Ainda, o tecido adiposo visceral (perigonadal e retroperitoneal) e marrom (escapular)
foram retirados e pesados. Os tecidos tiveram sua massa corrigida pela massa
corporal total do animal, sendo os valores expressos como peso do tecido adiposo

por 100 g da massa corpérea.

3.3.2 Avaliacdo da Presséo Arterial e Frequéncia Cardiaca

A pressao arterial e a frequéncia cardiaca foram determinadas indiretamente
por pletismografia de cauda. Para tanto, os ratos foram alocados em um tubo de
plastico com saida para a cauda e o focinho, um oclusor € um sensor foram
ajustados a porgao proximal da cauda do rato. Este sensor estava acoplado ao
esfigmomanémetro conectado a um sistema de transdugado de sinal (CODA, Kent
Scientific, USA). O valor final da pressédo arterial (mmHg) e frequéncia cardiaca
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(batimentos por minuto — bpm) de cada animal esta representada pela média de 10

medidas sequenciais.

3.3.3 Reatividade da aorta toracica

Os ratos, de ambos os grupos, foram anestesiados com tiopental sédico (40
mg/kg, ip), e apos toracotomia, a porgéo toracica da aorta foi removida, dissecada e
seccionada em quatro anéis transversais (3 mm de comprimento). Dois dos anéis de
aorta tiveram o endotélio removido (E-) por fricgdo, com o auxilio de uma haste fina
de metal revestida por uma camada de algodao. Nos outros dois anéis o endotélio
foi preservado (E+). Ambos os anéis foram suspensos por um par de ganchos de
aco inoxidavel, um fixo a base da cuba para 6rgaos isolados e o outro conectado a
um transdutor isométrico (FT03, Grass), acoplado a um amplificador de sinal
(AECAD 04, AVS Projetos) e este a um computador.

Os seguimentos de aorta permaneceram sob tensdo de 1,5 g em solugdo
nutriente de Krebs-Henseleit (K-H) modificada (concentragbes em mM: 130 NacCl,
14,9 NaHCOs; 4,7 KCI; 1,18 KH2PO4; 1,17 MgSOs-7H20; 5,5 glicose; 1,56 CaClz-
2H20 e 0,026 EDTA), gaseificada com mistura de 95% de O2 e 5% de CO:2 e
aquecidos a 37°C durante todo o protocolo experimental, como previamente descrito
pelo nosso grupo (CERAVOLO et al., 2013; HIGASHI et al., 2016).

Apos 60 min de estabilizagdo, com trocas da solugcdo de K-H a cada 20 min,
os anéis de aorta foram encubados com solugao de cloreto de potassio (90 mM) por
15 min para avaliar a viabilidade muscular. Apds este tempo, a solugao nutriente foi
trocada a cada 10 min por 30 min. Apds, a integridade do endotélio foi testada pela
adicdo de 3 uM de acetilcolina (ACh) em anéis de aorta contraidos com 3 uM de
fenilefrina (Fenil). O endotélio foi considerado intacto quando o relaxamento induzido
pela ACh foi maior que 80% em relagdo a pré-contragdo e removido quando o
relaxamento foi menor que 5%. A seguir, mais 3 lavagens com solugdo de K-H a
cada 10 min foram feitas.

Para avaliacdo da capacidade contratil, foram construidas curvas
concentracao-efeito cumulativas (CCEC) para o agonista a1-adrenérgico: Fenil (1
nM - 30 uM) e a contragdo expressa em gramas de tens&o. Para avaliar a fungéo
relaxante, CCEC foram construidas para ACh (1 nM - 30 uM) nos anéis E+ e para

nitroprussiato de sodio (NPS) (0.1nM - 3uM) em anéis E-, ambos apds pré-contragao
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de Fenil (3 yM). Os resultados de relaxamento foram expressos como porcentagem

de relaxamento em relacéo a pré-contracao.

3.4 Analise Estatistica

Para as CCEC para Fenil, ACh e NPS a resposta maxima (Rmax) e o -log da
concentracdo do agonista, resultando em 50% da Rmax (pD2) foram calculadas
utilizando uma analise de regressdo nao-linear utilizando o programa GraphPad
Prism software, USA.

Para as comparagdes entre os grupos, inicialmente uma analise exploratoria foi
realizada para avaliar o tipo de distribuicao(Shapiro—Wilk test) e homogeneidade de
variancia (Levene's test) de cada variavel. As variaveis apresentaram distribuicdo e
homogeneidade normal e foram analisadas por: ANOVA de uma via seguido do Teste
de Tukey (reatividade da aorta para Fenil); teste T-Student (reatividade da aorta para
ACh e NPS, pressao arterial e frequéncia cardiaca) e multiplos testes-T para avaliar
ponto a ponto o ganho de peso e o0 consumo de ragdao. Os resultados foram
expressos como a media + E.P.M. Os valores foram considerados significantes
quando p<0,05. As analises estatisticas foram realizadas utilizando o software Prism 6
(Graph Pad Software, Inc., San Diego, CA).

20



4. RESULTADOS

4.1 AvaliagGes durante o tratamento

4.1.1 Acompanhamento da massa corporea e consumo de racao

Houve diferenga na massa corporea apenas no primeiro dia de tratamento,
sendo o ganho de massa corpérea durante o periodo de tratamento, DPN 29 -
DPNS50 (Figura 1) semelhantes entre os grupos TOP e CTR. Ainda, o consumo de
racao (Figura 2), nos ultimos sete dias de tratamento, foi similar entre os grupos CTR
e TOP.

Figura 1. Acompanhamento do ganho de massa corpérea (g) de ratos tratados com

topiramato ou agua

250+
C
o 200-
o
‘0
g 150- -~ CTR
?‘, - TOP
® 100-
= *

50' T T T T T T 1

25 30 35 40 45 50 55

DPN

Ganho de peso (g) durante adolescentes adolescéncia (DPN 28 — 50) tratados com
topiramato (TOP) ou agua (CTR). Os dados foram expressos como médiat E.P.M, n = 10-
11, *p< 0,05 (Multiplos testes T).
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Figura 2. Consumo de racao de ratos tratados com topiramato ou agua
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Consumo de racao (g) durante os ultimos sete dias de tratamento (DPN - dia pés-natal 44 -
50) de ratos adolescentes com topiramato (TOP) ou agua (CTR). Dados foram expressos
como médiax E.P.M, n = 6/grupo, p>0,05 (Multiplos testes T ponto a ponto).

4.2 Perfil Biométrico
4.2.1 Avaliagdo Aguda: DPN 51

Os ratos tratados com TOP apresentaram no DPN 51 diminui¢cdo do indice de
Lee, parametro que relaciona massa e comprimento naso-anal dos animais. O grupo
TOP apresentou menor quantidade de tecido adiposo branco retroperitonial quando
comparado com o CTR. Ja os valores de massa corpdrea, comprimento naso-anal,

tecido adiposo perigonadal e marrom foram similares entre os grupos (Tabela 1).
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Tabela 1. Parametros biométricos avaliados em ratos tratados com topiramato ou

agua (Controle) durante adolescéncia

Grupo (DPN 51)

Parametros
Controle (16) Topiramato (14)
Massa Corpérea (g) 213,5+ 5,06 205,4 + 4,25
Comprimento naso-anal (cm) 18,74 £0,17 18,87 + 0,17
indice de Lee 31,87 £ 0,16 31,30 £ 0,19*
Tecido adiposo retroperitonial 0,35 + 0,01 097 + 0.03*
(9/100g) R
Tecido adiposo perigonadal 0,57+ 0,02 053 +0.03
(9/100g) e
Tecido adiposo marrom (g/100g) 0,07 £ 0,00 0,07 + 0,00

DPN: dia p6s-natal. Dados expressos como a média + E.P.M. (n) € o niumero de ratos/grupo.
*p<0,05 vs controle (Teste T Student).

4.3.2 Avaliagéo Tardia: DPN 120

O tratamento com TOP durante a adolescéncia ndo alterou o perfil
antropomeétrico dos animais na vida adulta (DPN 120) quando comparado com o do
CTR. Sendo assim, massa corporea, comprimento naso-anal e indice de Lee foram
semelhantes entre os grupos. Ainda, ndo houve diferenga na quantidade de tecido

adiposo branco e marrom entre CTR e TOP (Tabela 2).
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Tabela 2. Parametros biométricos avaliados em ratos adultos que foram tratados
com agua (Controle) ou topiramato

Grupo (DPN 120)

Parametros
Controle (13) Topiramato (13)
Massa Corpérea (g) 360 + 9,58 365,2 + 8,59
Comprimento naso-anal 23,04 £0,20 23,04 £ 0,11
indice de Lee 30,90 £0,14 31,01 % 0,21
Tecido Adiposo Retroperitonial 1,09 + 0,10 099 +0.10
(9/100g) me
Tecido Adiposo Perigonadal 1,31+ 0,07 1,29+ 0,05
(g/1009)
Tecido Adiposo Marrom (g/100g) 0,073+ 0,003 0,071 + 0,003

DPN: dia p6s-natal. Dados expressos como a média + E.P.M. (n) € o niumero de ratos/grupo.
(Teste T Student).

4.3 Avaliagdo da Pressao Arterial e Frequéncia Cardiaca

4.3.1 Avaliacdo Aguda: DPN 51

As pressbes arteriais sistolica, diastolica e média e a frequéncia cardiaca n&o

foram diferentes entres os grupos TOP e CTR no DPN 51 (Tabela 3).

Tabela 3. Pressdo arterial e frequéncia cardiaca em ratos tratados com topiramato
ou agua (controle)

Parametros
Grupos
PAS PAD PAM FC
(DPN 51)
(mmHg) (mmHg) (mmHg) (bpm)
Controle (7) 130,6+3,0 89,3+1,4 102,7+2,4 376,6+x17,4

Topiramato (9) 130,8+5,0 95,1+ 3,6 102,0+4,3 370,9+131

DPN: dia pds-natal. PAS: pressao arterial sistélica; PAD: pressao arterial diastélica; PAM:
pressao arterial média; FC: frequéncia cardiaca. Dados foram expressos como a média *
E.P.M e analisadas por teste T Student. (n) é o numero de ratos/grupo.
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4.3.2 Avaliacao Tardia: DPN 120
As pressbes arteriais sistélica, diastdlica e média e a frequéncia cardiaca
foram similares entres os grupos TOP e CTR na vida adulta, DPN 120 (Tabela 6).

Tabela 4. Pressao arterial e frequéncia cardiaca de ratos adultos tratados com
topiramato ou agua (controle) durante a adolescéncia

Grubos Parametros
(DPNp120) PAS PAD PAM FC
(mmHg) (mmHg) (mmHg) (bpm)

Controle (7) 132,6 + 3,52 89,91+ 2,32 104,6 + 3,39 344,1£6,12

127,4 £3,72 90,31+2,553 99,00+ 2,47 327,9+7,05

DPN: dia pds-natal. PAS: pressao arterial sistolica; PAD: pressao arterial diastélica; PAM:
pressao arterial média; FC: frequéncia cardiaca. Dados foram expressos como a média +
E.P.M e analisadas por teste T Student. (n) € o numero de ratos/grupo.

4 .4 Reatividade Vascular

4.4.1 Avaliacao Aguda: DPN 51

Os anéis de aorta toracica E+ e E-, isolados de ratos adolescentes de ambos
os grupos experimentais no DPN 51, apresentaram resposta concentragdo-depende
aos farmacos Fenil, ACh e NPS (figuras 3 e 4).

A remocédo do endotélio aumentou a resposta contratil e a sensibilidade a
Fenil em anéis de aorta isolados dos ratos CTR e TOP quando comparados aos
seus respectivos anéis E + (Tabela 5).

Em anéis de aorta E+, o tratamento com TOP durante a adolescéncia,
aumentou a Rmax para Fenil sem alterar a pD2 quando comparados 0s mesmos
parametros do CTR. Com a remog¢ao do endotélio os valores de Rmax e pD2 foram
similares entre os grupos CTR e TOP (Tabela 5). Em relagcdo as curvas de
relaxamento, tanto as curvas para ACh quanto para NPS foram semelhantes entre
os grupos CTR e TOP (Tabela 6).
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Figura 3. Curvas concentragéo-efeito cumulativas para fenilefrina em anéis de aorta
de ratos no dia pos-natal 51
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Curvas concentracao-efeito cumulativas para fenilefrina (Fenil) em anéis de aorta com (E+)
e sem endotélio (E-) isolados de ratos adolescentes tratados com topiramato (TOP) ou agua
(CTR). Dados foram expressos como a média £ E.P.M., n = 10/grupo. * vs CTR E+; ** vs
TOP E+ p <0,05 (ANOVA de uma via, pos-teste: Tukey, para Rmax e pD2).
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Figura 4. Curvas concentragdo-efeito cumulativas para (A) acetilcolina e (B)
nitroprussiato de sédio obtidos em anéis de aorta de ratos no dia pdés-natal 51
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Curvas concentragao-efeito cumulativas para (A) acetilcolina (ACh e (B) nitroprussiato de
sédio (NPS) em anéis de aorta de ratos adolescentes tratados com topiramato (TOP) ou
agua (CTR). Dados foram expressos como a média + E.P.M. da porcentagem de
relaxamento em relacédo a pré-contracdo com fenilefrina (3uM), n = 8-11, p>0.05 (teste T-

Student para Rmax e pD2).
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Tabela 5. Resposta da aorta para fenilefrina

Grupos Rmax (g) pD2
(DPN 51) E+ E- E+ E-

Controle (10) 1,98+0,06  2,98+0,15* 6,77+0,08 7,87+0,04*

Topiramato (10) 2,51+0,05* 3,03+0,01** 6,93+0,07 8,08+0,10**

Resposta maxima (Rmax) e pD2 (-log da concentracédo do agonista que causa 50% da
Rmax) para fenilefrina em anéis de aorta com (E+) e sem (E-) endotélio isolados de ratos
adolescentes tratados com topiramato ou agua (controle). DPN: dia pés-natal. Dados foram
expressos como a média + E.P.M. (n) é o numero de ratos/grupo. *p<0,05 vs controle E +;
**p<0,05 vs topiramato E +; (ANOVA de uma via, pés-teste: Tukey).

Tabela 6. Resposta de anéis de aorta para acetilcolina e nitroprussiato de sodio

Rmax pD2
Grupos

(DPN 51) ACh (%) NPS (%) ACh NPS

08,86+1,42 7,48+ 0,08
(8) (8)

Topiramato 91,94+ 1,02 (8) 98,08+0,76 (11) 7,04+0,08 (8) 7,49+ 0,05 (11)

Controle g4 97+ 1,78 (8) 7,05%0,10 (8)

Resposta maxima (Rmax) e pD2 (-log da concentracdo do farmaco que causa 50% da
Rmax) para acetilcolina (ACh) ou nitroprussiato (NPS) em anéis de aorta de ratos
adolescentes tratados com topiramato ou agua (controle). DPN: dia pés-natal. Dados foram
expressos como a média + E.P.M da % de relaxagdo a contragdo com fenilefrina. Dados
analisados por teste T Student. (n) € o niumero de ratos/grupo.

4.4.2 Avaliacdo Tardia: DPN 120

Os anéis de aorta E+ e E- isolados dos ratos adultos de ambos os grupos
responderam de forma concentracdo-dependende aos farmacos Fenil, ACh e NPS
(figuras 5 e 6).

A Rmax e pD2 para Fenil foram similares os grupos CTR e TOP na presencga
ou auséncia do endotélio (Figura 5, Tabela 7). Os anéis E- dos ratos adultos dos
grupos CTR e TOP apresentaram aumento da resposta contratil e sensibilidade a
Fenil quando comparados aos seus respectivos anéis E + (Tabela 7).

Quanto as curvas de relaxamento, os anéis de aorta de ratos adultos tratados

com TOP durante a adolescéncia apresentaram diminuicido de sensibilidade para
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ACh, observada pela pD2, sem alteracdo de Rmax. Os valores de Rmax e pD2 para

NPS foram similares entre os grupos (Figura 6, Tabela 8).

Figura 5. Curvas concentragéo-efeito cumulativas para fenilefrina em anéis de aorta
de ratos adultos tratados com agua (controle) ou topiramato durante adolescéncia
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Curvas concentragao-efeito cumulativas para fenilefrina (Fenil) em anéis de aorta
com (E+) e sem endotélio (E-) isolados de ratos adultos tratados com topiramato
(TOP) ou agua (CTR) durante a adolescéncia. Dados foram expressos como a
média + e.p.m., n = 7-8/grupo.
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Figura 6. Curvas concentragdo-efeito cumulativas para (A) acetilcolina e (B)
nitroprussiato de sédio obtidos em anéis de aorta de ratos adultos
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Curvas concentracao-efeito cumulativas para (A) acetilcolina (ACh) e (B) nitroprussiato de
sédio (NPS) em anéis de aorta de ratos adultos tratados com topiramato (TOP) ou agua
(CTR) durante a adolescéncia. Dados foram expressos como a meédia + E.P.M. da

porcentagem de relaxamento em relagdo a pré-contragdo com fenilefrina (3uM), ACh n=9,

NPS n=7-8. *p<0,05 comparando -log da concentragdo de ACh que causa 50% da resposta
maxima (pD2) de CTR e TOP.
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Tabela 7. Resposta da aorta de ratos adultos para fenilefrina

Rmax (g) pD2

Grupos

(DPN 120) E+ E- E+ E-

Controle (7) 1,380,177 4,78+0,21* 6,17+0,09 7,42+0,10*

Topiramato (8) 1,76+x0,15 4,40+0,17** 6,01+0,11 7,51+0,09**

Resposta maxima (Rmax) e pD2 (-log da concentracédo do agonista que causa 50% da
Rmax) para fenilefrina em anéis de aorta com (E+) e sem (E-) endotélio isolados de ratos
adultos tratados durante adolescéncia com topiramato ou agua (controle). DPN: dia pos-
natal. Dados foram expressos como a média + E.P.M. (n) é o nimero de ratos/grupo.
*p<0,05 vs controle E +; **p<0,05 vs topiramato E +; (ANOVA de uma via, pés-teste: Tukey).

Tabela 8. Resposta de anéis de aorta de ratos adultos para acetilcolina e
nitroprussiato de sédio

Rmax pD2
Grupos ACh (%) NPS (%) ACh NPS
(DPN 120) (9) (10) (9) (10)
Controle 9232+129 96,96+095 748+007 7,40+0,07

Topiramato 88,66 +186 9593+090 7,11+0,11* 7,55+0,06

Resposta maxima (Rmax) e pD2 (-log da concentragdo do farmaco que causa 50% da
Rmax) para acetilcolina (ACh) ou nitroprussiato (NPS) em anéis de aorta de ratos adultos
tratados durante adolescéncia com topiramato ou agua (controle). DPN: dia pds-natal.
Dados foram expressos como a média + E.P.M da % de relaxamento em relagcdo a
contragdo com fenilefrina. *p<0,05 vs controle. Dados analisados por teste T-Student. (n) é o
numero de ratos/grupo.
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5. DISCUSSAO

O presente estudo demonstrou, pela primeira vez, que o tratamento com TOP
durante a adolescéncia reduz a modulagao endotelial sobre o controle da reatividade
da aorta a curto e longo prazo em ratos. Paralelamente, foi demonstrado que logo
apods este tratamento na adolescéncia ha reducdo do depdsito de tecido adiposo
branco, o que nao se mantém na vida adulta.

A relacao do tratamento com TOP e perda de massa corporal vem sendo feita
desde 1996 (BEN-MENACHEM et al., 1996). Um estudo realizado em ratos Zucker
magros e obesos demonstrou que o tratamento com TOP (60 mg/kg) reduz o ganho
de massa corporea em ambos os modelos, mas ndo afeta a ingestdo alimentar em
ratos magros (PICARD et al., 2000a). Tais resultados corroboram, em parte, com o0s
encontrados em nosso estudo, quando a ingestao alimentar ndo se mostrou alterada
em ratos Wistar tratados com TOP durante a adolescéncia. Entretanto, em nosso
estudo foi observado que o tratamento n&o modifica o0 ganho de massa corpérea.
Esta divergéncia entre os estudos pode ser justificada por diferengas metodologicas
que influenciam os resultados como o modelo animal: em nosso caso machos Wistar
e no outro estudo fémeas Zucker; o periodo de tratamento: 4 semanas nos Zucker e
22 dias no presente estudo, além das diferentes doses usadas.

Nossos estudos demonstraram que o tratamento com TOP durante a
adolescéncia em ratos ndo modificou 0 ganho de massa corporea e comprimento
naso-anal e causou uma discreta redugdo do indice de Lee acompanhada de
diminuicdo do tecido adiposo retroperitonial, logo apds o tratamento. De forma
semelhante, um estudo realizado com adolescentes com IMC superior a 35,
demonstrou que o tratamento apenas com TOP e TOP associado a reeducagao
alimentar leva a diminuicdo do IMC em ambos os grupos (FOX et al., 2015). Em
outro estudo conduzido com ratos Wistar adultos magros e obesos tratados com
TOP (40mg/kg ou 100mg/kg por 14 dias) demonstrou que o tratamento nao interferiu
com ganho de massa corporea e tecidos adiposos nos ratos magros assim como
nao alterou ganho de massa corpdrea dos ratos obesos mas diminuiu o tecido
adiposo (EL-ABHAR; SCHAALAN, 2012). Até o momento, o0 mecanismo mais aceito

para a influéncia do TOP sobre o tecido adiposo na obesidade seria por melhorar o
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gasto energético, favorecendo a termogénese ao aumentar nos niveis do co-
ativador-1 alfa do receptor ativado por proliferador de peroxissoma (PGC1a)
edaproteinadesacopladoral (UCP-1) no tecido adiposo marrom, resultando em
aumento da termogénese. O TOP também aumenta a fosforilagdo da proteina
quinase ativada por AMP (AMPK) no figado, tecido adiposo e coragao, o que pode
estar associado com melhora do metabolismo nesses animais (CARICILLI et al.,
2012). Frente aos diferentes achados quanto ao perfil biométrico e o uso do TOP, é
possivel sugerir que as alteracdes estdo relacionadas com: a dose, com o periodo
de tratamento e comorbidades, sendo que menores periodos de tratamento em ratos
magros, como o demonstrado em nossos estudos, ndo sdo capazes de causar
alteragdes a longo prazo no perfil biométrico de ratos.

Ainda ndo existe consenso sobre os efeitos do tratamento com TOP sobre a
pressao arterial. O presente estudo demonstrou que ratos tratados durante a
adolescéncia nao apresentaram alteracdo de pressao arterial (sistdlica, diastdlica e
média) e de frequéncia cardiaca logo apds o tratamento e na vida adulta. De forma
semelhante, ratas obesas adultas tratadas com TOP também n&o apresentaram
alteracées nos valores de pressdo arterial (ABO-ELMATTY; ZAITONE, 2011).
Nossos resultados ainda corroboram com os descritos em humanos, nos quais
descreve-se que adolescentes normotensos nao apresentaram alteracbes de
pressédo arterial e frequéncia cardiaca durante tratamento com TOP (FOX et al.,
2015).

Em pacientes adultos, esquizofrénicos tratados com olanzapina, a
associacdo com TOP causou menor ganho de massa corporal e preveniu 0s
aumentos na pressdo arterial sistdlica e diastolica, comumente encontradas nos
pacientes tratados com olanzapina (NARULA et al., 2010). Ainda, pacientes obesos
hipertensos ao serem tratados com topiramato ou topiramato associado a fenitoina
apresentam da pressao arterial sistdlica associada a diminuicdo de massa corporea
(COHEN; GADDE, 2019). Assim, as divergéncias entre os efeitos do TOP sobre a
pressao arterial provavelmente estdo relacionadas com a espécie avaliada
(humanos ou roedores), com idade do paciente, periodo e tipo de tratamento, além
do tipo de doenga de base (obesidade, esquizofrenia).

No presente estudo foi demonstrado pela primeira vez que o tratamento com

TOP em ratos adolescentes reduziu a modulagdo do endotélio sobre a resposta
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contratil causada pela Fenil em anéis de aorta, sem alterar a reposta em anéis sem
endotélio, sugerindo que este tratamento pode causar disfuncdo do endotélio
vascular. Entretanto, esta alteragdo endotelial ndo se manteve na vida adulta.

A modulagao da contracéo pelo endotélio € feita, em maior parte, pelo NO e,
além disso, fatores que interfiram em sua producio e/ou biodisponibilidade podem
comprometer esta acdo e favorecer a disfuncdo endotelial. Dentre os fatores que
podem interferir no controle do NO sobre a contracéo estdo as espécies reativas de
oxigénio, que oxidam o NO a peroxinitrito, reduzindo assim a biodisponibilidade
deste gas (FELETOU; VANHOUTTE, 1999; RUBANYI, 1991; VANHOUTTE et al.,
2017).

A disfuncao endotelial € um importante fator de risco para o desenvolvimento
de doengas vasculares, como aterosclerose (KONUKOGLU; UZUN, 2016). Diversos
fatores podem levar a disfungdo endotelial, dentre estes esta a
hiperhomocisteinemia, que favorece o aumento de estresse oxidativo e a perda de
funcdo da enzima éxido nitrico sintase endotelial (GANGULY; ALAM, 2015). Nesse
sentido, pacientes epilépticos de ambos os sexos, tratados com TOP, apresentam
aumento na concentragédo sérica da homocisteina (BELCASTRO et al., 2010). Isso
ocorre pela acdo do TOP em aumentar a atividade da enzima responsavel pela
desmetilagcdo da metionina a homocisteina, reagao intermediaria pertencente a
biossintese de cisteina (BELCASTRO et al.,, 2010; GANGULY; ALAM, 2015).
Ainda, criancas e adolescentes epilépticos tratados com TOP apresentam aumento
da espessura das camadas intima e média da artéria carétida (EL-FARAHATY et al.,
2015), sendo este um preditor de disfuncao endotelial.

Assim, apesar das importantes diferengas metodologicas entre nosso estudo
e os descritos em humanos, é possivel aventar a hipotese de que o tratamento com
TOP em ratos possa causar aumento da homocisteina plasmatica durante o
tratamento e assim favorecer o estresse oxidativo e a disfuncdo endotelial.
Entretanto, esta hipotese ainda nao foi testada.

A resposta ao agente vasodilatador dependente do endotélio, ACh, e para o
doador de NO, NPS, nao foi alterada. A ACh realiza vasodilatagao por se ligar a
receptores muscarinicos no endotélio, levando ao aumento de influxo de calcio e
producdo do NO. O NO por sua vez, no musculo liso, aumenta as concentracdes

intracelulares de monofosfato ciclico de guanosina (GMPc) que levam ao
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relaxamento do musculo liso (FURCHGOTT; PM, 1989). No entanto, ao contrario da
ACh, a fenil parece nao ser capaz de aumentar as concentragcdes de GMPc na aorta
de ratos (FILIPPI et al., 2001). Desta forma, o endotélio da aorta de ratos modula as
respostas contrateis através de uma producdo continua de NO, ou melhor, uma
producdo basal (VAN LANGEN et al., 2013). Com isso, é possivel que a produgao
de NO gerada pela ACh nos anéis dos ratos tratados com TOP supere a oxidagao
que diminui a biodisponibilidade de NO. Ainda, a sensibilidade do musculo liso para
o NO esta inalterada uma vez que nao houve diferenga na resposta para o NPS.

A longo prazo, o tratamento com TOP durante a adolescéncia nao interferiu
na vasoconstricao dos ratos adultos, mas levou a uma diminuicao da pD2 para ACh,
sem alterar a Rmax. A pD2 é um parametro utilizado para avaliar a poténcia de um
agonista, no caso acetilcolina, considerando a sensibilidade do tecido ao agonista e
a afinidade deste agonista ao seu receptor (ARAUJO et al.,, 2013; MONCADA,;
VANE, 1979). Sendo assim, nossos estudos demonstraram que o tratamento com
TOP durante a adolescéncia diminui a poténcia da ACh, sem interferir na eficacia.
Considerando o mecanismo de agdo da ACh no vaso, algumas hipoteses poderiam
ser aventadas para explicar os resultados descritos. A primeira seria a diminuicao na
expressao de receptores muscarinicos no endotélio (FURCHGOTT; PERSPECTIVE,
1988; TANGSUCHARIT et al., 2016), a segunda a diminuicdo da sensibilidade do
musculo liso para NO, e terceira reducao na biodisponibilidade de NO. Dentre as
hipoteses é possivel afirmar que ndo houve alteragdo da sensibilidade do musculo
para NO, uma vez que nao houve diferenca na vasodilatacdo para NPS, farmaco
doador de NO (TINKER; MICHENFELDER, 1976), sendo necessario testar as
demais hipoteses.

Assim, o tratamento com TOP durante a adolescéncia parece prejudicar a
funcao endotelial de ratos logo apds o tratamento e na vida adulta, estas alteragdes
endoteliais se manifestam de forma diferente nos periodos avaliados e os

mecanismos envolvidos ainda precisam ser esclarecidos.
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6. CONCLUSAO

Nossos estudos demonstraram que o tratamento com TOP em ratos no periodo
da adolescéncia leva a disfungcéo endotelial na aorta, logo apdés o tratamento (DPN
51), com aumento da resposta contratil da aorta sem interferir na vasodilatagéo e na
vida adulta ha diminuicdo da sensibilidade a ACh na aorta dos ratos TOP. Esses
resultados demonstram que o tratamento com TOP promove repercussdes sobre a
reatividade vascular, que se relacionam com prejuizo na fungédo endotelial, logo apds
o tratamento e 80 dias apds o término do tratamento. Ainda, alguns parametros do
perfil biométrico destes animais como reducdo do tecido adiposo retroperitonial e
indice de Lee sdo reduzidos logo apos o tratamento, mas n&o sédo afetados na vida
adulta. Considerando que a disfuncdo endotelial € um fator de risco para doencas
cardiovasculares e metabdlicas conhecer os efeitos vasculares do tratamento com

TOP pode ajudar na prevencéao de efeitos indesejaveis a curto e longo prazo.
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ANEXO A — COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

Univensidade
Estadual de Losdrina

COMISSAD DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

OF. CIRC. CEUA N° 10002018 Londrinag, 15 de Junlo de 2008,
Prezado (a) professar (a)

Certificamos que o projete intilulado: *Avaliagdes agudas ¢ tardias do metabolismo ¢
dos sistemas cardiovascular ¢ reprodutor de ratos tratados com topiramate na infincia oo
udolescénein™ Frotecoln CEUA n* 9379200826, soh o responsabilidade de Grazeln Scaliani
Cernvole, que envolve a produgBo, manutensiio efou uiilzagio de ammas perfencentes a0 filo
Chesdata, subfilo Vertebrata (exceto o homem) para fins de pesquisa cientifica, encomra-se de acordo
com os preceitos da Lei n° 11,794, de 8§ de ocutubro de 2008, do Decreto n® 6.899, de 15 de julho de
2009, ¢ com a5 normas editades pelo Conselho Nacional de Comtrobe da Experimentagio Animal
(CONCEA) e foi aprovado pela Comissio de Erica o Uso de Animais da Universidade Estadual de
Londrina (CEUA/UEL) em  F4/MZO1E.
0 objetivo do projeto & avaliar em ratos tmtsdos durante a infincia (DPN 16-DPMN28) ou
fa  adolescéncia (DPN  28-DPN50) os  pardimetros  metabilicos, cardiovasculares e
reprodutivos logo apds o rmino do tratamento e na vida aduliz (DPN 80-DPMN®) @ o
[endtipo metabilico: 2) o variabilidede do pressfio anecial ¢ freguiéneia cardisea: 3) atividade
do baromeflexe; 4) resposta pressora ao estresse de restncao agude: 51 a reatividade da aorta
tordcica; 6) papel de componentes oxidanties nas alleraghies vasculares; T) possiveis alteragies
nus Células propenitoras endoteliais circulantes: §) instalsgio da puberdade: 9) fertilidade; 10)
histomorvmetria dos orglos reprodutores; 11) dosagem homonal, Grau de invasividade: 3,

| Wigéncia do Projeto | 21072018 o 21072022
| Espécic/linhagem Rato heterogénico (W istar)
W de animais 354
Pesodldade 48 animais de 75 dias e 306 animais de 26 dins
Sexn Machos & Fimeas
Cirigem Biotério Central da Universidade Estadunl de Londrina

Amestrag o serem coletadas | Sangue, aofa, tecido adiposo retroperitoneal, perigenadal
imearron,ducto deferente festiculos, epididimos, vesiculas seminais,
prostais, Glers & pvaris

Cunvpre orientir que caso prelendam-se quaisguer alteraghes no protocolo experimental
aprovada, deve-se submeter o novo protocolo 4 aprecingiio da CEUASUTEL anteriormenie & execugie
das mosdificaghes.

Coloco-mie & disposigio para quaisquer esclarecimentos que se fizerem necessirios. Sem
mais para o maomento, subserevo, eordiadmenie,

by
Profa. Dra. Maria Fernanda Rodriguwes Graciano
Coordenador da CELAMIEL
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Universidade

Estadual de Londrina

COMISSAQ DE ETICA NO USO DE ANIMAIS
OF, CIRC, CEUA N° 35/Z018 Londrina, 07 de Junho de 2018.

Prezado Pesquisador,

A CEUAUEL reunida em 05 de Junho de 2008 avaliou o projeto de pesquisa intilulsdo
"Avaliaghes agudas ¢ tardias do metabolismo e dos sistemas cardiovascular e reprodutor de
ralos tratados com lopiramato na infincia ou adolescéncia.” regislrade sob processo CEUA
n"9379. 218,26 do Ceniro Ciéncias Biologicss, pesguisa desenvolvida sob sus responsebilidade,
sendo julgade como pendents, Para que esta comissdo possa avaliar novamente o profocol
supracitado, 30 necessanas as sequintes cormegpbesiesclarecimentos, par favar,

« e B4 Jushficas a previsds do Admero de animais sequndo 2 varabilidade
dos pardmetres 3 serem avaliados de acordo com a literatura cientifica
pertinents: favor ngenr referéncia de |terstura.

# lem 11: Favor justficar & necessidade de refirada de sangue por pungio
cardiaca juntamente 4 retirada de sangue perifénico.

= Hem 13; Favor esclarecer se @ permanéncia do animal em gaiola metabdlica
por 48h representaria um falor de estresse, uma vez que a gaiola sera utilizada
sOMents para regisiro do corsumao de racio

A CEUAUEL pede a0 proponenta que nos envie cana resposta ds pendénceas solicladas
& uma capia do formulanio cormgido, impresso, via malote para a CEUA. Além disso, envie também
para o e-mall da CELA (ceuafiyel br) uma copla dos anquivos para serem anexados ac GO gue
consta do processo.

Conforme estabelece 3 Resolugho CEFE & CA 1002011, em seu artigo O, o pesquisadar
dispde de, no maximo, 60 diss para spressntar 8 CEUASUEL resposta & easa solicitacdo, sando
bastantea encaminhar wm dosuments gue contenha os esclarscimentos solicitados, o qual ficara
arquivado juntamente com o projeto de pesquisa, comao um complemants do masmao.

Cokacn-me & SSposksao para quaisquer esclaresrmentos que se fzenam necessanos. Sem
mais para o momento, subscravo-me. Cordisimente,

-|'r"-".-' e b 3:{.-'1-\:' rmﬂl-"r.ﬂ‘\- JE- "{i}:"‘--'— (LR "'"‘-'5-""'-’*
Profa. Dra. Maria Fernanda Rodriguees Graciano,
Coordenadora da CEUALUEL.
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