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RESUMO
Embora os antimoniais pentavalentes (antimoniato de meglumina, AM, e
estiboglucanato de sodio) tenham sido introduzidos no mercado em meados dos anos
1940, eles ainda sdo medicamentos de primeira linha no tratamento das leishmanioses.
Sendo um farmaco antigo para uma das doengas mais negligenciadas, ha importantes
lacunas na base de dados ndo clinicos de seguranca disponivel para 0 AM (e.g. estudos
de toxicidade reprodutiva). Neste estudo investigamos se o tratamento com AM durante
a gestacdo e lactacdo prejudicaria 0 crescimento pos-natal, a maturacdo
neurocomportamental e a fertilidade da prole na vida adulta. Ratos Wistar foram
tratados com AM (0, 75, 150 and 300 mg Sb*/kg peso corporal/dia, via sc) durante a
gravidez (dia 1 de gravidez em diante), parto e lactacdo até o desmame (dia 21 pos-
natal, 21PN). A prole das méaes tratadas foi avaliada quanto ao crescimento pds-natal,
maturacdo somatica e neurocomportamental (dias nos quais marcos do desenvolvimento
apareceram, e teste do campo aberto nos dias 25 e 60 PN). O protocolo do estudo foi
aprovado pelo Comité de Etica de Pesquisas do Uso de Animais da FIOCRUZ (CEUA,
L0016/08). As ratas tratadas com AM nao exibiram deficits de ganho de peso ou outros
sinais de toxicidade materna. A duracdo da gravidez, o tamanho da ninhada, e 0 peso
dos filhotes ao nascimento ndo foram alterados pelo tratamento com AM. O peso da
prole nos grupos tratados com as duas maiores doses foi reduzido nas dias 50 e 60 PN.
Os marcos do desenvolvimento fisico e reflexos, a maturacdo sexual e a fertilidade na
vida adulta ndo foram afetados. A prole feminina das maes tratadas com as duas
maiores doses apresentou uma exploracdo vertical (frequéncia de levantar) reduzida no
teste do campo aberto realizado no dia 60 PN. O peso do figado discretamente menor
foi achado em machos e fémeas mortos na idade adulta. Considerados em conjunto, 0s
resultados desse estudo sugeriram que, exceto por alguns poucos efeitos de menor
monta em relacdo ao peso corporal e desempenho no teste do campo aberto no dia 60
PN, notados apenas na prole feminina, o tratamento materno com AM, no intervalo de
doses testado, durante toda a gestacdo e lactacdo, ndo afetou o desenvolvimento,

maturacao e fertilidade da prole exposta.
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ABSTRACT

Although having been introduced in the market in mid 1940s, pentavalent antimony
drugs (meglumine antimoniate, MA, and sodium stibogluconate) are still first choice
drugs for treatment of leishmaniasis. Being a rather old drug for one of the most
neglected diseases, important gaps are found in the non-clinical safety data base
available for MA (e.g., reproductive toxicity studies). In this study we investigated
whether maternal treatment with MA during gestation and lactation impaired the
postnatal growth, neurobehavioral maturation and fertility of the offspring in the
adulthood. Wistar rats were treated with MA (0, 75, 150 and 300 mg Sb*/kg body
wt/day by sc route) during pregnancy (from gestation day 1 onwards), parturition and
lactation until weaning (postnatal day 21, 21PN). The offspring of treated dams was
evaluated regarding postnatal growth, somatic and neurobehavioral maturation (day on
which developmental landmarks appeared and open field test on 25 and 60 PN). The
study protocol was approved by the Ethical Committee on the Use of Animals of
FIOCRUZ (CEUA, L0016/08). Dams treated with MA did not show body weight gain
deficits or other signs of maternal toxicity. Duration of pregnancy, litter size and pup
body weight at birth were not altered by maternal treatment with MA. Pup body weight
in groups exposed to the two highest doses was reduced on 50 e 60PN. The milestones
of physical and reflexes development, sexual maturation, and fertility in adulthood were
not affected. Female offspring from mothers treated with the two highest doses showed
a decreased vertical exploration (rearing up frequency) in the open field test on 60 PN.
A slightly lower liver weight was found in males and females euthanized in adulthood.
Taken together, results from this study suggested that, except for a few minor effects in
female body weight and open field behavior on 60 PN, maternal treatment with MA, in
the dose range tested, during the whole pregnancy and suckling periods, did not affect
the development, maturation and fertility of the exposed offspring.
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1- INTRODUCAO

Os antimoniais pentavalentes (antimoniato de meglumina e estibogluconato de
sodio) sdo amplamente empregados para tratar as diversas formas de leishmaniose. No
Brasil, de acordo com o Ministério da Sadde', o antimoniato de meglumina
(Glucantime®) € ainda hoje o medicamento de primeira linha para tratamento dessas
doengas.

Os antimoniais pentavalentes foram introduzidos no mercado em meados da
década de 1940 como farmacos mais eficazes e menos toxicos que 0s compostos
organicos de antiménio trivalente (e.g., tartaro emético) até entdo usados no tratamento
das leishmanioses. Naquela época os estudos realizados antes da comercializacdo de
medicamentos novos eram muito limitados, quando comparados com a abrangente
comprovacao de eficacia e seguranca, através de sofisticados estudos ndo clinicos e
clinicos, que as agéncias regulatorias exigem hoje da industria farmacéutica. Digno de
nota é o fato dos antimoniais pentavalentes terem sido introduzidos no mercado 15 anos
antes da tragédia da talidomida, no inicio dos anos 1960. Foi o impacto causado pela
descoberta dos efeitos teratogénicos da talidomida que desencadeou uma série de
exigéncias destinadas a tornar mais rigorosa a avaliagdo de seguranca e eficacia pré-
comercializa¢do. O registro do antimoniato de meglumina (Glucantime®) no Brasil
ocorreu em 1947 e antecedeu a lei basica de vigilancia sanitéria, a Lei 6360, sancionada
em 23 de setembro de 1976, que ainda vigora e regula em linhas gerais o registro de
medicamentos no nosso pais. Segundo esta Lei (artigo 16, inciso Il1) para o registro de
produto farmacéutico novo € necessario que “. .. sejam oferecidas amplas informacdes
sobre a sua composicao e 0 seu uso, para avaliagéo de sua natureza e determinagéo do
grau de seguranca e eficacia necessarios”. Nao surpreende, portanto que, a despeito de
sua comprovada efetividade e das décadas de uso no tratamento das leishmanioses,
ainda hoje existam importantes lacunas na base de dados toxicoldgicos disponivel para
a avaliacdo da seguranca dos antimoniais pentavalentes.

Certamente contribuiu para a persisténcia dessas lacunas o fato das
leishmanioses estarem incluidas entre as doencas mais negligenciadas do mundo,
porque afligem principalmente populacdes pobres de paises pouco desenvolvidos
economicamente. Portanto, medicamentos para tratar as leishmanioses ndo séo atraentes
para iniciativa privada e as industrias farmacéuticas ndo investem na pesquisa e
desenvolvimento de remédios para essas doencas. Assim sendo, ndo se aprofunda o

conhecimento sobre um medicamento utilizado ha décadas, mas ainda fundamental no
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arsenal terapéutico, e também ndo se investe na pesquisa de novos farmacos que sejam
mais eficazes e seguros para tratar as leishmanioses®.

Embora sejam escassos, ha na literatura alguns estudos toxicologicos sobre o
antimoniato de meglumina, estudos estes que, em grande parte, sdo originarios de
instituices académicas localizadas em paises em desenvolvimento.

Alkhawajah et al® administraram dois antimoniais pentavalentes
(estibogluconato de sédio e antimoniato de meglumina) por via intramuscular, a ratas
Sprague Dawley do dia 6 ao dia 15 de gravidez. Os autores observaram, com os dois
antimoniais pentavalentes, nas doses de 30, 100 e 300 mg Sb**/kg de peso corporal/dia,
um aumento dose-dependente da taxa de reabsorc¢des (precoces). Foi constatada também
uma reducdo do peso fetal e do tamanho da ninhada nos tratados em relacdo aos
controles. Na dose de 900mg Sh**/kg peso corporal / dia os antimoniais pentavalentes
causaram a morte de todos os animais antes do final do experimento. Alkhawajah et al ®
também relataram a ocorréncia de algumas anomalias em visceras e esqueleto entre o0s
expostos aos antimoniais pentavalentes in Utero.

Paumgartten e Chahoud* trataram ratas Wistar com antimoniato de meglumina,
administrado por via subcutanea, na dose de 300mg Sh*/kg peso corporal /dia, entre os
dia 6 e 15 de gestacdo. Os resultados deste estudo mostraram que o0 antimoniato de
meglumina - na dose de 300mg Sbh**/kg peso corporal /dia - foi embrioletal e elevou a
frequéncia de malformacdes dsseas nos fetos expostos. E importante destacar que esta
dose embriotdxica ndo foi toxica para a mée. Estes achados sdo motivo de preocupacao,
uma vez que o tratamento para a doenca pode requerer mais de 30 dias de exposi¢ao ao
medicamento e é doenca grave cujo tratamento no caso da gravidez ndo pode ser
postergado para depois do parto.

Miranda et al ° estudaram a embriotoxicidade do antimoniato de meglumina (O;
75; 150 e 300mg Sh*°/kg de peso corporal /dia sc) em ratas Wistar, tratadas entre 0s
dias 1 e 20 de gravidez, i.e., por 20 dias consecutivos. Os resultados deste estudo séo
consistentes com o trabalho anterior de Paumgartten e Chahoud® e indicaram que
ocorreu embrioletalidade importante, na auséncia de toxicidade materna explicita, no
grupo de ratas tratadas com dose de 300mg Sb*®/ kg de peso corporal / dia. Os autores
verificaram ainda um retardo no desenvolvimento pré-natal no grupo que recebeu a
maior dose administrada, e uma diminuigdo dose-relacionada do peso corporal dos
fetos, o que sugere que o antimoniato de meglumina foi embriotoxico, embora nédo
tenha sido teratogénico. Neste estudo os autores apresentaram dados demonstrando que

parte significativa do antiménio presente no organismo das maes é transferida por via
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transplacentaria para os fetos. A determinacdo do antiménio no sangue das mées
tratadas com 300mg Sb*°/kg de peso corporal/dia mostrou que —durante o tratamento- as
mées acumularam progressivamente quantidades expressivas de antiménio no
compartimento do qual ele é lentamente eliminado (i.e., compartimento para o qual a
meia vida de eliminagdo é >>>> 24 horas).

Estudo realizado por Friedrich® envolveu o tratamento de ratas com antimoniato
de meglumina (300mg Sb**/kg de peso corporal/dia, sc) durante o periodo de lactacéo,
i.e., por 15 dias consecutivos a partir do primeiro dia de vida pos-natal de seus filhotes.
Ap6s ordenhar as ratas, a autora encontrou antiménio no leite em niveis que
correspondiam a 25% da concentracdo medida no sangue destas mées naquele dia.
Friedrich também constatou que os filhotes absorveram este antiménio presente no leite,
pois foram encontradas concentracGes de antiménio no sangue destes filhotes que
correspondiam a 77% dos niveis detectados no sangue materno. Como a concentragao
no leite era bem menor do que aquela encontrada no sangue dos filhotes esses resultados
mostraram que o antimoénio encontrado no leite é biodisponivel por via oral como
também que o antiménio absorvido por essa via acumula no organismo do filhote.

Além desses estudos experimentais em animais, existe também um reduzido
namero de investigacBes clinicas, i.e., relatos de casos de mulheres com leishmaniose
que foram tratadas com antimoniais pentavalentes durante a gravidez e ou lactacéo.

Um desses casos, relatado por Berman et al ’, diz respeito a uma mulher de 27
anos com leishmaniose cutanea que amamentava o seu filho, e merece atencdo. A
paciente em questdo foi tratada com estibogluconato de sédio, por via intravenosa. No
primeiro dia de tratamento ela recebeu uma dose de 1000mg de Sbh*°, e nos 13 dias
subseqiientes uma dose total de 1400mg Sb*® (que corresponde a aproximadamente
20mg Sb*/kg de peso corporal/dia, iv). Berman et al ' determinaram o nivel de
antimoénio no soro e no leite materno e detectaram este metal em ambos. A coleta do
sangue e do leite foi realizada em dois momentos: antes e depois da paciente receber o
medicamento, e no sexto e no décimo-quarto dias de tratamento. Nas amostras coletadas
antes da injecéo, o leite apresentou concentracdes de antimonio mais elevadas do que o
soro. Entretanto, apds o tratamento com o estibogluconato de sodio, os picos de
antimdnio no soro foram atingidos rapidamente e declinaram de forma mais rapida no
soro do que no leite. Os dados sugerem que a razdo sangue:leite materno difere nos
componentes rapido e lento de eliminacdo do antiménio. Desta forma, e em associagédo

com os resultados experimentais obtidos por Friedrich®, é possivel concluir que o



antimonio, presente em medicamentos que contenham antimonio pentavalente, passa
para o leite materno.

O tratamento com antimoniais pentavalentes durante a gravidez € defendido por
Utili et al . Esses autores relataram que uma mulher de 39 anos com leishmaniose
visceral que estava no segundo trimestre de gravidez recebeu 850mg Sb™ por dia
durante 20 dias. Ela deu a luz a uma menina saudavel, em parto a termo. Esta menina
foi monitorada durante 18 meses pés-parto e durante este periodo manteve boas
condicdes de saude. A partir desta observacédo isolada, o autor concluiu que a dose de
antimonio pentavalente administrada foi efetiva e ndo toxica para o feto mesmo quando
utilizada no segundo trimestre da gravidez. Esta gestante de 39 anos, no momento da
hospitalizacao, estava em mau estado de salde e apresentava febre alta.

Silveira et al ® reportou o caso de uma jovem de 19 anos gravida (na sua segunda
gestacdo) que foi tratada quando estava aproximadamente na vigésima quarta semana
(final do segundo trimestre) pos-concep¢do. A jovem gravida apresentava os sintomas
de leishmaniose visceral ha cerca de cinco meses e residia em area endémica (interior da
Bahia). Apds a confirmacdo da infeccao ela recebeu antimoniato de meglumina por via
intravenosa, uma vez ao dia, na dose de 850 mg Sh*/dia. Apés o quinto dia de
tratamento a paciente entrou em trabalho de parto nascendo uma crianga do sexo
feminino que faleceu no dia seguinte, devido a prematuridade e as complicacdes
associadas a esta condicdo. Inferéncias sobre relacdes de causalidade sdo dificeis em
relatos de casos. Neste caso, por exemplo, 0 parto prematuro pode ter sido precipitado
por diversos fatores e ndo pelo tratamento em si. A jovem foi hospitalizada sem febre,
mas relatava ter tido febre e anorexia ao longo dos meses anteriores, i.e., desde que
comecaram a aparecer os sintomas. Além disso, esta gestante de 19 anos informava ter
precarias condicbes de vida e moradia.

O tratamento de mulheres gravidas com leishmaniose visceral € necessario, ndo
sO em virtude da gravidade da doenga materna, com risco de vida para a gestante, mas
também para evitar a transmissao vertical da doenca para o filho. O risco de transmissao
vertical na leishmaniose deve ser levado em consideracdo e esta forma de transmisséo
pode ser prevenida com a utilizacdo do antimoniato de meglumina. Os relatos
anteriormente citados, e a falta de mais estudos sobre a seguranca do farmaco na
gravidez e lactagdo ainda ndo permitem uma definicdo da melhor estratégia terapéutica
nessas situacoes.

Outra justificativa apresentada para o tratamento durante a gravidez, mesmo no

caso de leishmaniose cutanea, é a possibilidade das gravidas serem mais susceptiveis a
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esta doenga, como sustentado por Krishnan et al *°. Esses autores verificam, em estudo
experimental com camundongos, que a gravidez pode prejudicar a capacidade do
sistema imune combater a infeccdo por protozoarios do género Leishmania. Neste
estudo as gravidas infectadas desenvolveram lesdes maiores, a partir das quais foram
coletados mais parasitas, do que nas lesfes exibidas pelas fémeas que ndo haviam
engravidado.

A importancia de investigar melhor a seguranca dos antimoniais pentavalentes
na gravidez é realcada pelo fato da leishmaniose ser doenca em expansdo no Brasil e no
mundo. Tendo em vista essa expansao, pode-se prever que ocorrera um aumento dos
casos de mulheres gréavidas e em fase de aleitamento infectadas com o parasita. Alguns
pesquisadores tém alertado que a doenca esta se expandindo e tem invadido novas areas
peri-urbanas e urbanas em varios estados brasileiros. Esta expansdo geografica foi
demonstrada, por exemplo, para leishmaniose visceral no estado de Pernambuco (no
periodo de 1990 a 2001); no Maranhdo (periodo de 1982 a 1996); em Sdo Paulo (de
1999 a 2006); e em Mato Grosso (de 1998 a 2005) 1121314,

Em virtude de todos esses fatos, preencher as lacunas existentes na base de
dados toxicolégicos sobre a seguranca dos antimoniais pentavalentes durante a gravidez
e lactacdo é uma necessidade urgente em termos de saude publica *°. Este estudo
pretende contribuir para melhorar a avaliacdo da seguranca do uso do antimoniato de

meglumina em mulheres gravidas.
1.1 — Leishmaniose

As leishmanioses sdo doencas parasitarias causadas por protozoarios do género
Leishmania e transmitidas por mosquitos'®. Os protozoarios do Género Leishmania,
pertencem ao ramo Protozoa, a classe Mastigophora, a familia Tripanosomatidae.

A leishmaniose é doenca de notificacdo compulséria no Brasil *’. A Organizacéo
Mundial de Sadde (OMS) inclui a leishmaniose entre as doencas negligenciadas
classificando-a na categoria 1, i.e., as principais e ndo controladas, das trés categorias
estabelecidas para essas doencas'®.

A transmissdo da leishmaniose ocorre através da picada de fleb6tomos, que séo
mosquitos dos géneros Phlebotomus (Sul da Europa) e Lutzomyia (América).
Diferentes espécies de flebotomos sdo responsaveis pela transmissdo do protozoario.
Aparentemente ha uma afinidade entre a espécie do vetor e a espécie de leishmania.

Normalmente, estes insetos sdo adaptados ao ambiente domiciliar e peri-domiciliar do
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homem no meio rural e nas periferias da &rea urbana. A autonomia de vb6o dos
flebotomos é limitada e eles proliferam principalmente apos periodo chuvoso. Apenas
as fémeas sdo hematofagas, e 0 repasto sanguineo € necessario para que ocorra a
maturagdo dos ovos. Os fleb6tomos picam o hospedeiro vertebrado geralmente entre o
crepusculo e 23 horas. Também podem ocorrer outras formas de transmissdo da doenca,
porém sdo formas bem menos frequentes: pelo uso de seringas contaminadas, pela
transfusdo de hemoderivados (parenteral), por via transplacentaria (congénita) e em
acidentes no laboratério (ocupacional) *°. Os hospedeiros vertebrados sdo 0 homem, o
cao (principal reservatorio), roedores silvestres, alguns marsupiais, primatas, raposas e
preguicas®.

Os protozoarios causadores da leishmaniose proliferam por reproducdo
assexuada (divisao binaria), e ao longo do ciclo existem em duas formas:

- Forma amastigota (ndo apresenta flagelo), o estdgio mais simples. As formas
amastigotas estdo presentes nos vertebrados, onde s&o encontradas no interior das
células do sistema monocitico fagocitario, em cujo citoplasma elas se multiplicam.
Estas formas podem dar origem a aglomerados que resultam de um grande nimero de
divisbes binarias.

- Forma promastigota (possui flagelo). Esta forma esta presente nos hospedeiros
invertebrados (vetores) onde sdo encontradas no interior do tubo digestivo.

Embora a leishmaniose se manifeste clinicamente de diferentes formas, os
parasitas isolados de pacientes com as diversas formas clinicas da doenga sdo
morfologicamente muito semelhantes. Dentro de cada subgénero podemos encontrar
uma grande variedade de espécies causadoras da doenca. As manifestac@es clinicas, o
processo inflamatorio desencadeado pelo parasita e a taxa de multiplicacdo deste dentro
das células do sistema monocitico fagocitario dependem do agente etioldgico (espécie
de Leishmania) e também da resposta imunitaria do hospedeiro vertebrado ao
parasita’®,

De acordo com as manifestagdes clinicas, a doenca pode ser classificada em dois
grandes grupos: a Leishmaniose Visceral (LV) ou Calazar, e a Leishmaniose
Tegumentar (LT).

A LV é dividida em subtipos, que séo caracterizados principalmente pela regido
do mundo onde ocorrem com mais frequéncia. Assim sendo, o Calazar neotropical € o
tipo de LV que existe no Brasil e em paises latino-americanos, atingindo adultos e
criancas. O agente etiologico é a Leishmania chagasi e seu principal vetor € o

fleb6tomo da espécie Lutzomyia longipalpis. Esta leishmania possui acentuado
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viscerotropismo, instalando-se principalmente no bago, figado, medula déssea, ganglios
linfaticos, mucosa intestinal, e, em menor ndmero, nos rins, supra-renais, pele e
mucosas®®. Este tipo de leishmaniose pode evoluir para o 6bito se néo for tratado®.

A leishmaniose tegumentar é causada por diferentes espécies do género
Leishmania e pode se manifestar clinicamente de diversas formas. A maioria dos
autores subdivide a LT em duas outras formas: a LT oriental e a LT americana (LTA).
Esta ultima ocorre nos paises latino-americanos. No Brasil, ela ocorre com diferentes
prevaléncias em praticamente em todos os estados, mas principalmente na zona rural e
em éreas florestais atingidas pelo desmatamento causado pelo homem®®. Embora nao
seja letal, este tipo de leishmaniose também é motivo de preocupacdo, pois pode ter

sério impacto psicossocial®®

. A LT precisa ser tratada, principalmente, nas seguintes
situacOes: lesdes persistentes, lesbes localizadas proximo as juntas; lesbes em numero
superior a 5; lesGes iguais ou maiores que 5cm de diametro, e lesbes que atingem as

mucosas e podem causar deformidades no paciente®* % %,

1.1.1 - Ciclo biolégico

Nos hospedeiros vertebrados o parasita se localiza no vacuolo digestivo dos
histiocitos (ou macrofagos teciduais). Esses macréfagos fagocitam rapidamente o
parasito que esta no meio intersticial, mas ndo conseguem destrui-lo. A leishmania se
multiplica no interior dos macrofagos, causando a destruicdo da célula hospedeira. A
célula se rompe e as formas flageladas do protozoario (promastigotas) séo liberadas no
meio intercelular, sendo entdo fagocitadas por outros macréfagos o que estende a
infeccdo dentro do organismo do hospedeiro?” %%,

O fleb6tomo - hospedeiro invertebrado — suga o sangue de um individuo ou um
animal parasitado — e se infecta com as formas amastigotas das leishmanias presentes
nas celulas do sangue ou da linfa intersticial do hospedeiro vertebrado. No interior do
hospedeiro invertebrado o parasito evolui em seu tubo digestivo. As formas amastigotas
tornam-se entdo alongadas e seus flagelos crescem, assumindo o protozoario a forma
promastigota (por convencdo o flagelo fica no polo anterior da célula). Estes se
multiplicam ativamente por divisdo binaria longitudinal, aumentando em numero, e
invadem porc¢oes anteriores do estdmago e do proventriculo do inseto (que faz parte do
intestino médio, precedendo imediatamente o estdmago). A grande multiplicacdo
parasitaria pode vir a dificultar a ingestdo de sangue pelo flebétomo, quando este tenta
novamente se alimentar. O inseto faminto é assim levado a picar e a sugar repetidas

vezes e, eventualmente, infectar muitas pessoas ou animais. Ap6s cada esfor¢o para
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ingerir sangue, os musculos encarregados da sucgdo relaxam e causam a regurgitacdo do
material aspirado. Desse modo o vetor inocula de forma eficiente as formas infectantes
do parasita em novos hospedeiros vertebrados®® .

O ciclo da leishmania se completa quando, na pele do hospedeiro vertebrado, as
formas promastigotas sdo fagocitadas pelos macréfagos, no interior dos quais se
transformam em amastigotas. Desta forma ocorre a propagacdo da doenca para novos

individuos suscetiveis®”.

1.1.2 - Epidemiologia

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) estima que 350 milhGes de pessoas
estejam expostas ao risco de contrair a leishmaniose, registrando-se aproximadamente
dois milhdes de novos casos das diferentes formas clinicas a cada ano™.

A LV tem ampla distribuicdo no mundo, ocorrendo na Asia, na Europa, no
Oriente Médio, na Africa e nas Américas. Esta doenca ja foi registrada em pelo menos
12 paises da América Latina, onde 90% dos casos ocorrem no Brasil. A doenca foi
descrita em quase todas as Regides do pais. A leishmaniose tem apresentado mudancas
importantes no padrdo de transmissao, inicialmente predominava em ambientes rurais e
periurbanos e, mais recentemente, vem ocorrendo em centros urbanos como Rio de
Janeiro (RJ), Corumbéa (MS), Belo Horizonte (MG), Aracatuba (SP), Palmas (TO), Trés
Lagoas (MS), Campo Grande (MS), entre outros®* 2,

Segundo o Ministério da Sadide®, em 19 anos de notificacdo (1984-2002), o0s
casos de LV atingiram o total de 48.455, dos quais aproximadamente 66% ocorreram
nos estados da Bahia, Ceara, Maranhdo e Piaui. Com a expansdo da doenca para outras
regides esta situacdo vem se modificando. Este tipo de leishmaniose é mais frequente
em criangas menores de 10 anos (54,4%), sendo 41% dos casos registrados em criangas
menores de 5 anos. O sexo masculino é proporcionalmente o mais afetado (60%). Tem
sido visto que, nos dltimos anos, a letalidade da LV vem aumentando gradativamente,
passando de 3,6% no ano de 1994 para 6,7% em 2003, o que representa um incremento
de 85% *.

Consultando a Tabela 1.1 é possivel ter uma idéia da distribuicdo da
leishmaniose visceral no Brasil no periodo de 1990 a 2007. Verifica-se que as taxas
mais elevadas de incidéncia sdo as referentes as Regifes Norte e Nordeste. E evidente
também a expansdo do LV para as Regides Centro-Oeste e Sudeste. E importante
destacar que, no ano de 2007, a LV ja foi detectada na Regido Sul onde até entdo néo

havia sido registrada®.



Tabela 1.1 — Taxa de incidéncia da leishmaniose visceral (LV) no Brasil (entre 1990 e 2007)

Regido Ano
[ v wme we me ww @s we
Brasil 1,3 1,7 2,1 2,2 14 1,9 1,69
[ Mm@ w2 e
Nordeste 4 55 6,5 6,4 2,9 3,8 2,94
[ e 04w w8 W am
Sul - - - - - - 0,01

Fonte DATASUS, 2010. NUmero de casos por 100.000 habitantes



A LT constitui um problema de salde publica em 88 paises de quatro
continentes (Américas, Europa, Africa e Asia), com registro anual de 1 a 1,5 milhdes de
casos em todo o mundo. Esta doenca é considerada pela OMS, como uma das seis mais
importantes moléstias infecciosas, cuja morbidade preocupa principalmente pelo
potencial de produzir deformidades se ndo for tratada. No Brasil, a LT apresenta ampla
distribuicdo geografica sendo registrada em todas as regides do pais®.

Até a década de 1950, a maior incidéncia de LTA era registrada nos estados de
Séo Paulo, Parana, Minas Gerais e Pernambuco. Na década de 1970, foram observados
pequenos surtos em diversas localidades do Estado do Rio de Janeiro, particularmente
na zona rural do Grande Rio e em Niteroi. Nesta década mereceu destaque a epidemia
de 1974 na baixada de Jacarepagua™".

No Brasil, entre 1985 e 2005, registrou-se uma média anual de 28.568 casos
autoctones de LTA. Na década de 1980, esta forma de leishmaniose foi assinalada em
19 unidades da Federacdo. Em 2003, entretanto, a LT foi registrada em todos os estados
brasileiros. Esta doenca ocorreu em individuos de ambos 0s sexos e em todas as faixas
etarias, mas na média do pais, a LT ocorreu predominantemente em pessoas maiores de
10 anos (90% dos casos) e no sexo masculino (74% dos casos) *°.

Em 2004, a maior incidéncia de LT foi constatada nos estados do Acre, Para,
Tocantins, Maranhdo, Ronddnia, Amazonas e Mato Grosso™.

Na Tabela 1.2 € possivel ter uma idéia da evolucdo da distribuicdo da
leishmaniose tegumentar no Brasil no periodo de 1990 a 2007. Verifica-se que as
incidéncias mais elevadas sdo as referentes a Regido Norte, com taxas 4 a 6 vezes
maiores do que a média nacional. Taxas elevadas também s&o registradas no Centro-

Oeste e Nordeste.
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Tabela 1.2 — Taxa de incidéncia da leishmaniose tegumentar (LT) no Brasil (entre 1990 e 2007)

Regiéo Ano

Brasil 17,2 18,1 19,1 19,8 16,1 141 11,44

Nordeste 29,8 18,8 25,3 19,7 19,3 15,6 11,58

Fonte DATASUS, 2010. Nimero de casos por 100.000 habitantes
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1.2 - Tratamento da leishmaniose

1.2.1 - Antimoniais pentavalentes e antimoniato de meglumina

Gaspar Vianna foi o pioneiro na utilizacdo de compostos organicos de antimonio
para combater infecgdes causadas por protozoarios do género Leishmania. Em 1912
Vianna utilizou pela primeira vez o tartaro emético (que continha antimonio trivalente)
para tratar a forma mucocutanea de leishmaniose americana. Em 1915, Cristina e
Caronia, na Italia, assim como Rogers na india, confirmaram a efetividade do antiménio
trivalente para tratar a leishmaniose e verificaram a sua eficacia terapéutica também no
caso da forma visceral (calazar). Os efeitos adversos do tartaro emético, entretanto,
impulsionaram a busca por alternativas de tratamento menos toxicas. Nesse processo
empirico de busca de novos agentes terapéuticos, foram testados na década de 1920
alguns antimoniais pentavalentes. Os antimoniais pentavalentes inicialmente testados
foram a uréia estibamina, depois o estibosan e em seguida o neostibosan. Em 1936
surgiu o solustiban, que mostrou diversas vantagens sobre o antecessor neostibosan,
entre as quais a maior estabilidade em meio aquoso e o fato de poder ser administrado
pelas vias intramuscular, intravenosa e subcutanea, porque o solustiban ndo era tdo
irritante para os tecidos como o medicamento anterior. O antimoniato de meglumina
(Glucantime®) foi desenvolvido no final da Segunda Guerra Mundial, na década de
194028, 35, 36.

No Brasil, e em diversos outros paises, 0s antimoniais pentavalentes (Sb*) sdo
considerados como medicamentos de primeira linha para o tratamento das
leishmanioses. Existem no mercado duas formulages de Sb™ complexados com
carboidratos: o estibogluconato de sddio (mais utilizado em ex-col6nias britanicas) e o
antimoniato de meglumina. Aparentemente, ndo h& diferencas quanto a eficcia e a
toxicidade destes dois compostos organicos de antimonio pentavalente'®2.

O antimoniato de meglumina (Glucantime®) é o Unico antimonial pentavalente
disponivel no Brasil onde é adquirido e distribuido pelo Ministério da Salude. O
Glucantime® (antimoniato de meglumina) é disponivel em ampolas de 5 ml, contendo
405 mg de Sb*® (0 equivalente a 81mg de Sbh*® por mililitro) ou 1,5g de antimoniato de
meglumina. Este medicamento consta na Relacdo Nacional de Medicamentos
Essenciais®’ (Rename), cuja versdo mais atualizada é a de 2009. A presenca na Rename
reflete a essencialidade deste farmaco, pois nela estdo relacionados apenas o0s

medicamentos considerados prioritarios para a satde da populagéo brasileira. De acordo
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com a Rename, o antimoniato de meglumina é remédio de uso hospitalar assim
caracterizado: “Uso hospitalar, compreendendo emprego de medicamentos em
pacientes internados ou em pacientes ambulatoriais que necessitam de atendimento
especializado ou ainda quando a administracdo implique risco & satde” ¥

O mecanismo de agéo dos antimoniais pentavalentes, incluindo o antimoniato de
meglumina, ainda ndo foi totalmente elucidado, mas especula-se que o antimonio
pentavalente (Sb*°) seja de fato uma pré-droga, sendo convertido a antiménio trivalente
(Sb*®) que seria a espécie do metal com atividade leishmanicida. Essa reducdo do
antimoénio pentavalente a trivalente seria catalisada por grupos tidis presentes em
moléculas de células do hospedeiro, e ou por ti6is especificos do parasita®® ** *. Supée-
se que a reducdo do antimonio ocorreria principalmente no interior dos macréfagos,
onde estdo as formas amastigotas do parasita, pois o0 pH do meio e a concentracdo de
tiis pode influenciar na reducdo do metal. E possivel que exista mais de um mecanismo
envolvido na agdo leishmanicida do antim6nio que parece interferir com a bioenergética
das formas amastigotas de leishmania. Tanto a glicolise, quanto a oxidacdo dos &cidos
graxos, que ocorrem em organelas especificas, sdo inibidos, sendo que esta inibicdo é
acompanhada de diminuicdo da producdo de ATP e GTP. Uma das evidéncias que apoia
esta interpretacdo de que para exercer a a¢do leishmanicida é necesséria a reducao de
Sb**® para Sh*? é o fato da forma trivalente ser mais eficaz contra as leishmanias * #* %
3 Evidencias da conversdo in vivo de Sb*® em Sh*® foram encontradas por Miekeley et
al ** em pacientes tratados por via intramuscular com antimoniato de meglumina. Os
niveis mais significativos de Sb*® foram detectados durante a fase lenta de eliminagdo,
resultado que reforca a hipétese de que o Sb*™ seja a espécie responsavel tanto pelos
efeitos terapéuticos, quanto pelos efeitos adversos.

O Sb*® aparentemente ndo se concentra no interior dos eritrocitos e atinge
concentracdes mais expressivas no plasma do que nas células sanguineas enquanto o
0posto parece ocorrer com a espécie trivalente no componente lento de eliminacéo™®.

A eliminacdo do antimoniato de meglumina se ajusta ao previsto por modelos
cinéticos com mais de um compartimento. Além de uma fase rapida com meia vida de
minutos ou horas, ha uma fase mais lenta, com a meia-vida de eliminagcdo em torno de
24 a 72 horas; e uma fase lentissima, com meia-vida de elimina¢do em torno de 50
dias™.

Como o antimoniato trivalente é espécie mais tdxica que o pentavalente, a

toxicidade do antimoniato de meglumina pode estar relacionada com a biorreducéo e
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com o acimulo de Sb*3. Este acimulo, por sua vez, pode se dever a alta afinidade da
espécie trivalente por macromoléculas de células sanguineas e alguns tecidos*®’.

Nos ultimos anos, doses progressivamente maiores dos antimoniais tém sido
recomendadas pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) e pelo Centro de Controle de
Doencas (CDC) dos Estados Unidos da América, devido ao aparecimento de resisténcia
do parasita a esses medicamentos, principalmente em paises como Suddo, Quénia e
india®!.

A maioria dos efeitos adversos relacionados ao tratamento com antimoniais
pentavalentes aparece no final do tratamento, o que esta de acordo com a hipétese de
que a toxicidade deste medicamento se deve a acumulago do antimdnio nos tecidos®.

O principal e mais freqlente efeito adverso do antimoniato de meglumina se
deve a sua acdo sobre o aparelho cardiovascular. De acordo com a severidade da
cardiotoxicidade, que se manifesta como arritmias e pode levar a morte subita, pode ser
necessario reduzir ou suspender o tratamento, para que se possa evitar a morte do
paciente*® 490,

Além das alteracbes eletrocardiograficas como arritmias e/ou outras
manifestacdes de cardiotoxicidade, tem sido relatados insuficiéncia renal aguda e/ou
outras manifestacdes de nefrotoxicidade; ictericia e elevacdo dos niveis de
transaminases e/ou outras manifestagdes de hepatotoxicidade; pancreatite aguda e/ou
hiperamilasemia. Outros efeitos adversos freqlientes sdo artralgia, anorexia, dor no local
da aplicacdo e aumento da diurese por perda transitoria da capacidade de concentracédo
urinaria, nuseas, vomitos, fraqueza, cefaléia, tontura, palpitacdo, insonia, entre outros®"
51, 52, 53, 54.

O esquema terapéutico padrao (adultos) recomendado para a LV é 20mg de Sb*°
kg/dia, com aplicacdo intravenosa (iv) ou intramuscular (im), por no minimo 20 e no
méaximo 40 dias consecutivos, sendo o limite maximo a injecdo de 2 a 3 ampolas/dia
Este esquema tem tido bons indices de cura no Brasil. Sempre que existam condicdes de
seguimento, o tratamento ambulatorial pode e deve ser realizado®".

O antimoniato de meglumina € indicado para o tratamento de todas as formas
clinicas da LTA, embora as formas mucosas exijam maior cuidado, apresentando
respostas mais lentas e maior freqiiéncia de recidivas®. As formas cutaneas s&o
usualmente tratadas com 10 a 20mg/Sh**/kg de peso corporal/dia, sendo recomendando
15mg/Sb*°/kg de peso corporal/dia, iv lento ou im, por 20 dias consecutivos.
Recomenda-se ndo ultrapassar 3 ampolas/dia. As formas mucosas sdo via de regra

tratadas com 20mg/Sh*°/kg de peso corporal/dia, por 30 dias consecutivos®’.
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Devido a sua toxicidade, o antimoniato de meglumina é contra-indicado para
pacientes que possuem doenca renal crbnica, doenca cardiaca, hepatopatia e
hipersensibilidade aos seus compostos. Ndo é indicado o consumo concomitante de
alcool, por aumentar o risco de hepatotoxicidade; bem como é recomendavel evitar
agentes que alterem o eletrocardiograma (antiarritmicos e antidepressivos triciclicos),
pois podem dificultar a detecgéo do efeito toxico do antiménio e ou aumentar o risco de

arritmia®.
1.2.2 — Alternativas de tratamento

Uma das alternativas aos antimoniais pentavalente é a anfotericina B. Este
antibidtico tem sido utilizado como medicamento de segunda escolha para tratar
leishmaniose desde a década de 1960%°. A anfotericina B é o medicamento
leishmanicida mais potente disponivel comercialmente, atuando nas formas
promastigotas e amastigotas do parasita, tanto in vitro quanto in vivo. Entretanto, os
efeitos colaterais da anfotericina B sdo inimeros e frequentes. Esses efeitos adversos
sdo dose-dependente, sendo a anfotericina B altamente toxica para as células do
endotélio vascular, e a flebite o efeito mais comum. Altera¢cbes pulmonares, como
desconforto respiratério, dispnéia e cianose também sdo relatadas. As complicagdes
renais com o uso da anfotericina B sdo as mais importantes, pois graus variados de
comprometimento renal ocorrem em praticamente todos os pacientes ao longo do
tratamento. Outros efeitos adversos podem também ser observados tais como febre,
cefaléia, nduseas, vOmitos, anorexia, tremores, calafrios, e distirbios do
comportamento. Recentemente, novas formulacdes da anfotericina B que atenuam
consideravelmente os seus efeitos toxicos tornaram-se disponiveis comercialmente.
Essas formulacdes, entre as quais esta a anfotericina B lipossomal, tém custo muito
elevado e requerem cuidados especiais para transporte e conservacao, praticamente

impossibilitando o seu uso em larga escala na rotina dos servicos de salde pUblica®**-

56.

Outro farmaco apontado, pelo Ministério da Saude, como alternativa aos
antimoniais no tratamento da leishmaniose é a pentamidina. Este farmaco € utilizado em
casos de resisténcia ou intolerancia em relacéo aos antimoniais®.. A pentamidina tem
elevada toxicidade e baixa eficacia, por isso € utilizada apenas quando os tratamentos
citados anteriormente ndo apresentam resultados satisfatdrios. Dentre seus efeitos

adversos é possivel citar a diabetes mellitus insulina dependente irreversivel, e a
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cardiotoxicidade que pode levar a morte. A pentamidina interfere com o metabolismo
da glicose e pode levar a alteragfes glicémicas nos dois sentidos, como a hipoglicemia
seguida por hiperglicemia. O mecanismo que leva a ocorréncia desta resposta bifasica
ainda ndo foi esclarecido, podendo ocorrer citélise das células beta do péancreas e,
conseqiientemente, diabetes mellitus insulina dependente. O efeito diabetogénico parece

ser cumulativo e dose dependente®®4%>".
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2 - JUSTIFICATIVA

O estudo clinico da seguranca de medicamentos durante a gravidez esbarra em
impedimentos éticos quase intransponiveis, ja que nao se admite a realizacdo de ensaios
nesse periodo. O ensaio clinico em criangas também é questdo éticamente delicada.
Assim, a avaliacdo de seguranca na gravidez e em criangas depende, pelo menos num
primeiro momento, fundamentalmente de estudos nédo clinicos em animais.

Embora exista a possibilidade de diferencas inter-especificas, os dados obtidos
em animais de laboratério sdo importantes indicadores dos efeitos que podem ser
encontrados na espécie humana.

Sendo assim, este estudo junto com outros em andamento no nosso laboratdrio,
contribuira para a avaliacdo de seguranca de antimoniais pentavalentes no tratamento da
leishmaniose durante a gravidez e em criangas. Contribuindo para o preenchimento de
lacunas existentes na base de dados toxicologicos deste medicamento, 0 que é uma
necessidade urgente em termos de saude publica.

O presente estudo, portanto, contribuira para que os médicos possam decidir
sobre o melhor esquema de tratamento, caso se depare com uma paciente gravida com
leishmaniose, e também ter mais informacfes sobre os riscos da utilizacdo deste
medicamento em criancgas.

E importante ressaltar que este trabalho se propde a complementar estudos
realizados anteriormente em nosso laboratério, que tiveram como foco a caracterizacao
do potencial embriotoxico do antimoniato de meglumina em roedores. A investigacao
das possiveis consequéncias para a prole do tratamento materno durante esses periodos
€ necessaria porque estudos anteriores em ratos indicaram que o antimonio no sangue da
mée é transferido, através da placenta e para o leite, e que o antimoénio presente no leite

é biodisponivel por via oral.
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3-0OBJETIVOS

3.1 — Objetivos gerais

O trabalho aqui apresentado investiga eventuais efeitos adversos do tratamento
materno com o antimonial pentavalente, ao longo de toda a gestagdo (exposicao
transplacentaria) e periodo de amamentacdo (exposi¢do via leite materno), sobre o
desenvolvimento somatico e neurocomportamental da prole exposta, assim como efeitos

a longo prazo sobre a fertilidade e desempenho reprodutivo desta na vida adulta.

3.2 — Objetivos especificos

Verificar em ratos se o tratamento com antimoniato de meglumina durante toda
a gravidez e lactacao:

- causaria perdas gestacionais, alterando tamanho da ninhada, afetaria o
crescimento pre-natal, alterando o peso ao nascimento, e ou influenciaria a mortalidade
neonatal.

- afetaria a mortalidade, o ganho de peso, a maturacdo somatica (marcos do
desenvolvimento fisico) e o desenvolvimento neurocomportamental (maturacdo de
reflexos e comportamento exploratorio no teste do campo aberto) da prole exposta.

- acarretaria alteracbes comportamentais (teste do campo aberto) a longo prazo
detectaveis na vida adulta.

- afetaria a maturacdo sexual e a fertilidade e desempenho reprodutivo na vida

adulta da prole exposta no periodo de desenvolvimento pré- e pés-natal.

18



4 - METODOLOGIA
4.1- Animais

Foram utilizados ratos da linhagem Wistar (Rattus norvergicus) fornecidos pelo
Centro de Criacdo de Animais de Laboratério (CECAL) da FIOCRUZ. Os animais, com
aproximadamente 95 dias de vida, foram mantidos em gaiolas, em condi¢Ges padrdo de
temperatura (21+£2°C), umidade (aproximadamente 70%) e ciclo claro/escuro de 12
horas. Os animais tiveram acesso ad libitum a &gua filtrada e racdo (Nuvital®, Nuvilab,
Curitiba, PR, Brasil).

4.2- Acasalamento

Ap6s serem recebidos no laboratério seguiu-se um periodo de aclimatacdo no
biotério de experimentacdo de aproximadamente uma semana antes do acasalamento. O
acasalamento ocorreu como descrito a seguir. Duas fémeas nuliparas, escolhidas
aleatoriamente, foram transferidas para a gaiola de um macho durante as duas ultimas
horas do periodo escuro do ciclo (i.e., de 6 as 8 horas da manhd). Transcorrido este
periodo, as fémeas foram retiradas e examinadas para a verificacdo da ocorréncia da
copula. O cruzamento foi confirmado pela presencga do “plug” (massa esbranquicada de
espermatozéides) no canal vaginal, ou pela visualizacdo de espermatozoides no lavado
vaginal (realizado com &gua destilada) examinado em lamina a fresco. Apos a
confirmacdo do acasalamento as fémeas foram pesadas e alojadas em gaiolas
individuais sendo destinadas aleatoriamente aos diferentes grupos experimentais. As
primeiras 24 horas ap6s a constatacdo do acasalamento foram consideradas como dia

zero de gravidez (DG 0).
4.3- Tratamento

O antimoniato de meglumina (Glucantime®, Sanofi-Aventis) foi administrado
por via subcutanea, na regido dorsal da rata durante toda gravidez, parto espontaneo e
lactacdo, até o desmame da prole, i.e., por 42 dias consecutivos.

O grupo controle recebeu apenas o veiculo (solu¢do aquosa de metabissulfito de
potassio e sulfito de sédio, com pH 7,0). Trés grupos foram tratados com antimoniato de

meglumina nas doses de 75mg Sb™/kg de peso corporal/dia; 150mg Sh**/kg de peso
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corporal/dia; 300mg Sbh**/kg de peso corporal/dia. Todos os grupos foram tratados na
mesma epoca.

O numero de ratas gravidas destinadas aos grupos controle, menor dose, dose
intermediaria e maior dose foram nove, doze, dez e nove ratas, respectivamente. Essas
ratas gravidas geraram as ninhadas avaliadas nesse estudo.

O peso das ratas gravidas foi registrado diariamente durante todo o tratamento,
antes da injecdo subcutanea (sc), permitindo assim ajustar o volume do farmaco a ser
administrado. O volume de veiculo administrado nas ratas do grupo controle
correspondeu ao volume do medicamento injetado no grupo tratado com a dose

intermediéria.
4.4 - Acompanhamento das maes e dos filhotes

As fémeas gravidas foram observadas quanto ao ganho de peso e aparecimento
de sinais clinicos de toxicidade. Essas gesta¢des evoluiram para o parto espontaneo que
ocorreu a partir do 20° dia de gestacdo (DG 20). A partir do DG 20 as gaiolas passaram
a ser inspecionadas para verificacdo do nascimento das ninhadas (os partos ocorreram
principalmente entre no dia 22). O dia do nascimento foi designado como dia 1 pos-
natal (1 PN) sempre que o trabalho de parto tenha sido concluido antes das 13 horas.
Quando a finalizacdo do trabalho de parto ocorreu apds as 13 horas, o dia subsequente
foi considerado dia 1 PN. No dia 1 PN registrou-se o numero de filhotes nascidos,
namero de machos e fémeas em cada ninhada, e o peso dos filhotes. A partir desta data,
os filhotes foram pesados de 5 em 5 dias até o dia 20 PN (que corresponde ao dia
anterior ao desmame). Apds o desmame, a pesagem dos filhotes passou a ser realizada
de 10 em 10 dias (até o dia 60 PN). Estes intervalos entre as pesagens para
acompanhamento do desenvolvimento pds-natal dos filhotes esta de acordo com o
recomendado pela Diretriz (“Guideline”) No. 426 da OECD.

Apds serem pesados no dia 1 de vida pds-natal, os filhotes foram marcados com
injecdo intradérmica de nanquim nas patas. O local da marcacdo foi determinado
segundo codigo que permitia identificar individualmente cada filhote macho e fémea da
ninhada. N&o foi realizada a padronizagdo do tamanho da ninhada, i.e., as ninhadas
permaneceram com o numero original de filhotes.

Apds o desmame, os filhotes foram alojados em gaiolas com 4 ou 5 animais do
mesmo sexo e da mesma dose. Em torno do dia 30 PN as mées foram mortas por

decapitacdo e necropsiadas sendo retirados o figado, baco, rins, coragdo e utero. Os
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orgdos foram pesados. O namero de sitios de implantagdes no utero foi determinado
pelo método descrito por Salewiski®. Resumidamente, o Gtero foi aberto por inciséo
longitudinal e imerso em solucdo de sulfeto de aménio a 10% (Merck®), por 10
minutos e, em seguida, foi lavado em agua corrente e mergulhado por mais 10 minutos
em uma solugdo formada por partes iguais de ferrocianeto de potéssio a 20% e &cido
cloridrico a 1% (Merck®). Os sitios de implantacdo, que surgem como pontos escuros

na parede uterina, sdo localizados e contados.
4.5 - Avaliacdo do desenvolvimento pos-natal dos filhotes
4.5.1- Dia de aparecimento de marcos fisicos do desenvolvimento

Cada filhote foi examinado quanto ao aparecimento dos marcos do desenvolvimento
somatico. Foi registrado o dia em que o marco foi constatado. Os marcos fisicos
observados foram:

a - Descolamento das orelhas: os filhotes foram observados imediatamente apds o
nascimento (a partir do dia 1 PN) quanto ao descolamento bilateral e completo das
orelhas. As observacdes foram realizadas diariamente até a deteccéo do evento®;

b - Surgimento de pélos: os filhotes foram examinados a partir do dia 1 PN. Foi
registrado o dia de surgimento da primeira penugem. As observac@es foram realizadas
diariamente até a deteccéo da primeira penugem no dorso dos animais®;

c- Erupcgéo dos incisivos: os filhotes foram examinados a partir do dia 6 PN. O
exame procurou evidenciar o primeiro sinal de erup¢do dos incisivos através da
gengiva. O resultado foi registrado como positivo ap6s total rompimento tanto dos
incisivos superiores, quanto dos inferiores®?;

d- Abertura de olhos: os filhotes foram examinados diariamente partir do dia 12 PN
até o registro do evento. Os olhos foram considerados abertos quando evidenciou-se a
abertura bilateral e completa das péalpebras®;

e- Descida dos testiculos: filhotes do sexo masculino foram avaliados quanto a
descida bilateral dos testiculos para o saco escrotal a partir do dia 14 PN. A palpacéo do
escroto foi feita diariamente em todos os machos da ninhada até serem detectados os
dois testiculos®.

Os exames relacionados a seguir foram realizados apds o desmame e marcam 0

inicio da puberdade dos animais. Foi registrado o dia em que 0 evento ocorreu.
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f- Separacdo prepucial: filhotes do sexo masculino foram observados quanto a
separagdo prepucial a partir do dia 30 PN. O prepucio foi retraido (manualmente com
leve pressdo) para que fosse possivel observar se 0 pénis ja encontrava-se exposto. O
exame foi realizado diariamente até que todos os machos da ninhada apresentassem a
separacdo prepucial®®;

g- Abertura do canal vaginal: as fémeas foram examinadas quanto a abertura do
canal vaginal a partir do dia 30 PN. A observacao foi realizada diariamente até que cada
fémea da ninhada apresentasse o canal vaginal completamente aberto®;

h- Ciclo estral — primeiro estro: para determinar o dia em que as fémeas
apresentaram o primeiro estro, foram realizados lavados vaginais diarios a partir do dia
em que foi constatada a abertura vaginal completa. E importante ressaltar que 0s
lavados foram realizados aproximadamente no mesmo horario, em todos os dias, para
reduzir variabilidade e melhorar a identificacdo dos padrBes do ciclo estral. A coleta de
células ocorreu utilizando-se uma micropipeta, com 50 ul de agua destilada (houve
insercdo apenas da extremidade da ponteira para evitar tanto quanto possivel o
desconforto dos animais). Logo em seguida foi realizada a avaliacdo, a fresco, dos tipos
celulares do epitélio vaginal em lamina examinada por microscopia Optica (Zeiss SV11,
Alemanha - aumento de 200x). A avaliacdo foi feita com base nos seguintes critérios
citolégicos que caracterizam o estagio do ciclo estral: predominancia de células
epiteliais nucleadas (proestro); predominancia de células epiteliais cornificadas (estro);
presenca de células epiteliais cornificadas e/ou leucdcitos, e muco (metaestro); presenca
abundante de leucécitos (diestro) %>,

Entre as avaliagdes anteriormente citadas, encontram-se aquelas que séo
preconizados pela OECD (“Guidance Document on Mammalian Reproductive Toxicity

Testing and Assessment®’) para acompanhamento do desenvolvimento fisico da prole.

4.5.2- Avaliacéo do desenvolvimento de reflexos e comportamento exploratorio dos
filhotes

Os reflexos descritos a seguir foram examinados sendo registrados os dias em
que surgiram de forma completa. Os testes realizados foram os seguintes:

a- Endireitamento postural: iniciou-se a pesquisa deste reflexo no dia 1 PN. Os
filhotes foram cuidadosamente deitados em decubito dorsal em uma superficie plana e
observados. O reflexo foi considerado como totalmente formado se o filhote virasse
para posicdo ventral e ficasse com todas as patas apoiadas sobre a superficie, em
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posi¢cdo que o permitia andar, dentro de no méximo 30 segundos (s). Foi registrado o dia
em que este critério foi alcangado. A pesquisa, porém, continuou até que o filhote
apresentasse resultados positivos por trés dias consecutivos (para confirmacdo). Quando
tal fato ocorria, o primeiro dia (desta sequéncia de trés) em que o filhote apresentou a
resposta positiva foi registrado como o dia em que o reflexo apareceu ®*%;

b- Reflexo de preensdo: iniciou-se a observacdo no dia 1 PN. Para pesquisar este

reflexo usamos um bastdo bem fino (Imm de didmetro - ou “clip” de papel) para tocar a
superficie palmar das patas dianteiras do filhote. Em resposta os dedos se dobram para
segurar 0 bastdo. Neste caso, registrou-se o dia do desaparecimento do reflexo, que
deixa de se manifestar com a maturacdo do sistema nervoso central (SNC). O resultado
foi considerado positivo quando ambas as patas dianteiras deixaram de apresentar o
reflexo. Este teste foi realizado até apresentar resultados positivos por trés dias
consecutivos (para confirmacdo), mas foi registrado como dia de desaparecimento o
primeiro dia (dos trés) em que a resposta de preensio deixou de ocorrer’*"";
c- Esquiva ao abismo: Este teste avalia o ato de “fugir” da extremidade em que ha
abrupta descontinuidade da superficie plana (beira do abismo) que depende da
percepcao tatil. Inicia-se a pesquisa no dia 2 PN. Os filhotes foram gentilmente
colocados em uma plataforma, com as pontas dos dedos das patas dianteiras e com a
porcao inicial do focinho na borda desta superficie. Considerou-se o reflexo positivo se
o0 animal esquivou-se da borda em no maximo 10s. Cada filhote foi testado até
apresentar consistentemente o reflexo. Esta pesquisa € realizada até o filhote apresentar
resultados positivos por trés dias consecutivos (para confirmacdo), mas o dia de
aparecimento do reflexo foi registrado como sendo o primeiro dia (dos trés) em que a
resposta foi positiva’®®;

d- Geotaxia negativa: Iniciou-se no dia 1 PN. Para pesquisar esta resposta o
filhote foi colocado com o focinho (cabeca) voltado na direcdo da base de um plano
inclinado — em uma espécie de uma rampa - (i.e. altura da cabeca inferior a da cauda) e
observado por no maximo um minuto. O resultado foi considerado positivo quando o
filhote foi capaz de, neste intervalo de tempo, virar o corpo 180° passando a orientar a
cabeca e o focinho em direcdo oposta a da base do plano e se deslocar para cima
(subindo a rampa). Foi feita apenas uma tentativa por dia com cada animal, até a
resposta positiva aparecer. Esta pesquisa de reflexo foi realizada até o filhote apresentar
resultados positivos por trés dias seguidos (para confirmagdo), mas o dia de
aparecimento do reflexo foi registrado como sendo o primeiro dia (dos trés) em que a

resposta foi positiva®®®;
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e- Postural em queda livre: pesquisado a partir do dia 12 PN consistiu em
verificar a habilidade do animal de virar no ar durante queda livre em direcdo ao chéo,
apos ter sido solto de costas a partir de uma altura de 35cm. O animal em queda foi
amparado por uma superficie macia (espuma). Foi registrado visualmente se o filhote
virou no ar para posi¢do ventral e alcancou a superficie com as 4 patas. O reflexo foi
pesquisado duas vezes por dia com cada animal e repetido até apresentar resultados
positivos por trés dias consecutivos (para confirmacdo). Porém, o dia de aparecimento
do reflexo foi considerado como sendo o primeiro dia (dos trés) em que a resposta foi
positiva®®’%;

f- Reacdo de sobressalto acustico (abertura do canal auditivo): este reflexo
consiste em uma rapida extensdo e posterior flexdo de uma série de musculos que segue
um estimulo auditivo repentino. Iniciou-se a pesquisa deste reflexo no dia 12 PN. O
estimulo sonoro foi o estalo de uma ratoeira fechando. A resposta de sobressalto € uma
repentina e breve extensdo dos membros posteriores. A pesquisa deste reflexo foi
realizada uma vez por dia até o aparecimento da resposta de sobressalto’>”;

g- Teste do campo aberto (“open field”): avalia o comportamento exploratorio
desencadeado por um ambiente novo e também a atividade locomotora. O teste foi
realizado logo apds o desmame (aproximadamente no dia 25 PN) e na vida adulta, i.e.
por volta do dia 60 PN. Este teste utilizou uma arena circular, com seu solo dividido em
19 quadrantes. O animal foi colocado no centro da arena e 0 comportamento registrado
por 6 minutos. ApoOs cada teste e antes de ser colocado o animal seguinte, a arena foi
limpa com etanol 20%, para prevenir a interferéncia do odor deixado pelo filhote
anterior. Contadores manuais e crondmetros foram utilizados para registrar a freqiiéncia
de locomog¢do (numero de quadrantes atravessados); a freqiiéncia de “levantar”
(“rearing up”), i.e., nimero de vezes em que o animal retira, simultaneamente, as duas
patas dianteiras do chdo; o tempo de permanéncia no quadrante central da arena e o
numero de episodios de “limpeza” (“grooming”; ou movimentos repetidos com as patas
dianteiras, esfregando rosto e corpo). O numero de bolos fecais deixados na arena foi

registrado ao final do teste® "2,
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4.5.3- Avaliagdo da fertilidade e desempenho reprodutivo dos animais expostos ao

antimoniato de meglumina intra-atero e na lactagéo

4.5.3.1- Acasalamento

Fémeas e machos da prole de mées tratadas foram acasalados, respeitando-se o
grupo de tratamento a que cada animal pertencia, mas evitando-se o cruzamento intra-
ninhada. A fémea foi transferida para a gaiola do macho (que estava alojado
individualmente na gaiola) e repetido o procedimento conjunto até que se confirmasse a
ocorréncia do cruzamento (foram realizadas um maximo de 10 sessdes). O periodo de
alojamento conjunto ocorreu sempre durante as duas Ultimas horas do ciclo escuro (das
6 as 8 horas da manhd). Tal como anteriormente descrito, ap6s cada sessdo de
acasalamento foi investigada a presenca de plug no canal vaginal. Caso ndo tenha sido
visualizado o plug, procedeu-se ao lavado vaginal (com agua destilada) para pesquisar a
presenca de espermatozoéides em lamina a fresco. O dia em que o cruzamento foi

confirmado foi considerado o dia zero de gravidez (DG 0).

4.5.3.2- Cesarea e necropsia das fémeas gravidas

As fémeas gravidas foram pesadas nos dias zero e vinte e um de gestacdo,
quando foi realizada a cesariana. Os fetos foram removidos e examinados quanto ao
estado geral e presenca de anomalias, foi registrado o numero de fetos mortos, o nimero
de fetos viadveis, 0 nimero de reabsorcGes, 0 peso individual e o sexo dos fetos (para
posterior analise da razdo sexual — machos/fémeas). O nimero de sitios de implantagédo
no Utero foi determinado pelo método de Salewiski (ja citado anteriormente). O figado

destas fémeas também foi retirado e pesado.

4.5.3.3- Avaliagdo dos 6rgdos reprodutivos masculinos

Os machos foram eutanasiados e os Orgdos reprodutivos foram removidos, e

pesados. Os oOrgdos coletados e pesados foram: a vesicula seminal (pesagem com

liquido seminal e sem 0 mesmo), a prostata, o testiculo direito, o testiculo esquerdo, o

epididimo direito e epididimo esquerdo. O figado também foi retirado e pesado.
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4.5.3.4- Producdo espermatica diaria dos testiculos, contagem de espermatozoides
do epididimo e determinacéo do tempo de transito espermaético

Foi determinado o numero de espermatides por testiculo; o numero de
espermatides por grama de testiculo; a producdo espermética; o numero de
espermatozdéides por cauda de epididimo e o tempo de transito espermético. Os tecidos
foram homogeneizados como descrito a seguir: o testiculo direito foi pesado e
desencapsulado logo apés a coleta sendo em seguida colocado em frasco com 10ml de
solucdo de NaCl 0,9% contendo Triton X 100 0,5%. Em seguida o tecido foi
homogeneizado em homogeneizador manual (Marca: Nova Técnica) tendo sido
realizadas 15 homogeneizacdes por 6rgdo na velocidade 4 do equipamento. A “solugiao”
obtida foi entdo diluida 1:10 (retira-se 100 ul do homogenato e acrescenta-se 900ul da
mesma solucdo salina com Triton X 100 0,5%). Deste homogenato diluido retirou-se
10ul para preencher a cdmara de Neubauer (I&-se 4 campos por animal, os quadrantes
externos com 16 quadrados) em que foram contadas as espermatides. Considerando que
cada campo desta camara corresponde a um volume de 0,1mm?® estimamos a
quantidade de espermaétides presentes em cada testiculo direito.

Apos a pesagem do epididimo direito, a cauda deste foi separada e cortada em
pequenos fragmentos. A homogeneizacdo foi realizada da mesma forma que aquela
descrita para os testiculos sendo neste caso contados 0s espermatozdides.

A producdo espermatica diéria foi obtida dividindo o numero total de
espermatides encontradas em cada testiculo por 6,1 dias (o nimero de dias do ciclo
seminifero em que estdo presentes as espermatides resistentes a homogeneizagédo, em
ratos).

O tempo de transito espermatico, em dias, foi calculado dividindo-se o nimero

de espermatides de cada epididimo pela producédo espermatica diaria de cada animal.

4.6 - Andlise estatistica

As variaveis que apresentam distribuicdo normal (como os pesos, por exemplo)
tiveram seus resultados comparados empregando-se a analise de variancia de uma via
(ANOVA). As diferengas entre os grupos tratados com antimoniato de meglumina e o
grupo controle foram determinadas pelo teste t de Dunnet. Para as variaveis em que ndo

foi possivel assegurar que seguem uma distribuicdo normal, os resultados foram
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comparados pelo teste de Kruskal-Wallis seguido do teste U de Mann-Whitney para
determinar as diferencas entre dois grupos.

Em todos os casos, 0 nivel de significancia estatistica considerado para rejeitar a
hipotese de nulidade foi de a = 5% (p<0,05). Os célculos estatisticos foram realizados
por meio do programa SPSS® 13.0. Em todas as analises, a ninhada, e nao o filhote

individualmente, foi a unidade estatistica empregada.
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5- RESULTADOS

5.1 - Efeitos do antimoniato de meglumina sobre o organismo materno e sobre

mortalidade pré- e perinatal da prole exposta in Utero.

O efeito do antimoniato de meglumina (0, 75, 150 e 300 mg Sh*°/kg de peso
corporal / dia sc), administrado a partir do dia 1 de gravidez até o desmame da prole (dia
21 de vida p06s-natal), sobre o ganho de peso materno é apresentado na Figura 5.1.

Como pode ser visto na Figura 5.1, com exce¢do do menor peso das maes
tratadas com a dose intermediaria (150 mg Sh*® /kg de peso corporal/dia) no 22° dia de
tratamento (moda do dia de parto espontaneo na nossa colonia de ratos Wistar), a
andlise estatistica ndo detectou diferencas entre os grupos. Este menor peso materno
médio no dia em que o parto espontaneo ocorreu com maior frequéncia parece traduzir
o fato de, neste grupo, no momento da pesagem, um ndmero proporcionalmente maior
de maes ja terem parido as suas ninhadas. Nos dias de parto (dias 20-22 de gravidez)
algumas maées foram pesadas ainda gravidas e outras ap6s o nascimento dos filhotes o
que resultou, como indicado na Figura 5.1, em ampla dispersdo dos valores individuais

de peso corporal em torno da média do grupo.
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Figura 5.1: Alteraces de peso corporal (em gramas) das mées tratadas com antimoniato de meglumina (0, 75, 150, 300 mg Sb*/kg peso corporal /dia) durante gravidez, parto (em torno do dia
22 PN) e lactagdo até o desmame da prole (dia 21 de vida pds-natal). Os dados sdo expressos como médias + desvio padréo, e foram analisados a cada dia de tratamento pela ANOVA para
amostras independentes complementada pelo teste de Dunnet. Diferencas foram consideradas significantes quando P<0,05. Com excegdo do dia 22 de tratamento (época do parto espontaneo)
ndo foram detectadas diferencas entre os grupos. As fémeas foram pesadas diariamente durante todo o periodo de tratamento.
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O ganho de peso materno (Ag) durante a gestacdo nos grupos controle e nos
tratados com antimoniato de meglumina € mostrado também na Tabela 5.1.

A analise dos dados da Tabela 5.1 revela que durante a gravidez ndao houve
diferencas de ganho de peso corporal materno entre os grupos tratados com antimoniato

de meglumina e o grupo que recebeu apenas o veiculo (grupo controle).
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Tabela 5.1: Efeito do tratamento com antimoniato de meglumina sobre o ganho de peso corporal (Ag) materno durante a gestacdo

Antimoniato de Meglumina

(mg Sb**/kg de peso corporal/dia)

DG 7-DG 0 25,9 (5,4) 27,0 (£5,6) 22,3 (5,8) 27,2 (6,2)

DG 21 - DG 14 65,0 (+12,2) 71,0 (+18,8) 63,0 (+16,2) 63,7 (+14,4)

Maes (N) 9 12 10 9

Os dados sdo apresentados como média + desvio-padrao. Todos os dados foram analisados por ANOVA para amostras independentes. Ndo foram detectadas diferencgas (P<0,05) entre
grupos de dose.



Aproximadamente 10 dias ap6s o desmame da prole, que foi realizado no dia 21
de vida p6s-natal, as progenitoras foram pesadas e, apds a eutanasia, 0s 6rgdos maternos
foram retirados e pesados. Os resultados desta analise de peso corporal e 6rgdos
maternos, realizada 10 dias ap6s a ultima administracdo de antimoniato de meglumina,
séo apresentados na Tabela 5.2.

Como pode ser constatado na Tabela 5.2, a andlise estatistica ndo revelou
diferencas entre os grupos tratados e o controle quanto aos pesos corporais e dos 0rgaos
maternos examinados. Durante a necropsia das mées, ndo notamos também

anormalidades dignas de registro em qualquer grupo experimental.
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Tabela 5.2: Peso corporal e dos 6rgdos das mées no dia da eutandsia, i.e., aproximadamente 10 dias apds a ultima dose de

antimoniato de meglumina. Os pesos (média = DP) sdo expressos em gramas.

Orgaos

Antimoniato de Meglumina

(mg Sb*° /kg de peso corporal/dia)

Utero (vazio)
Figado
Baco
Rim Esquerdo
Rim Direito
Coragao
Peso Corporal

Maes (N)

Controle 75 150 300
0,75 (+0,42) 0,72 (0,25) 0,65 (£0,22) 0,85 (0,39)
10,13 (+1,01) 9,98 (+1,67) 9,58 (+0,79) 9,41 (+1,30)
0,83 (0,34) 0,86 (+0,57) 0,79 (£0,12) 0,75 (0,13)
0,96 (+0,11) 0,92 (+0,09) 1,07 (£0,25) 0,95 (+0,18)
1,00 (+0,11) 0,97 (0,10) 1,09 (+0,22) 1,02 (+0,19)
1,06 (+0,32) 0,95 (+0,10) 1,05 (+0,21) 1,04 (+0,15)
249,08 (+ 26,9) 253,14 (+21,2) 226,74 (+35,3) 252,27 (£20,2)
9 12 10 9

Os dados sdo apresentados como média + desvio-padrdo. Todos os dados foram analisados por ANOVA para amostras independentes. N&o foram detectadas diferengas

(P<0,05) entre grupos tratados e grupo controle.



A Tabela 5.3 mostra dados obtidos por ocasido do parto espontaneo e o nimero
de implantagcbes no Utero materno examinado ap6s o desmame. O tratamento com
antimoniato de meglumina a partir do dia 1 de gravidez (DG 1) ndo alterou 0 numero
total de filhotes nascidos, o nimero de filhotes viaveis (diferenca entre nimero total de
filhotes e nimero de mortos no primeiro dia) e a razdo sexual dos filhotes nascidos
espontaneamente. N&o observamos também alteraces do ndmero de sitios de
implantacdo no Gtero das maes, examinados pelo emprego do método de Salewiski no

dia da eutanasia, i.e., aproximadamente 31 dias ap0s o parto.
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Tabela 5.3: Efeitos do tratamento materno com antimoniato de meglumina sobre o tamanho da ninhada, mortalidade neonatal, razéo

sexual e nimero de implantagdes no Utero materno

Antimoniato de Meglumina

(mg Sb*° /kg de peso corporal/dia)

Controle 75 150 300
Sitio de
_ 10,8 (£3,8) 12,77 (£3,2) 11,3 (¥2,1) 12 (+1,6)
implantacéo (N)
Filhotes Viaveis (N)
9,2 (4,1) 9,46 (£3,5) 9,8 (x2,4) 6,3 (£3,0)
Mortes no
0,3 (x0,7) 1,6 (£3,0) 0 2,5 (£3,4)
1 PN (N)
Razéo sexual 1,0(0,1-7) 1,0 (0,5 - 2,0) 0,9 (0,3-1,6) 1,0 (0,3-2,0)
Total de filhotes (N)
9,5 (¢4,3) 11,1 (x2,6) 9,8 (x2,4) 8,8 (x2,2)
Peso corporal (1 PN)
7,1 (x1,4) 6,6 (x0,8) 6,2 (£0,5) 5,7 (x0,4)
(9)
Ninhadas (N) 9 12 10 9

Os dados séo apresentados como média + desvio-padrao.E foram analisados por ANOVA. Os dados de razdo sexual, que foram avaliados apenas para os filhotes viaveis, sdo
apresentados por mediana (minimo — maximo) . E foram analisados pelo teste Kruskal-Wallis seguido do teste U de Mann-Whitney.N&o foram detectadas diferencas
(P<0,05) entre grupos tratados e grupo controle.
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5.2 - Desenvolvimento pos-natal da prole de mées tratadas com antimoniato de

meglumina durante a gravidez e lactacéo.

A Figura 5.2 mostra o efeito do tratamento materno com antimoniato de meglumina
sobre a evolucdo ponderal de todos os filhotes (Figura 5.2A) assim como apenas dos
filhotes machos (Figura 5.2B) e das fémeas (Figura 5.2C).

Como pode ser observado na Figura 5.2A, considerando conjuntamente o peso de
filhotes machos e fémeas, o peso foi menor no dia 50 pds-natal (grupo tratado com a
maior dose; 300 mg Sh™/kg peso corporal materno/dia) e no dia 60 (grupos tratados
com as doses de 150 e 300mg Sb*® /kg de peso corporal materno/dia). Analisando
separadamente o peso dos filhotes de cada sexo, ndo notamos diferencas entre 0s grupos
nos casos dos machos (Figura 5.2B), enquanto as mesmas diferencas registradas na
analise conjunta foram detectadas quando apenas os pesos dos filhotes do sexo feminino
foram examinados (Figura 5.2C). E além destas, para as fémeas também foi vista uma
diferenca para o grupo tratado com 75 mg Sh**/kg peso corporal materno/dia, no dia 60
PN. Esses resultados indicam que as fémeas foram mais susceptiveis que os machos e
exibiram menor ganho de peso poOs-natal em resposta ao tratamento materno com

antimoniato de meglumina durante a gravidez e lactacao.
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Figura 5.2: Evolugéo ponderal (gramas) da prole de mée tratadas com antimoniato de meglumina (0, 75, 150, 300 mg Sh*/kg peso
corporal /dia) durante gravidez, parto e lactagdo até o desmame da prole (dia 21 de vida p6s-natal). Os dados sdo apresentados como
média + desvio-padrdo. Todos os dados foram analisados por ANOVA seguido do teste t de Dunnet. O Gréfico A corresponde as
médias dos pesos unindo todos os filhotes de cada dose; o Grafico B apresenta os pesos apenas dos machos e o Grafico C os pesos
apenas das fémeas. Até o desmame os animais foram pesados de 5 em 5 dias, e pés-desmame a periodicidade foi de 10 em 10 dias.
Para atingir a dose pretendida, os volumes foram ajustados de acordo com o peso corporal materno a cada dia. As diferengas
significativas (p<0,05) estdo indicadas com um asterisco (*).
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A Tabela 5.4 mostra os dias de aparecimento de marcos fisicos do
desenvolvimento — relativos ao periodo pré-desmame - dos filhotes das maes tratadas
com antimoniato de meglumina durante a gravidez e lactacéo.

O efeito do tratamento materno com antimoniato de meglumina sobre o
desenvolvimento neurocomportamental (dias de registro de reflexos) da prole exposta
intra-Utero e durante a lactacdo € apresentado na Tabela 5.5.

Como pode ser constatado nas Tabelas 5.4 e 5.5, a analise estatistica indicou que
o0 tratamento materno com antimoniato de meglumina néo alterou os dias de aquisi¢édo

de marcos do desenvolvimento somatico e neurocomportamental da prole exposta.
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Tabela 5.4: Efeito do tratamento materno com antimoniato de meglumina durante a gravidez e lactagdo sobre o desenvolvimento pds-natal

da prole: Dias de aparecimento (mediana e valores minimo e maximo) de marcos do desenvolvimento fisico no periodo pre-desmame.

Antimoniato de Meglumina

(mg Sb** /kg de peso corporal/dia)

Marcos (dias)

Descolamento de Orelhas

Surgimento de Pelos
Erupcéo dos Incisivos
Abertura de Olhos
Descida de Testiculos

Ninhadas (N)

Controle 75 150 300
3(25-4) 3(2-4) 3(3-4) 3(2-4)
7(6-9) 7 (6-9) 5(6-9) 6(6-9)
12 (11 - 15,5) 12 (10 - 13) 12 (11 - 13) 12 (10 - 13)
16 (15 - 17,5) 16 (14 - 18) 16 (16 - 17) 16 (15 - 17)
17 (17 - 19) 18 (16 - 19) 17,8 (17,5 - 19) 19 (19 - 19)
9 12 10 9

Os dados séo apresentados por mediana (minimo - méximo). E foram analisados pelo teste Kruskal-Wallis seguido do teste U de Mann- Whitney. Devido a problemas na padronizagdo da
observagdo ou devido a auséncia de filhotes machos na ninhada, o marco “descida de testiculos” encontra-se aqui com um nimero reduzido de ninhadas. Sendo: 5 para o controle; 9 para menor

dose; 4 para dose intermediaria e 2 para maior dose.
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Tabela 5.5: Efeito do tratamento materno com antimoniato de meglumina durante a gravidez e lactacdo sobre o desenvolvimento pds-natal

da prole: Dias de registro (mediana e valores minimo e maximo) de reflexos no periodo pré-desmame.

Antimoniato de Meglumina

(mg Sb** /kg de peso corporal/dia)

Marcos (dias) Controle 75 150 300
Endireitamento Postural 2(1-3) 2(1-4) 2 (1-5) 15(1-3)
Esquiva ao Abismo 7(4-7) 6 (4,5-11,5) 6,25 (5 - 8) 4(3-6)
Geotaxia Negativa 7(4,5-9) 6 (4,5-8) 7(5-9,5) 6,5 (5-10,5)
Reflexo de Preensao 9(7-10) 8,75 (7 - 10) 8,5(6-11) 8(4-9)5)
Sobressalto Auditivo 13 (12 - 14) 13 (12 - 14) 13 (13- 14) 13 (13- 14)
Queda Livre 18 (16,5 - 19) 18,5 (15,5 - 20) 18,5 (18 - 20) 19 (17 - 20)
Ninhadas (N) 9 12 10 9

Os dados sdo apresentados por mediana (minimo - méaximo). E foram analisados pelo teste Kruskal-Wallis seguido do teste U de Mann- Whitney. Devido a problemas na
padronizagdo da observagdo, o marco “esquiva ao abismo” encontra-se aqui com um nimero reduzido de ninhadas. Sendo: 5 para o controle; 9 para menor dose; 4 para
dose intermedidria e 3 para maior dose.
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O desenvolvimento neurocomportamental da prole exposta ao antimoniato de
meglumina foi avaliado também pelo desempenho no teste do campo aberto. Na Tabela
5.6 sdo apresentados os resultados obtidos no teste campo aberto realizado com o0s
filhotes machos com 25 dias de vida (25 PN), ou seja, poucos dias apds o desmame e o
encerramento da exposicdo materna ao antimoniato de meglumina. Os resultados
relativos ao teste do campo aberto realizado na mesma época com as fémeas € mostrado
na Tabela 5.7. Tanto no caso da prole masculina, como da feminina, a andlise
estatistica ndo detectou diferencas entre os grupos tratados com antimoniato de

meglumina e aquele que recebeu apenas o veiculo (grupo controle).
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Tabela 5.6: Efeito do tratamento materno com antimoniato de meglumina durante a gravidez e lactacdo sobre o desenvolvimento

neurocomportamental da prole masculina: Teste do campo aberto realizado no dia 25 de vida pds-natal (25 PN)

Antimoniato de Meglumina

Machos 5 :
(mg Sb™ /kg de peso corporal/dia)
Controle 75 150 300
Levantar (N) 28,9 (£7,3) 24,4 (£11,1) 23,3 (£9,6) 21,3 (x9,1)
Locomogao (N) 108,2 (£20,1) 99,1 (£28,2) 81,5 (x22,4) 92,1 (+38,2)
Tempo no centro da arena
18,3 (£9,9) 17,1 (+11,5) 15,0 (+14,6) 9,6 (+8,4)
(segundos)
Limpeza (N) 2,0 (0,6) 1,8 (x0,4) 1,9 (x0,5) 2,1(x1,2)
Bolos fecais (N) 4,3 (+0,6) 4,64 (£1,3) 4,45 (£1,0) 4,5 (x0,9)
Ninhadas (N) 9 12 10 9

Os dados séo apresentados como média + desvio-padréo. Todos os dados foram analisados por ANOVA (p<0,05).
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Tabela 5.7: Efeito do tratamento materno com antimoniato de meglumina durante a gravidez e lactacdo sobre o desenvolvimento
neurocomportamental da prole feminina: Teste do campo aberto realizado no dia 25 de vida pos-natal (25 PN)

Antimoniato de Meglumina

Fémeas ' ]
(mg Sb™ /kg de peso corporal/dia)
Controle 75 150 300
Levantar (N) 38,0 (x14,8) 35,1 (£12,0) 35,7 (£11,4) 26,7 (£8,6)
Locomocao (N) 119,2 (£24,5) 115,3 (£24,8) 120,5 (£28,1) 117,0 (x30,6)
Tempo no centro da arena
19,6 (£9,8) 16,5 (x12,0) 23,3 (£11,4) 18,3 (+10,9)
(segundos)
Limpeza (N) 1,6 (x0,4) 1,6 (x0,8) 1,7 (x0,3) 2,1 (x0,8)
Bolos fecais (N) 4.1 (1,2) 4,1 (1,0 4,04 (+1,0) 3,7 (+1,6)
Ninhadas (N) 9 12 10 9

Os dados séo apresentados como média + desvio-padrédo. Todos os dados foram analisados por ANOVA (p<0,05).
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5.3 - Desenvolvimento pos-desmame e fertilidade na vida adulta da prole de mées

tratadas com antimoniato de meglumina durante a gravidez e lactagéo.

Na Tabela 5.8 s&o encontrados os resultados relativos a maturacdo sexual da
prole de maes tratadas com antimoniato de meglumina durante a gestagéo e lactacao.
Como pode ser verificado na Tabela 5.8, os dias da abertura vaginal, o dia do primeiro
estro em fémeas e o dia da separacdo prepucial em machos ndo foram alterados pelo
tratamento das mées com antimoniato de meglumina. Nenhuma diferenca entre grupos é
evidente também quando sdo comparados 0s pesos corporais dos filhotes nos dias em

que os referidos eventos foram registrados.
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Tabela 5.8: Efeito do tratamento materno com antimoniato de meglumina durante a gravidez e lactacdo sobre os marcos do aparecimento
da puberdade em fémeas e machos. Dia (mediana, minimo-maximo) em que o marco foi constatado e peso corporal (gramas, média £DP)

do filhote no dia do evento.

Antimoniato de Meglumina
(mg Sb*° /kg de peso corporal/dia)

Controle e 150 300
Abertura Vaginal (dia) 35 (33,5 - 37) 35 (33 - 38) 36,25 (33 - 39) 35 (31 - 37)
Peso corporal no dia da

Zbertura vaginal (g 113,1 (+10,8) 108,7 (+12,5) 110,3 (+9,4) 100,4 (+12,1)

Primeiro Estro (dia) 38 (36 - 41) 38,3 (37 - 42) 39 (37 - 42) 38 (36 - 41)
N 123,3 (+7,7) 1245 (+8,9) 119,9 (+10,3)

primeiro estro (g)

Separa@?gi:)repuc'a' 38 (35 - 41) 40 (35 - 42,5) 39,3 (36,5 - 41,5) 38,5 (36,5 - 42)
Peso corporalnodiada 1 5(4179) 1484 (x22,7) 141,6 (9,5) 134,6 (28,6)
separagao prepucial (g)

Ninhadas (N) 9 12 10 9

Os dados relacionados com os marcos do desenvolvimento sdo apresentados por mediana (minimo — maximo), e foram analisados pelo teste Kuskal-Wallis seguido do teste U
de Mann-Whitney. Os dados relacionados aos pesos sao apresentados por média + desvio-padrdo, e foram analisados pelo ANOVA (p<0,05).
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O desempenho dos filhotes das maes tratadas com antimoniato de meglumina no
teste do campo aberto realizado na vida adulta (dia 60 PN) com as proles masculina e
feminina é mostrado nas Tabelas 5.9 e 5.10, respectivamente. Na prole feminina, foi
constatada uma reducao da frequéncia do comportamento de “levantar” (rearing up) em
relacdo ao controle nos grupos tratados com as duas maiores doses de antimoniato de
meglumina (150 e 300 mg Sb™/kg de peso corporal materno/dia). N&o foram
observadas, entretanto, diferencas entre os grupos em relacdo aos demais parametros
registrados no teste (locomogao, tempo no centro da arena, frequéncia de “limpeza”
(grooming), e numero de bolos fecais. O teste do campo aberto realizado com a prole
masculina na vida adulta (60PN) ndo revelou diferencas entre os grupos controle e
tratados com antimoniato de meglumina em relacdo a qualquer um dos parametros

registrados.
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Tabela 5.9: Efeito do tratamento materno com antimoniato de meglumina durante a gravidez e lactagdo sobre o desempenho da prole

masculina no teste do campo aberto realizado na vida adulta (dia 60 de vida pos-natal, 60 PN).

Machos

Antimoniato de Meglumina

(mg Sb*° /kg de peso corporal/dia)

Levantar (N)
Locomocéo (N)

Tempo no centro da arena

(segundos)

Limpeza (N)

Bolos fecais (N)

Ninhadas (N)

Controle 75 150 300
44,0 (9,7) 42,6 (+8,4) 37,7 (+15,6) 441 (¥14,1)
135,9 (£17,8) 145,0 (£23,0) 123,3 (£39,9) 159,1 (+41,6)
18,1 (8,9) 15,3 (x9,6) 16,3 (+10,8) 21,0 (£11,6)
1,4 (x0,7) 1,1 (+0,5) 0,9 (x0,3) 1,9 (1,0)
2,2 (x1,2) 3,0 (x1,8) 2,3 (x1,6) 0,8 (x1,1)
9 12 10 9

Os dados séo apresentados como média + desvio-padrdo. Todos os dados foram analisados por ANOVA seguido do teste t de Dunnet.
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Tabela 5.10: Efeito do tratamento materno com antimoniato de meglumina durante a gravidez e lactagdo sobre o desempenho da prole

feminina no teste do campo aberto realizado na vida adulta (dia 60 de vida pds-natal, 60 PN).

Fémeas

Antimoniato de Meglumina

(mg Sb** /kg de peso corporal/dia)

Levantar (N)
Locomocéo (N)

Tempo no centro da arena

(segundos)
Limpeza (N)
Bolos fecais (N)

Ninhadas (N)

Controle 75 150 300
64,0 (£13,7) 55,4 (£10,1) 50,1 (£10,9)* 39,1 (£9,5)*
165,4 (£18,1) 159,4 (£21,9) 157,3 (£26,9) 152,2 (£19,7)
23,4 (£10,4) 17,3 (¢8,4) 18,7 (£6,3) 15,8 (£5,9)

1,5 (£0,4) 1,7 (0,7) 1,2 (+0,6) 1,5 (#1,1)

1,3 (£1,2) 1,5 (x1,5) 1,4 (x1,4) 0,7 (x0,7)

9 12 10 9

Os dados sdo apresentados como média + desvio-padrdo. Todos os dados foram analisados por ANOVA seguido do teste t de Dunnet. As diferencas significativas (p<0,05) estéo

indicadas com um asterisco (*).
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A fertilidade e o desempenho reprodutivo da prole das mées tratadas com
antimoniato de meglumina durante a gravidez e lactacdo foi examinado e os resultados
sdo apresentados a seguir.

As fémeas adultas, que haviam sido expostas intra-Utero e durante lactacao,
foram acasaladas com machos de outras ninhadas do mesmo grupo de tratamento.
Constatado o cruzamento, a evolucdo ponderal durante a gravidez foi acompanhada. No
dia 21 de gestacdo, os fetos foram removidos por cesariana, foram determinados os
sitios de implantacdo e foi retirado o figado das mées.

Como pode ser visto na Tabela 5.11, ndo houve diferengas entre 0s grupos em
relacdo ao ganho de peso durante a gravidez dessas fémeas expostas ao antimoniato de
meglumina in Utero e durante a lactacéo.

Os dados obtidos por ocasido da cesarea das fémeas que acasalaram e
engravidaram de machos do mesmo grupo sao apresentados na Tabela 5.12. Como pode
ser constatado na Tabela 5.12, o tratamento materno com antimoniato de meglumina
ndo alterou a fertilidade de fémeas e machos expostos in Utero e durante a lactacdo tal
como indicado pelo tamanho de ninhada, numero de sitios de implantacdo, nimero de
reabsorcGes (embrioletalidade), nimero de fetos vivos, peso corporal dos fetos e razdo
sexual. A Unica alteracdo observada foi uma discreta diminuicdo do peso do figado das
mées que descende das ratas tratadas, em todas as doses de antimoniato de meglumina

durante a gravidez e lactacgdo.
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Tabela 5.11: Desempenho reprodutivo da prole exposta intra-Gtero e ao longo da lactagcdo ao antimoniato de meglumina. Ganho de peso
gestacional de fémeas que acasalaram com machos do mesmo grupo.

Antimoniato de Meglumina

(mg Sb*° /kg de peso corporal/dia)

Ganho de peso (A g) Controle 75 150 300
21-0 77,9 (£56,5) 109,5 (+20,9) 109,6 (+12,8) 108,8 (+16,1)
(21 - peso Utero) - 0 42,8 (£9,3) 44,5 (£5,4) 39,4 (£3,4) 37,9 (£6,5)
Ninhadas (N) 9 12 10 9

Os dados séo apresentados como média + desvio-padrdo. Todos os dados foram analisados por ANOVA seguido do teste t de Dunnet.

Tabela 5.12: Desempenho reprodutivo da prole exposta intra-Utero e ao longo da lactacdo ao antimoniato de meglumina. Dados obtidos por
ocasido da cesariana de fémeas que haviam engravidado de machos do mesmo grupo.

Antimoniato de Meglumina
(mg Sb*° /kg de peso corporal/dia)

Controle 75 150 300
Fetos viaveis 11,00 (+1,49) 9,22 (+3,38) 9,81 (+1,50) 9,81 (+1,10)
Sitios de implantagio 12,04 (+1,54) 10,00(+3,50) 10,83 (+1,38) 10,48 (+1,20)
Reabsorcdes 1,04 (0,32) 0,78 (0,63) 1,02 (0,33) 0,67 (+0,61)
Razdo sexual dos fetos 1,03 (0,48 - 1,14) 1,13 (0,71 - 1,80) 0,93 (0,61 - 1,15) 0,67 (0,38 - 1,11)
Pesos dos Fetos 4,96 (+0,21) 5,05 (+0,22) 4,90 (£0,24) 5,02 (0,16)
FEED 3 F;?Z&%:js HEITTEES 15,39 (+0,68) 13,24(+0,84)* 13,56(0,98)* 12,31 (+1,60)*

Os dados sédo apresentados como média + desvio-padrdo.E foram analisados por ANOVA seguido do teste t de Dunnett. Os dados de razdo sexual séo apresentados por mediana (minimo — méaximo). E
foram analisados pelo teste Kruskal-Wallis sequido do teste U de Mann-Whitney. As diferencgas significativas (p<0,05) estdo indicadas com um asterisco (*).
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Os dados relativos ao peso de 6rgaos reprodutivos masculinos da prole exposta
in (tero e durante a lactacdo ao antimoniato de meglumina também ndo mostram
diferencas entre grupos tratados e controles (Tabela 5.13).

Como pode ser constatado na Tabela 5.13 exceto pelo menor peso do figado, na
menor e na maior dose de antimoniato de meglumina, ndo foram evidenciadas

diferengas de peso corporal ou de 6rgédos (reprodutivos) entre 0s grupos.
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Tabela 5.13: Desempenho reprodutivo da prole exposta intra-Gtero e ao longo da lactacdo ao antimoniato de meglumina. Peso corporal e
peso do figado e dos 6rgédos reprodutivos de machos (em gramas).

Antimoniato de Meglumina

(mg Sb*° /kg de peso corporal/dia)

Peso Corporal ()
Préstata (g)
Testiculo Direito (g)
Testiculo Esquerdo (g)
Epididimo Direito (g)
Epididimo Esquerdo ()
Vesicula Seminal (g)
Vesicula Seminal Vazia (g)
Figado (g)
Ninhadas (N)

Controle 75 150 300
428,33 (+31,58) 400,33 (+25,91) 421,88 (+26,66) 396,36 (+26,26)
0,42 (+0,06) 0,40 (£0,05) 0,40 (£0,04) 0,39 (+0,08)
1,74 (+0,12) 1,71 (+0,19) 1,84 (+0,12) 1,81 (+0,15)
1,73 (+0,15) 1,70 (+0,18) 1,84 (+0,12) 1,81 (+0,15)
0,59 (+0,04) 0,56 (+0,05) 0,61 (+0,04) 0,62 (+0,05)
0,58 (+0,05) 0,56 (+0,05) 0,60 (£0,03) 0,60 (£0,05)
1,69 (+0,17) 1,71 (+0,24) 1,78 (+0,15) 1,65 (+0,19)
0,83 (+0,07) 0,81 (+0,14) 0,82 (+0,07) 0,72 (x0,10)
15,16 (+1,00) 13,3 (+0,98)* 14,45 (+1,23) 13,08 (+1,22)*
9 12 10 9

Os dados sdo apresentados como média + desvio-padrdo. Todos os dados foram analisados por ANOVA seguido do teste t de Dunnet. As diferencas significativas (p<0,05) estdo indicadas com

um asterisco (*).



Na Tabela 5.14 constam os resultados relacionados ao numero de espermatides
por epididimo; nimero de espermatozoides por testiculo; nimero de espermatozoides
por cada grama de testiculo; contagem espermética diaria e tempo de transito
espermatico. A andlise estatistica ndo revelou diferencas entre os grupos quanto a esses

parametros relevantes para a fertilidade masculina.
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espermatides e espermatozoides, producdo espermatica diaria e tempo de transito espermatico.

Tabela 5.14: Fertilidade da prole masculina exposta intra-Gtero e ao longo da lactacdo ao antimoniato de meglumina. Contagem de

Antimoniato de Meglumina

(mg Sb*° /kg de peso corporal/dia)

Numero de espermatides por
testiculo (x106)

NUmero de espermatides por
grama de testiculo (x106)
Numero de espermatozoides por
epididimo (x106)

Contagem espermética diaria
(x106/testiculo/dia)

Tempo de transito espermatico
(em dias)

Ninhadas (N)

Controle 75 150 300
176,5 (£15,9) 182,4 (£22,5) 190,4 (£19,8) 201,8 (£28,8)
107,8 (£7,92) 104,4 (+12,3) 104,6 (+11,6) 111,7 (+18,1)

162,5 (+37,2)

30,6 (£2,4)

5,6 (+1,2)

9

167,0 (+40,3)

30,5 (+2,8)

5,6 (+1,0)

12

172,2 (+23,6)

31,5 (£3,2)

5,6 (+0,7)

10

166,1 (+22,9)

33,1 (24,7)

5,0 (+1,0)

Os dados sdo apresentados como média + desvio-padrdo. Todos os dados foram analisados por ANOVA seguido do teste t de Dunnet.



6 — DISCUSSAO

Os antimoniais pentavalentes, antimoniato de meglumina e estibogluconato de
sodio, foram introduzidos no mercado ha mais de 60 anos, mas ainda hoje s&o
considerados medicamentos de primeira escolha para o tratamento da leishmaniose,
uma das doengas mais negligenciadas da atualidade. Por afligirem principalmente
populacOes de baixa renda e paises pobres, 0 mercado para medicamentos destinados a
tratar as leishmanioses ndo é lucrativo e assim sendo o desenvolvimento de farmacos
para essas doencas n3o desperta o interesse da indUstria farmacéutica’®. Da mesma
forma, ndo ha a preocupacdo em investir em estudos que venham a preencher as varias
lacunas na base de dados farmaco-toxicoldgicos disponiveis para avaliar a seguranca
dos antimoniais pentavalentes. Os estudos da toxicidade pré-natal e da toxicidade para
individuos jovens, ainda em desenvolvimento, sdo exigidos para qualquer medicamento
que se pretende introduzir no mercado. Esses estudos nunca foram realizados com 0s
antimoniais pentavalentes porque ndo eram exigidos na época em que surgiram e porque
nunca houve por parte da inddstria interesse em investir nesses farmacos. Numa
tentativa de contribuir para aperfeicoar a base de dados toxicoldgicos sobre os
antimoniais pentavalentes, investigamos nesse trabalho os efeitos da administracdo
materna de antimoniato de meglumina durante a gravidez e amamentacdo sobre o
desenvolvimento da prole com énfase na maturagdo neurocomportamental e na
fertilidade e desempenho reprodutivo da prole exposta na vida adulta.

De acordo com o fabricante, o antimoniato de meglumina (Glucantime®) tem
uma producdo de aproximadamente cinco milhdes de ampolas por ano. Segundo 0s
produtores deste medicamento (Sanofi-Aventis) ele estaria inserido no que a empresa
eufemisticamente denomina como “Politica de Acesso a Medicamentos” que teria como
lema: “sem lucro — sem prejuizo”>. Por ndo gerar lucro, o investimento torna-se
inexistente, e esse € um dos motivos para a pouca informagdo sobre este remédio
essencial no nosso pais onde a leishmaniose € endémica.

A leishmaniose pode se manifestar de diversas formas. A doenca visceral (ou
calazar) é a forma clinica mais severa afetando seriamente o estado geral do individuo e
evoluindo para o 6bito se ndo for tratada. As formas cutaneas e mucoso-cutaneas podem
deixar sequelas que desfiguram o paciente e causam prejuizos econdémicos e sociais.
Neste contexto foi relatado que, em mulheres gravidas, as lesdes cutaneas tendem a
serem maiores e a apresentar aparéncia atipica’’. Considerando a escassez de dados

sobre seguranca dos antimoniais pentavalents, e levando em conta que o antimoniato de
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meglumina continua sendo o medicamento de primeira linha para esta doenca no Brasil
e em outros paises em desenvolvimento; € importante que se esclareca melhor o risco do
uso deste medicamento durante a gravidez e em criancas.

Como salientamos séo poucos o0s estudos envolvendo o uso do antimoniato de
meglumina durante a gravidez, tanto em humanos quanto em animais. A necessidade
deste tipo de estudo é cada vez mais evidente tendo em vista a expansdo da
leishmaniose (0 que aumenta as probabilidades de infec¢do durante a gravidez), o fato
de a forma visceral requerer pronto tratamento e a falta de consenso sobre o melhor
esquema terapéutico neste periodo.

Miranda et al ° e colaboradores relataram que, quando o antimoniato de
meglumina foi administrado a ratas gravidas, o antiménio atravessou a placenta e
atingiu concentracbes expressivas no sangue do feto. H& também evidéncias de que,
quando ratas nutrizes sdo tratadas com este antimonial pentavalente, o antimonio passa
para o leite materno®. O antimdnio presente no leite materno parece ser absorvido no
trato gastro-intestinal do lactente, porque este metal foi detectado no sangue de ratos
jovens cujas mées haviam sido tratadas com antimoniato de meglumina durante o
periodo de amamentacao®. Essas observacdes indicam que o tratamento materno durante
a gravidez e amamentacdo com antimoniais pentavalentes resulta em exposicdo
significativa do feto e dos lactentes ao farmaco.

Este estudo em ratos foi desenhado para investigar se essa exposicdo ao
antimonio resultante do tratamento materno com antimoniais pentavelentes afetaria o
desenvolvimento pds-natal dos filhotes, particularmente a maturacdo neuro-
comportamental e a fertilidade e desempenho reprodutivo da prole exposta na vida
adulta.

Os resultados mostraram que o tratamento com antimoniato de meglumina nao
alterou o peso corporal, 0 ganho de peso e o peso de 6rgaos maternos durante a gravidez
e lactacdo. Ndo foram evidenciados quaisquer outros indicios de toxicidade materna
decorrentes do tratamento. Portanto, nas doses, via de administragdo e esquema
utilizado, pode-se dizer que o antimoniato de meglumina néo produziu efeitos adversos
nas mdes. Nao foram observadas também alteracdes atribuiveis ao tratamento em
relacdo ao tamanho de ninhada ao nascimento, ao numero de neonatos viveis, ao peso
corporal dos filhotes no dia do nascimento, ao nimero de sitios de implantacdo no Utero
(examinados ap6s o desmame dos filhotes quando as mées foram mortas e
necropsiadas). Este conjunto de dados sugere que o tratamento materno durante a
gravidez ndo produziu perdas gestacionais (mortalidade embrio-fetal) nem retardou o
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crescimento intra-uterino. Em sintese néo foi evidenciado nem toxicidade materna nem
efeito embriotoxico atribuiveis ao tratamento com antimoniato de meglumina, porém
existe uma tendéncia a uma embriotoxicidade, que precisa ser confirmada.

Mesmo apds o longo periodo de exposi¢do deste estudo (incluindo gestacédo e
lactacdo), os resultados para auséncia de toxicidade materna sao consistentes com os de
Alkhawajah et al %, de Paumgartten e Chahoud* e de Miranda et al °, apesar do periodo
tratamento nestes trabalhos ter sido mais curto.

O tratamento com antimoniais pentavalentes tem sido apontado como causa de
abortos e partos prematuros em humanos’®®. Porém, neste estudo n3o foi possivel
verificar aumento do nimero de perdas pré- ou pos-implantacdo, que resultariam em
menor tamanho de ninhadas e menor nimero de filhotes vidveis nos grupos tratados.
Como os relatos em humanos dizem respeito primordialmente a relatos de casos, eles
ndo permitem concluir que o tratamento com antimoniais pentavalentes durante a
gravidez nao é seguro.

Os resultados desse estudo também mostraram que o tratamento materno com
antimoniato de meglumina durante a gravidez e lactacdo ndo afetou o ganho de peso da
prole masculina, mas reduziu discreta, porém significativamente, o ganho de peso da
prole feminina em todos os grupos que receberam antimoniato de meglumina em
relacdo ao grupo controle tratado apenas com o veiculo. O peso corporal que é um bom
indicador do desenvolvimento fisico dos filhotes foi registrado sistematicamente até o
dia pos-natal 60 (60 PN). Os resultados indicaram, portanto, que as fémeas foram
aparentemente mais sensiveis a exposicao - via organismo materno - ao antiménio.

O efeito adverso da exposicdo continuada ao antiménio sobre a evolucdo
ponderal foi descrito por Schroeder et al ® em camundongos. Esses autores expuseram
camundongos, a partir do desmame, ao antiménio adicionado a agua de beber na
concentracdo de 5ppm. Quando os animais atingiram 150 dias de vida foi verificada
significativa reducdo de peso corporal de machos e fémeas em relacdo aos respectivos
controles, sendo que o deficit ponderal nestas Ultimas foi mais acentuado. Decréscimos
importantes de peso foram observados entre os machos na idade de 540 dias de vida e
entre as fémeas aos 360 e 540 dias de vida. Pode-se dizer que os dados desses autores
sugerem que, também neste estudo com camundongos, as fémeas foram mais sensiveis
a exposicdo ao antimdnio. Os resultados de Schroeder et al ”°, entretanto referem-se a
outra espécie, outra via e método de administragcdo, ao antimonio inorganico e a outros

periodos de exposicao.
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Nesse estudo ndo observamos efeitos do tratamento materno com antimoniato de
meglumina sobre a cronologia do aparecimento dos marcos fisicos do desenvolvimento
pos-natal antes e ap6s o desmame. Embora o aparecimento desses parametros seja
fortemente relacionado ao peso corporal, o discreto deficit de ganho de peso corporal
notado entre as fémeas dos grupos tratados com as duas maiores doses ndo se refletiu
em atraso do aparecimento dos marcos somaticos examinados. Uma possivel
interpretacdo para este fato é a maior sensibilidade do peso corporal tanto como
desfecho quanto pela natureza da varidvel (peso, variavel continua e dia, variavel
discreta) e o fato dos marcos se referirem a época (pré-desmame) em que essas
diferencas ponderais ainda ndo eram evidentes. Da mesma forma que oS marcos
somaticos, os reflexos e o teste do campo aberto realizado logo ap6s o desmame (dia 25
PN), ndo evidenciaram qualquer diferenca entre filhotes dos grupos tratados com
antimoniato de meglumina e os respectivos controles tratados apenas com o veiculo.
Esses resultados sugerem que exceto pelo menor peso corporal das fémeas
anteriormente mencionado, ndo encontramos indicios de efeitos adversos do tratamento
materno durante a gravidez e lactacéo sobre o desenvolvimento pds-natal da prole.

E conhecido que o antimonio e o arsénio sdo semelhantes quanto a varias
propriedades quimicas e toxico-cinéticas. O arsénio, por exemplo, é transferido pela
placenta e através do leite materno a filhotes de mamiferos; tende a se acumular em
6rgdos muito vascularizados (como figado e rins); e suas espécies trivalentes sao mais
téxicas que as pentavalentes, da mesma forma como ocorre para o antimonio®®®,
Entretanto, estudos realizados com compostos de arsénio demonstraram que estes
podem atrasar o descolamento de orelhas e a abertura de olhos em animais tratados®* &.

No presente estudo avaliamos alguns parametros de desenvolvimento na
puberdade. Os resultados encontrados ndo evidenciaram qualquer alteracdo da
cronologia de aparecimento dos marcos da maturacdo sexual analisados (abertura de
vagina, aparecimento do primeiro estro, separacdo prepucial) quer em machos quer em
fémeas 0 que sugere que o antimoniato de meglumina ndo causou efeitos expressivos
nos mecanismos enddcrinos subjacentes.

O teste campo aberto, que mede atividade motora, habituacdo e exploracdo de
um novo ambiente, foi realizado também quando a prole exposta atingiu a fase adulta
(dia 60 PN). Nesse teste realizado no inicio da vida adulta, foi possivel detectar
diferenca em relacdo ao grupo controle para o pardmetro “levantar” (rearing up) que
mede a exploracdo vertical do animal®®, porém néo observamos efeito na exploracéo

horizontal, que é refletida pelo nimero de quadrantes percorridos, bem como em outro
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parametro registrado no teste do campo aberto. Tal como o deficit de peso
anteriormente comentado, esta diminuicdo de exploracao vertical ocorreu somente entre
as fémeas, mas nos grupos tratados com as duas doses mais elevadas (150 e 300 mg
Sb**/kg de peso corporal materno/dia) e por volta do dia 60 PN. Aparentemente, essa
reducdo foi dose relacionada, sendo a exploracdo vertical menor no grupo tratado com a
maior dose.

Tanto o efeito sobre o ganho de peso quanto sobre um dos pardmetros da
exploracdo no campo aberto observado com fémeas foi relativamente discreto — embora
tenha sido consistente. Antes de aprofundar a possivel significacdo desse achado em
relacdo a seguranca do antimoniato de meglumina para fémeas é necessario confirma-lo,
aumentando o nimero de ninhadas analisadas.

S30 conhecidas as diferencas de comportamento entre machos e fémeas. E
descrito que as fémeas exploram e se locomovem mais, e realizam mais exploragédo
vertical (“levantar’) do que os machos, o que possivelmente traduz maior motivagcdo em
aprender sobre um novo ambiente (que neste caso € a arena do teste campo aberto) ou

menos neofobia®®®" %8

. No presente trabalho ndo comparamos estatisticamente o
comportamento de machos e fémeas, porém, ao observar os resultados é possivel
perceber a tendéncia dos machos se movimentarem e explorarem menos o que é
consistente com a literatura.

A exploragdo pode ser definida como uma atividade de investigagdo, que leva o
animal a obter informacdes sobre o ambiente em que ele se encontra e 0s ratos séo
animais territorialistas, e dependem acentuadamente do conhecimento sobre o ambiente
para sobreviverem. A exploragdo vertical (“rearing up“) leva a ampliacdo de
informacdes adquiridas pelo animal, pois amplia 0 seu campo de visdo e permite
perceber de forma mais eficiente o ambiente que o cerca®.

A prole foi avaliada também quanto a fertilidade e desempenho reprodutivo na
vida adulta. Exceto pelo peso do figado materno discretamente menor no dia em que a
as gravidas foram submetidas a cesariana, ndo notamos nenhuma diferenca entre os
grupos tratados e controle no teste de fertilidade realizado com as proles na vida adulta.
N&o registramos nenhuma reducdo do tamanho das ninhadas, aumento de
embrioletalidade ou alteracdo do numero de sitios de implantacdo reabsorgdes, ou
qualquer indicio de comprometimento do desempenho reprodutivo nas gestacdes que
resultaram dos acasalamentos das proles expostas. A mencionada diminui¢do de peso do
figado materno ¢ um dado de significado obscuro (possivelmente relacionado ao

metabolismo energético).
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Os resultados da analise dos pesos dos 6rgédos da prole masculina foram de certa
forma analogos aos obtidos com as fémeas, uma vez que a Unica diferenca foi
encontrada para os figados. No caso dos machos, porém, a reducdo ocorreu apenas nas
doses de 75 e 300 mg Sh**/kg de peso corporal/dia.

Miranda et al ° verificou diminuicdo do peso absoluto e relativo do figado fetal,
para a dose de 300mg Sh*°/kg de peso corporal materno/dia, em um tratamento
realizado do dia 1 ao dia 20 de gravidez. Esta reducdo foi aparentemente dose-
relacionada. Em que pese as diferencas entre os estudos, a diminuicéo do peso do figado
aparece consistentemente entre 0s expostos continuadamente ao antimoniato de
meglumina merecendo assim ser melhor explorada em estudos futuros. Ha muito
poucos dados sobre efeitos no tecido hepético de tratamentos longos com antimoniais
pentavalentes. Digno de nota é o fato de o figado ser um dos 6rgdos que mais acumula
antiménio®™ %,

Como ratos e outros roedores produzem uma quantidade de espermatozdéides que
excede a necessaria para assegurar uma eficiéncia de 100% em engravidar fémeas em
testes de fertilidade, comprometimentos menos drasticos da espermatogénese podem
ndo ser detectados nesses testes. Assim, para complementar as avaliagcbes de possiveis
efeitos adversos sobre a fertilidade masculina realizamos a contagem espermatica no
testiculo, e a contagem de espermatozdides no epididimo. E conhecido que em primatas
incluindo os seres humanos, alteragOes discretas da espermatogénese podem ter reflexos
importantes na fertilidade do individuo®. A producdo espermética diria pode indicar
um aumento na morte ou degeneracdo das espermétides e o tempo de transito
espermatico complementa a producdo espermatica diaria, e esta associando a taxa de
movimentacdo das espermatides pelo ducto deferente®. A analise dos dados
relacionados a fertilidade da prole masculina realizada neste estudo ndo revelou
qualquer indicio de efeito adverso atribuivel ao tratamento materno com antimoniato de
meglumina.

Em linhas gerais, os resultados desse estudo sugerem que a prole de ratas Wistar
tratadas com o antimoniato de meglumina durante a gravidez e lactacdo até o desmame
ndo apresenta prejuizo evidente da maturacdo somatica, neurocomportamental,

fertilidade e desempenho reprodutivo na vida adulta.
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7 - CONCLUSOES

o O tratamento das mées com antimoniato de meglumina, por via subcutanea e em
doses até 300 mg Sh**/kg de peso corporal/dia, durante a gravidez e lactacdo até o
desmame, néo causou toxicidade materna.

o Ao nascimento, ndo foram evidenciados indicios de efeitos adversos sobre o
desenvolvimento intra-uterino atribuiveis ao tratamento materno com antimoniato de
meglumina, por via subcutinea e em doses até 300 mg Sh**/kg de peso corporal/dia,
durante a gravidez.

o O tratamento materno com antimoniato de meglumina, por via subcutanea e em
doses até 300 mg Sb*/kg de peso corporal/dia, ndo afetou o desenvolvimento
neurocomportamental da prole exposta intra-Utero e durante a lactacao.

o O tratamento materno com antimoniato de meglumina, por via subcutanea e em
doses até 300 mg Sh**/kg de peso corporal/dia, Ndo alterou a cronologia de aquisicio
dos marcos do desenvolvimento fisico, de maturacdo sexual, e da fertilidade
examinados neste estudo;

o O tratamento materno com antimoniato de meglumina durante a gravidez e
lactacdo, produziu, em todos os grupos tratados, um discreto e dose-relacionado deficit
ponderal entre as fémeas que foi detectavel quando estas alcancam 60 dias de vida (60
PND), e na maior dose no dia 50 PN. Este efeito ndo foi notado entre os machos.

o O tratamento materno com antimoniato de meglumina durante a gravidez e
lactacdo, reduziu nas duas maiores doses e de forma dose-relacionada, a exploracdo
vertical (frequéncia de “levantar”) no teste do campo aberto realizado com as fémeas na
idade adulta (60 PN). Os outros parametros exploratorios registrados no teste de campo
aberto ndo foram alterados. Este efeito ndo foi observado entre os machos.

o Foi detectada uma discreta diminuicdo do peso dos figados das proles masculina
e feminina dos grupos tratados com antimoniato de meglumina quando estes ratos foram

eutanasiados na idade adulta.
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