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RESUMO

NOVI, Daniella Regina Barrionuevo da Silva. A exposicao intrauterina e lactacional
ao paracetamol ndo altera os parametros cardiovasculares e metabdlicos em
ratos adultos. 2021. 49 f. Tese (Doutorado em Ciéncias Fisiol6gicas) — Universidade
Estadual de Londrina, Londrina, 2021.

O paracetamol (PAR) é o0 medicamento isento de prescricdo médica mais
recomendado pelos médicos para o tratamento da dor e da febre, em todas as fases
da gestacao. Este farmaco nao é teratogénico, sendo considerado seguro para o feto,
no entanto o PAR atravessa livremente a barreira hemato-placentaria e € transferida
pelo leite materno. Considerando que estudos recentes tém demonstrado que a
exposicdo ao PAR em fases iniciais do desenvolvimento do organismo pode
programar alteracées comportamentais e reprodutivas nos individuos expostos e que
o tratamento direto ao PAR pode estar associado a alteracbes metabdlicas e
cardiovasculares, o presente estudo teve como objetivo avaliar em ratos se a
exposicao intrauterina e lactacional ao PAR poderiam programar alteracdes
cardiometabdlicas na prole adulta. Para isto, ratas Wistar foram tratadas com PAR
350mg / kg / dia, por gavagem, do dia gestacional (DG) 6 ao DG 21 (PARG) ou DG 6
até o dia pos-natal 21 (PARGL). As mées controles receberam agua por gavagem nos
mesmos periodos (CTRG e CTRGL). Os filhotes machos e fémeas foram avaliados
na idade adulta (75 - 80 dias de vida). Foi observado na progénie masculina e feminina
gue o tratamento materno com PAR (350mg / Kg / dia) n&o interferiu na resposta
contratil e relaxante da aorta avaliada in vitro, na sensibilidade a insulina, na deposicao
de tecido adiposo, na pressdo arterial e ndao causou hepatotoxicidade. Esses
resultados sugerem que o protocolo de exposicdo ao PAR utilizado no presente
estudo ndo programou alteracdes vasculares e metabdlicas que contribuissem para o
desenvolvimento de doencas cardiometabdlicas na vida adulta, sendo considerado
seguro para a prole exposta.

Palavras-chave: drogas analgésicas; tratamento materno; programacgao
cardiovascular e metabdlica; reatividade vascular; DOHaD.



ABSTRACT

NOVI, Daniella Regina Barrionuevo da Silva Novi. Evaluation of metabolic and
cardiovascular parameters of adult male and female offspring exposed to
paracetamol during early stages of development 2021. 48 p. Thesis (PhD in
Physiological Sciences — State University of Londrina, Londrina, 2021.

Paracetamol (PAR) is the over-the-counter drug most recommended by physician for
the treatment of pain and fever in all stages of pregnancy. This drug is not teratogenic,
being considered safe for the fetus, however, PAR crosses freely blood-placental
barrier and is transferred through breast milk. Considering that current studies
recognize that exposure to PAR in early stages of development can program
behavioral and reproductive changes in exposed offspring and that treatment with
paracetamol is associated to metabolic and cardiovascular changes, the present study
aimed to evaluate in rats whether intrauterine and lactational exposure to PAR could
program cardiometabolic changes in adult offspring. For this, Wistar rats were treated
with PAR 350mg / kg / day, by gavage, from gestational day (DG) 6 to DG 21 (PARG)
or DG 6 until postnatal day 21 (PARGL). Control dams were treated with water by
gavage in the same periods (CTRG and CTRGL). Male and female adult offspring were
evaluated at adult age (75 - 80 days). It was observed in male and female progeny that
maternal treatment with PAR (350mg / Kg / day) did not interfere in the contractile and
relaxant response of the aorta evaluated in vitro, insulin sensitivity, adipose tissue
deposition, blood pressure and did not cause hepatotoxicity. These results suggest
that exposure protocol to PAR used in this study did not program vascular and
metabolic alterations, which coud contribute to the development of cardiometabolic
diseases in adulthood, being thus considered safe to exposed offspring.

Keywords: analgesic drugs; maternal treatment; cardiovascular and metabolic
programming; vascular reactivity; DOHaD.
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1 INTRODUCAO

O paracetamol (PAR), também conhecido como acetaminofeno ou N-
(4-hidroxifenil) etanamida (Figura 1), € um medicamento isento de prescricdo médica,
de facil acesso e regularmente utlizado por automedicagdo, disponivel
comercialmente na sua forma isolada ou associado a outros farmacos (BARROS et
al., 2019; BRASIL, 2016). Varios paises observam elevado uso desse composto de
acdo analgésica e antipirética nas diferentes fases da gestacéo e lactacdo (LUTZ et
al., 2020; SCHENKEL et al., 2018; VOLQVARTZ et al., 2020). Estima-se que quase
65% das gestantes utilizam o paracetamol para o tratamento de dor e febre, durante
toda a gestacao, inclusive no primeiro trimestre de gestacdo (MITCHELL et al., 2011;
SERVEY; CHANG, 2014; THIELE et al., 2013).

Figura 1 — Estrutura molecular do paracetamol

Fonte: PubChem (2021)

Apés a administracdo oral, o paracetamol é rapidamente absorvido
pelo sistema gastrointestinal, possuindo assim alta biodisponibilidade oral (88%),
atingindo pico das concentracdes sanguineas dentro de 90 minutos apos sua
ingestdo. O PAR se liga as proteinas plasmaticas e tem uma meia-vida plasmatica de
1,5-2,5 horas em doses terapéuticas, no entanto, em caso de uma overdose, 0
metabolismo € prejudicado e sua meia-vida prolongada para 4-8 horas, estando
diretamente relacionada a extenséo da leséo hepatica (BANNWARTH; PEHOURCQ,
2003; HODGMAN; GARRARD, 2012; MAZALEUSKAYA et al.,, 2015; MCGILL;
JAESCHKE, 2013).
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O paracetamol apés sofrer absor¢do no duodeno, é amplamente
metabolizado no figado, por enzimas das fases | e Il. A fase | envolve a ativacéo ou
inativacdo da droga, através de rea¢cfes de oxidacao, reducdo e hidrélise, sendo que
as reagOes oxidativas (5%) geralmente envolvem o citocromo P450, nicotinamida
adenina dinucleotideo fosfato-oxidase (NADPH) e oxigénio e, as reacdes de fase II,
envolve reacfes de conjugacdo com acido glucurénico (52-57%), com sulfato (30-
44%) ou glutationa, responsaveis pela desintoxicacao da droga. Apds metabolizado,
formando conjugados de cisteina e acido mercapturico, o paracetamol é excretado
pelos rins, sendo que 20-30% sdo metabdlitos conjugados com sulfato, 40-60%
metabdlitos conjugados com &cido glucurénico e menos de 10% na sua forma
inalterada (SAHAJWALLA; AYRES, 1991; ZHAO; PICKERING, 2011). Entretanto,
uma pequena fracdo que sofre metabolizacdo de fase | por acdo das enzimas do
citocromo P450, pode gerar um metabdlito intermediario reativo denominado N-acetil-
p-benzo-quinona imina (NAPQI), o qual é destoxificado pela glutationa, uma molécula
com potencial redutor e, em situagcdes de superdosagem, pode ocorrer uma saturacao
das vias de metabolizacdo acarretando deplecdo dos estoques de glutationa com
consequentes danos as células hepaticas (necrose centrolobular) (MAZALEUSKAYA
et al., 2015; MCGILL; JAESCHKE, 2013).

Apesar do paracetamol atravessar livremente a barreira hemato-
placentaria (BYER; SEMMER, 1982; WEIGAND et al.,, 1984) e 2% da dose
administrada a mée € transferida para o bebé através do leite materno (BEAULAC-
BAILLARGEON; ROCHELEAU, 1994; NOTARIANNI; OLDHAM; BENNETT, 1987), é
considerado seguro para maes e para o bebé, por ndo apresentarem efeitos
teratogénicos (BLACK; HILL, 2003; THIELE et al., 2013).

E classificado pelo 6rgdo americano Food and Drug Administration
(FDA) como medicamento de categoria B, ou seja, estudos em animais nao
demonstraram risco fetal, mas foram encontrados efeitos colaterais que nao foram
confirmados nas mulheres, especialmente durante o ultimo trimestre de gravidez
(STANLEY et al., 2019). Atualmente essa classificacdo do paracetamol como
medicamento de categoria B tem sido discutida pela comunidade cientifica, uma vez
gue recentemente foi demonstrado, em humanos e modelos animais, uma associacao
entre a exposicdo ao paracetamol durante a gravidez e distlrbios reprodutivos e
comportamentais ao longo da vida (ANDRADE, 2016; FISHER et al., 2016; HOOVER,;
HAYES; ERRAMOUSPE, 2015; KRISTENSEN et al., 2012; LIEW et al., 2016; LIND et
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al., 2016). De fato, considerando o conhecimento atual sobre os provaveis problemas
da exposicao precoce ao paracetamol, a comunidade cientifica vem sugerindo cautela
no uso de paracetamol em fases iniciais da vida (BAUER et al., 2021).

Apesar de um século de uso clinico do PAR como analgésico e
antipirético, seu mecanismo de acao farmacolégica nao foi completamente elucidado.
Estudos demonstram que as propriedades farmacolégicas do paracetamol sejam
resultado da atuacao tanto central quanto periférica. O PAR diminui a sintese de
prostaglandinas pela inibicdo das enzimas ciclooxigenases (COX) do tipo 1 (COX-1)
e do tipo 2 (COX-2), especificamente no sitio catalitico peroxidase ou ainda através
da inibicdo seletiva de variante de COX-1 central, designada COX-3 (AYOUB,;
BOTTING, 2004; BONNEFONT et al., 2003; GRAHAM; SCOTT, 2005). Ao agir como
substrato, o PAR influencia na geracdo de radicais de tirosina essenciais para
atividade enzimatica das COX-1 e 2 (ANDERSON, 2008; GRAHAM et al., 2013).
Porém, devido a fraca inibicdo da COX-1 e 2, sugere-se associacdo da acao
farmacologica do PAR com a reducdo dos estoques de glutationa durante a
metabolizacdo, e consequente reducao na sintese das prostaglandinas, uma vez que
a glutationa é cofator para a manutencao das atividades da COX-1 e 2 envolvidas no
processo inflamatorio (GRAHAM; SCOTT, 2005).

Além disso, estudos préevios sugerem inibicdo seletiva da COX-2
(HINZ; CHEREMINA; BRUNE, 2008) uma vez que o PAR pouco exerce atividade
antiplaquetaria ou induz efeitos gastrointestinais (GRAHAM et al., 2013), ambos
mediados pela inibicdo COX-1. Tal seletividade pode justificar a ineficacia do PAR em
inflamacdes graves, pois ha maior influéncia na sintese de prostaglandinas pela COX-
2 em quadros inflamatorios leves (GRAHAM; SCOTT, 2005). Ainda, acredita-se que
o PAR reduza os agentes halogenantes presentes no processo inflamatorio pela
inibicAo de outras peroxidases, tais como as mieloperoxidases (GRAHAM et al.,
2013).

Apesar de pouco esclarecido, sugere-se que 0 mecanismo antipirético
de PAR envolva a inibicdo da COX-2 e uma enzima variante do gene da COX-1 para
gue haja satisfatoria reducdo dos niveis de prostaglandinas do tipo E2 (pirogénica)
(AYOUB; FLOWER, 2019). Além disso, também é sugerido que o PAR ativa os
receptores de potencial transitoério do tipo 1 (TRPA1l) e exerca um impacto na L-
arginina influenciando a sintese de oxido nitrico (MIRRASEKHIAN et al., 2018;
PRZYBYLA; SZYCHOWSKI; GMINSKI, 2021). No entanto, nem todos desses efeitos
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foram claramente confirmados.

No sistema nervoso central, o PAR também age pela formacgéo de 4-
araquidonoilfenolamina (AM404) em razéo da reacdo do metabdlito p-aminofenol com
o0 acido araquidénico. O AM404 ativa receptores vaniloides tipo 1 (TRPV1) e provoca
uma resposta antinociceptiva (MALLET et al., 2010). Além disso, este metabdlito
intermediario aumenta a disponibilidade de endocanabindides mediante a inibicdo da
recaptacao e da degradacao destes compostos. Consequentemente, hé ativacdo dos
receptores canabindides do tipo 1 (CB1) localizados no terminal axonal dos neurénios
envolvidos na modulacdo da dor, que ativam as fibras serotoninérgicas descendentes
gue por suavez, suprimem as vias nociceptivas e promovem analgesia (BONNEFONT
et al., 2003; KLINGER-GRATZ et al., 2018). A influéncia do PAR sobre o sistema
endocanabinoide também pode ser constatada pela diminuicdo da transcricdo dos
receptores tirosina quinase do tipo B e consequentemente reducao dos efeitos do fator
neurotréfico derivado do encéfalo (PHILIPPOT et al.,, 2019) com reflexos na
neurogénese e plasticidade sinaptica (KOWIANSKI et al., 2018).

Ja é bem documentado a associacdo entre a exposicao intrauterina
ao PAR a alteracOes reprodutivas (ALEIXO et al., 2020; FISHER et al., 2016;
KRISTENSEN et al., 2011a; RANGEL et al., 2019) e alteragcdes comportamentais, tais
como autismo, Transtorno do Espectro Autista (TEA) e Transtorno do Déficit de
Atencdo com Hiperatividade (TDAH) (AVELLA-GARCIA et al., 2016; BAUER et al.,
2018; BRANDLISTUEN; YSTROM; NULMAN, 2013; KLEIN et al., 2020). Entretanto
ainda ndo se sabe se a exposicdo ao PAR poderia programar alteracoes
cardiometabdlicas no individuo exposto.

Essa hipotese de que a exposicao intrauterina a farmacos nas fases
iniciais de desenvolvimento pode programar alteracdes na vida adulta é baseada no
conceito Desenvolvimentista das Origens da Saude e da Doenca (do inglés
Developmental Origins of Health and Disease - DOHaD). Neste conceito, entende-se
gue a exposicdo a xenobidticos, como o paracetamol, ou a doencas ou fatores
ambientais, tais como dieta desregulada ou estresse durante a gravidez, podem levar
a mudancas permanentes no epigenoma, por meio de mecanismos moleculares que
estabelecem e mantém padrbes mitéticos estaveis de expressao génica sem alterar a
sequéncia do DNA genbmico, podendo ocasionar aumento do risco de doencas
metabdlicas e cardiovasculares crénicas nas fases posteriores da vida (BARKER,
1995; GLUCKMAN et al., 2009; SINCLAIR, KD; LEA, RG; REES, WD; YOUNG, 2007).
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Desta forma, seria possivel que a exposi¢cdo intrauterina e lactacional ao PAR
programasse também alteracdes cardiovasculares.

Dentro do sistema cardiovascular, 0s vasos sanguineos sao muito
sensiveis a modificacdes ambientais no inicio da vida. O sistema cardiovascular é
formado por macro e microvasos e dentre 0s macrovasos, tem-se a artéria aorta que
€ estruturalmente composta por trés camadas, denominadas tunica intima, constituida
pelas células endoteliais; tinica média, que possui tecido eléstico ou tecido muscular
liso e tunica adventicia, composta por tecido conjuntivo, fibras colagenas e elasticas
(JUNQUEIRA, L. C.; CARNEIRO, 2017).

Fisiologicamente, o endotélio vascular tem papel importante na
manutencdo da homeostase cardiovascular. Além de proporcionar uma barreira fisica
entre o limen e a parede do vaso, o endotélio regula ativamente o ténus vascular
basal e a reatividade vascular em condi¢cOes fisiologicas, respondendo a forcas
mecanicas e a mediadores neuro-humorais, além de liberar uma série de fatores
relaxantes (fatores relaxantes derivados do endotélio — EDRFs) e contrateis (fatores
contrateis derivados do endotélio — EDCFs) frente a estimulos especificos. Os EDRFs
sdo oxido nitrico (NO), prostaciclina (PGI2) e fator hiperpolarizante derivado do
endotélio. Os EDCFs compreendem a Angiotensina Il (Ang 1), endotelina-1 (ET-1), as
espécies reativas do oxigénio (EROs) e o0s prostandides vasoconstritores
(FURGHGOTT; VANHOUTTE, 1989). O desequilibrio na producdo e/ou liberacéo
desses fatores, com aumento de EDCFs e/ou diminuicdo de EDRFs, caracteriza a
disfuncéo endotelial (FELETOU; VANHOUTTE, 1999). Por consequéncia, a perda da
homeostase do sistema vascular acarreta no desenvolvimento de doencas do sistema
cardiovascular, tais como hipertenséao, isquemia cardiaca, insuficiéncia cardiaca e
aterosclerose (VANHOUTTE et al., 2009).

Desta forma, sdo poucos o0s estudos que avaliaram a funcao
cardiovascular apos o uso do paracetamol. De fato, estudos demostraram que o0 uso
de paracetamol em doses terapéuticas durante a gravidez esta associado a um risco
aumentado de pré-eclampsia e doencas tromboembdlicas nas maes (REBORDOSA
et al., 2010; ZELOP, 2008) e ratos adultos tratados com paracetamol (400 mg/kg/dia)
durante 14 dias apresentaram maior estresse oxidativo e comprometimento do
vasorrelaxamento na aorta toracica (PORTO et al., 2019). No entanto, por outro lado,
ratos adultos tratados com PAR a 30mg/kg/dia por 6 meses durante a senescéncia,

apresentaram diminuicdo da espessura vascular e reducdo dos efeitos deletérios de
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envelhecimento em aortas (RICE et al., 2012).

Ultimamente, mais atencdo tem sido dada aos efeitos prejudiciais
causada pelo PAR no sistema cardiovascular. Alguns trabalhos demonstraram uma
associagao entre o tratamento com paracetamol e um risco aumentado de doenca
cardiovascular, principalmente relacionada a lesdo vascular (CHAN et al., 2006;
CURHAN et al., 2002; FORMAN; RIMM; CURHAN, 2007), por outro lado estudos
descrevem que o uso do PAR é prejudicial em pacientes com doenca vascular
preexistente, em comparacdo com outras drogas anti-inflamatdrias ndo esteroides
convencionais (SUDANO et al., 2010; WHITE, 2007).

Recentemente, preocupac¢des sobre a seguranca cardiovascular apos
0 uso de PAR foi levantado e ainda estd em debate (FULTON et al., 2015; GLASSER,;
KHODNEVA, 2015; ROBERTS et al., 2016; TURTLE; DEAR; WEBB, 2013). Assim, 0
efeito prejudicial do PAR sobre sistema cardiovascular humano saudavel ainda é
impreciso e controverso, mas nado deve ser desconsiderado.

Em relacdo as alteracbes metabdlicas decorrentes da exposicao
perinatal ao paracetamol, o0s estudos existentes também sao escassos e
controversos. Por um lado, estudos realizados em ratos Wistar adultos expostos duas
semanas a paracetamol 400mg/kg/dia e camundongos expostos intrauterinamente a
300mg/kg/dia ndo apresentaram alteracdo no ganho de peso (PORTO et al., 2019;
WU et al., 2016), como também criancas de 7-11 anos, expostas ao paracetamol
durante a vida intrauterina ndo apresentaram alteracdo do indice de massa corporal
(IMC) ou circunferéncia abdominal (LIEW et al., 2019). No entanto, dois estudos
epidemiologicos recentes sugeriram uma possivel ligacdo entre a exposi¢cao precoce
ao paracetamol e aumento de IMC na infancia e adolescéncia (MURPHY et al., 2015;
SORROW et al., 2019).

Dessa maneira, considerando que os efeitos adversos do PAR sobre
o Sistema cardiovascular e sobre os parametros metabélicos em individuos saudaveis
ainda é impreciso e controverso e que 0s estudos existentes ainda nao avaliaram
esses efeitos do PAR na progénie exposta durante a vida intrauterina e lactacional,
este estudo experimental teve como objetivo avaliar se a exposicdo ao paracetamol
durante a gestacdo e lactacdo pode levar a alteracdes cardiometabdlicas na prole

adulta masculina e feminina.
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2 OBJETIVOS

Avaliar as possiveis alteracdes metabolicas e cardiovasculares da
prole masculina e feminina adulta exposta ao paracetamol durante a gestacao e a
amamentagao.

Dentre os objetivos especificos, foram avaliados na prole masculina e
feminina de ratas tratadas com paracetamol durante a gestacéo e a lactagéo:

1. Resposta contratil e relaxante da aorta torécica;

Pressao arterial média e frequéncia cardiaca;
Sensibilidade a insulina;

Avaliacdo da obesidade e marcadores hepéticos;

o k~ WD

Toxicidade materna e dos filhotes.

Os resultados deste estudo, com excecdo dos resultados dos
marcadores hepaticos, estdo publicados para a revista The Journal of
Cardiovascular Pharmacology (doi: 10.1097/FJC.0000000000001145, fator de
impacto: 2,598, ISSN: 15334023, 01602446), com o titulo "Intrauterine and lactational
exposure to paracetamol: cardiometabolic evaluation in adult female and male

offspring”.
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3 MATERIAIS E METODOS

Os protocolos experimentais utilizados neste trabalho foram
aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Estadual de
Londrina (CEUA/UEL n° 79000.2017.82, n° 80/2017).

3.1 DESENHO EXPERIMENTAL

Abaixo, encontra-se o diagrama do desenho experimental aplicado
neste estudo:

Figura 2 — Diagrama do desenho experimental

Tratamento diario: paracetamol
350mg /kg/dia ou dgua

Avaliagdo:
¢ Tratamento GL Par&metros vasculares
Parametros metabdlicos
¢ Tratamento G ¢ ‘l, ‘l,
DGO DG 6 DPNO DPN21 DPN 75-80

nascimento dos filhotes desmame

DG: dia gestacional; DPN: dia p6s natal; G: gestacional; GL: gestacional e lactacional

3.2 DESENHO EXPERIMENTAL

Para este trabalho, foram utilizados ratos virgens da linhagem Wistar
(Rattus norvergicus albinus), oriundos do Biotério Central da Universidade Estadual
de Londrina, os quais foram transferidos para o Biotério do Departamento de Ciéncias
Fisiol6gicas, os quais foram climatizados por duas semanas antes do inicio do
acasalamento e mantidos sempre em ambiente controlado (temperatura de 21 °C £ 2
°C), ciclo claro/escuro de 12 horas (luzes acesas as 06:00 e desligadas as 18:00),

com livre acesso a agua e ragdo (Nuvital®) para roedores.

Para os acasalamentos, foram utilizadas 40 ratas e 10 ratos, sendo
colocados em uma gaiola ao final da tarde, duas ratas e um rato e, na manha do dia
seguinte, realizado esfregaco vaginal e observado ao microscopio a presenca de
células da fase estro do ciclo estral e de espermatozoides para o diagnostico de

prenhez, sendo este dia denominado dia gestacional (DG) 0. As ratas prenhes ratas
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foram alocadas em gaiolas, com limite maximo de cinco ratas por gaiola, até o (DG)
6, quando as maes foram divididas aleatoriamente em quatro grupos experimentais

para o inicio do protocolo de tratamento.

As ratas prenhes, conforme o0 grupo experimental pertencente

receberam diariamente os seguintes tratamentos por via oral (gavagem):

- Grupo controle gestacional (CTRG): tratadas aproximadamente com 0,3
mL de agua potavel, do (DG) 6 ao (DG) 21;

- Grupo paracetamol gestacional (PARG): tratadas com 350 mg/Kg/dia de
paracetamol (Tylenol®, Johnson & Johnson Laboratério, Brasil) diluida em
agua potéavel, do (DG) 6 ao (DG) 21;

- Grupo controle gestacional e lactacional (CTRGL): tratadas
aproximadamente com 0,3 mL de agua potavel, do (DG) 6 ao (DPN) 21;

- Grupo paracetamol gestacional e lactacional (PARGL): tratadas com 350
mg/Kg/dia de paracetamol (Tylenol®, Johnson & Johnson Laboratério,
Brasil) diluida em agua potavel, do (DG) 6 ao (DPN) 21.

A escolha da dose foi baseada em estudios prévios descrevendo as
repercussdes tardias da prole adulta exposta ao paracetamol e baseado na dose
utilizada em gestantes (KLEIN et al., 2020; KRISTENSEN et al., 2011b; RANGEL et
al., 2019). O periodo de tratamento foi baseado na utilizacdo desta droga em mulheres
gestantes e lactantes, assim como protocolos do Guideline OECD/OECD (1998) que
recomenda o inicio do tratamento com paracetamol apds o periodo de implantacéo,

gue para os ratos representa o (DG) 6.

As fémeas foram pesadas a cada trés dias para acompanhamento do
ganho de peso e para ajuste da dose a ser administrada durante toda a gestacao e

lactacéo.

O dia do nascimento da prole foi denominado dia DPN 0, no qual as
ninhadas foram pesadas, contabilizadas e identificadas pelo sexo, sendo que o peso
ao nascer dos filhotes foi calculado a partir do peso da ninhada sobre o nimero total
da ninhada. No DPN 4, as ninhadas foram reduzidas a 10 filhotes (5 machos e 5
fémeas, quando possivel), com o objetivo manter uma exposi¢cdo ao paracetamol

homogénea entre os filhotes/ninhada. Os filhotes também foram pesados no DPN 1,
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4,7, 14 e 21, quando foram desmamados e alocados em gaiolas correspondentes aos
seus grupos experimentais, mantendo separadamente machos e fémeas e no

maximo, cinco animais por gaiola.

Para cada experimento, foram utilizados um filhote macho e fémea
por ninhada, em idade adulta (DPN 75-80). No caso das fémeas adultas, os
experimentos foram realizados com as ratas sempre na fase de estro fisiol6gico,
determinado por esfregaco vaginal imediatamente antes dos experimentos, a fim de

padronizar uma fase e excluir qualquer interferéncia hormonal nos experimentos.

3.3 TOXICIDADE GERAL MATERNA E DOS FILHOTES

Para esta avaliacdo foram mensurados a cada trés dias durante todo
o periodo de tratamento (gestacional e lactacional), o peso corporal materno e o
consumo de ragao. Para os filhotes foram avaliados o peso ao nascer, valor obtido
através da divisdo do peso da ninhada pelo nimero de filhotes por ninhada. Além
desses parametros, foram observados sinais clinicos de toxicidade, tais como
lacrimejamento, tremores e piloerecdo durante todo o protocolo experimental,
conforme descrito no Guideline OECD/OECD (1998).

3.4 AVALIACAO DOS FILHOTES

3.4.1 Avaliacdo da Reatividade Vascular nas Proles Masculina e Feminina na Fase
Adulta

As proles masculina e feminina em fase adulta foram anestesiadas
com tiopental sodico (40 mg/kg, i.p., Cristalia, Brasil), e por meio de toracotomia a
aorta foi removida, dissecada e seccionada em quatro anéis transversais de 3 mm,
como descrito por CARVALHO e colaboradores (1987). Dois dos anéis tiveram seu
endotélio removido (Endo-) com uma haste fina metalica com algod&do e nos outros
dois anéis, o endotélio foi preservado (Endo+). Ambos os anéis foram suspensos por
um par de ganchos de aco inoxidavel, um fixo a base da cuba para érgéos isolados e
0 outro conectado a um transdutor isométrico (FT03, Grass), acoplado a um
amplificador de sinal (AECAD 04, AVS Projetos) ligado a um computador. Os

seguimentos de aorta permaneceram durante todo o protocolo experimental sob
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tensdo de 1,5 g em solucédo nutriente de Krebs-Henseleit modificada (concentracdes
em mM: 130 NaCl, 14,9 NaHCOg3; 4,7 KCI; 1,18 KH2PO4; 1,17 MgS0as-7H20; 5,5
glicose; 1,60 CaCl2-2H20 e 0,026 EDTA), gaseificada com mistura de 95% de O: e
5% de CO_, mantidos aquecidos a 37° C e em pH 7,4, como previamente publicado
por nosso grupo (CERAVOLO et al., 2013; HIGASHI et al., 2016).

Apos 30 minutos de equilibrio, a viabilidade do musculo liso vascular
foi avaliada, através da adicéo de cloreto de potassio (KCIl) 90 mM as preparacdes de
aorta. Os anéis que nédo responderam ao KCI foram descartados. Para comprovacao
da adequada preservacao ou correta remocao do endotélio, os anéis de aorta foram
contraidos com fenilefrina (Fenil) e em seguida foi aplicada um agente vasodilatador
dependente do endotélio, acetilcolina (Ach) a 0,1 uM. O endotélio foi considerado
viavel quando Ach causou relaxamento de 70-80% da pré-contracao induzida pela
Fenil, e adequadamente removido quando a vasodilatacdo foi inferior a 5% da pré-
contragéo.

Para a avaliacdo da capacidade contratil nos anéis de aorta com
(Endo+) e sem endotélio (Endo-), foram construidas curvas concentracao-efeito
cumulativas (CCEC) (1 nM a 30 uM) para Fenil, um agonista a1-adrenérgico, cujas

respostas foram expressas em gramas (g) de tenséao.

A capacidade de dilatacdo dos anéis de aorta foi avaliada por meio de
CCEC para Ach, vasodilatador endotélio-dependente, em anéis Endo+ e para
nitroprussiato de sodio (NPS), um doador de Oxido nitrico, em anéis Endo-,
previamente contraidos com concentracdo submaxima de Fenil (1 uM), sendo esta
concentracdo capaz de causar de 60-80% da contracdo maxima. O relaxamento
induzido por Ach e NPS foi expresso como porcentagem (%) de relaxamento em

relacdo a contracdo promovida pela Fenil.

As comparacdes entre os diferentes grupos experimentais foram
realizadas com a determinacdo das respostas maxima (Rmax) e pD2 (logaritmo
negativo da concentracdo efetiva de 50% da resposta maxima - ECso) para cada
farmaco e calculados a partir da analise de regressédo nao linear (GraphPad Prism
software, USA).



26
3.4.2 Presséo Arterial Média e Frequéncia Cardiaca

A pressao arterial média (PAM, mmHg) e a frequéncia cardiaca (FC,
bpm) foram mensuradas em ratos adultos conscientes através de um método indireto
de plestimografia de cauda (CODA, Kent Scientific, Torrington, CT). Antes do inicio
dos registros, os animais foram familiarizado com o aparato e realizado o registro de
vinte medidas sequenciais, sendo os resultados expressos como a média desses

valores.
3.4.3 Teste de Tolerancia a Insulina (ITT)

Os ratos adultos machos e fémeas foram privados de alimento por 4
(quatro) horas, com acesso livre a agua. Apos o periodo de restricdo, os ratos foram
pesados e anestesiados com tiopental sédico (40 mg/kg, i.p., Cristalia, Brasil). As
amostras de sangue foram coletadas por puncdo caudal e com o auxilio de um
glicosimetro (Roche Diagnostic, Brasil), a glicemia basal foi registrada no tempo zero
(0 min) e apds a injecdo intraperitoneal de insulina regular (1,5 U/kg, Humulin®,
Insulina Humana R, Eli Lilly, EUA), a glicemia foi avaliada 10, 20, 30 e 40 minutos
apos ainjecao de insulina (NOVI et al., 2018). Os resultados obtidos foram expressos
e comparados entre si atraves da constante de decaimento da glucose apoés a injecao
dainsulina (kITT), que é calculado através da regresséo linear do logaritmo neperiano

dos valores de glicemias obtidos.
3.4.4 Avaliacao Biométrica

Apés a avaliacdo do ITT, o comprimento naso-anal foi medido e o
indice de Lee calculado através da férmula: peso corporal3(g)/comprimento naso-
anal (cm) x 100. Os tecidos adiposos perigonadal, retroperitoneal e marrom foram
retiradas, pesados e os valores expressos como peso de gordura por 100g do peso

corporal.
3.4.5 Avaliacédo dos Marcadores Hepaticos

A dosagem sérica de aspartato aminotransferase (AST) e alanina

aminotransferase (ALT) foram realizadas nas amostras de sangue da prole feminina
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e masculina adulta, coletadas via pun¢do cardiaca no ventriculo direito, apoés
eutanasia e toracotomia durante o protocolo de reatividade vascular. As amostras de
sangue foram centrifugadas por 15 minutos a 3000 rpm, em temperatura de 4°C e 0
soro foi separado do plasma e armazenado em freezer a - 80°C até a realizacdo das
dosagens. Para esse fim, utilizou-se o equipamento Dimension® EXL™ 200 (Siemens
Healthneers, Brasil) empregando-se o método “Cinético/lUV” recomendado pela
Federacao Internacional de Quimica Clinica (IFCC). O procedimento técnico ocorreu
de acordo com o protocolo do fabricante para o equipamento e os valores de AST e
ALT foram expressos em unidade por litro (U/L).

3.5 ANALISE ESTATISTICA

Inicialmente, realizou-se uma analise exploratéria para avaliacdo da
normalidade (teste Shapiro—Wilk e Kolmogorov-Smirnova) e homogeneidade de
variancia (teste de Levene) dos dados. Como todas as variaveis apresentaram
distribuicdo e homogeneidade normais foram analisadas por teste t ndo pareado,
ANOVA de uma via ou ANOVA de medidas repetidas, e em seguida teste de
Bonferroni ou Tukey. Os resultados foram expressos como a média + erro padréo da
meédia (EPM) e os valores foram considerados estatisticamente significantes quando
0 p<0.05, utilizando-se o programa de computador GraphPad Prism 8 (GraphPad
Software, USA). Os resultados obtidos foram comparados entre os grupos CTRG com

PARG, CRTGL com PARGL e entre os animais do mesmo sexo.
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4 RESULTADOS

4.1 TOXICIDADE MATERNA E DOS FILHOTES

O ganho de peso das mées foi similar entre os grupos paracetamol
(PARG, PARGL) e seus respectivos grupos controle (CTRG, CTRGL) (Figura 3A e
3B) e a exposicdo ao paracetamol nao interfere com o ganho de peso quando

comparado aos filhotes ndo expostos (Figura 3C).

Nenhuma diferenca foi observada no consumo de racdo entre as
maes dos grupos paracetamol (PARG, PARGL) e seus respectivos grupos controle
(CTRG, CTRGL) (Figura 4)

N&o foram observados sinais de toxicidade, tais como tremor,
lacrimejamento e piloere¢cdo (OECD, 2007) nas mées e nos filhotes durante os

experimentos.

Figura 3 — Ganho de peso corporal das mées e peso médio dos filhotes ao nascer
durante os periodos gestacional e lactacional, exposto ao paracetamol (PAR) ou agua
(CTR).
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Ganho de peso corporal avaliado nas maes durante os periodos gestacional e lactacional, expostos ao
paracetamol (PAR) ou dgua (CTR) durante o periodo gestacional (A) ou gestacional e lactacional (B) e
peso médio dos filhotes ao nascer em ambos tratamentos (C). Valores expressos como média = EPM,
(n=10/grupo). p>0,05 (Teste T e ANOVA de vias repetidas). CTRG: controle gestacional; PARG:
paracetamol gestacional CTRGL: controle gestacional e lactacional; PARGL: paracetamol lactacional e

gestacional.

Figura 4 — Consumo de racao das maes expostas ao paracetamol ou dgua durante

os periodos gestacional e lactacional.
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Consumo de racdo das mées expostas ao paracetamol (PARG, PARGL) ou 4gua (CTRG, CTRGL)
durante os periodos gestacional (A,B) e lactacional (C,D). Valores expressos como média + EPM,
n=10/grupo. p > 0.05 (ANOVA de vias repetidas). CTRG: controle gestacional; PARG: paracetamol
gestacional CTRGL: controle gestacional e lactacional; PARGL: paracetamol lactacional e gestacional.
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4.2 PARAMETROS DA PROLE ADULTA

4.2.1 Pressao Arterial Média e Frequéncia Cardiaca

A presséo arterial média (PAM) e frequéncia cardiaca (FC) da prole
masculina e feminina adulta exposta o paracetamol durante a gestagcédo e lactagao
(PARG e PARGL) foram similares aos seus respectivos grupos controles (CTRG e
CTRGL) (Tabela 1).

Tabela 1 — Presséo arterial média e frequéncia cardiaca da prole masculina e feminina
adulta exposta ao paracetamol e agua durante os periodos gestacional (G) e

gestacional e lactacional (GL).

Macho Fémea
Grupos PAM FC PAM FC
(mmHg) (bpm) (mmHg) (bpm)
CTRG 103,50+ 1,65 342,20+5,21 100,60+4,37 362,20+10,25
(6) (6) (5) (5)
PARG 109,8+ 4,02 332,40+6,80 94,63+2,75 348,90+7,14
9) (9) (8) (8)
CTRGL 107,00+1,00 352,60+11,00 102,30+1,57 392,90+14,21
(5) (5) (7) (7)
PARGL 107,70+ 2,83 362,70+22,49 97,00+3,90 376,80+13,88

(7) (7) (6) (6)

Presséo arterial média (PAM) e frequéncia cardiaca (FC) da prole masculina e feminina exposta ao
paracetamol (PAR) ou agua (CTR) durante os periodos gestacional (G) e gestacional e lactacional (GL).
Valores expressos como média £ EPM. (n) é o numero de animais/grupo, p>0,05 (Teste T). CTRG:
controle gestacional, PARG: paracetamol gestacional CTRGL: controle gestacional e lactacional;
PARGL.: paracetamol lactacional e gestacional.

4.2.2 REATIVIDADE VASCULAR

Em anéis aorticos isolados da prole masculina e feminina adulta
exposta aos grupos paracetamol (PARG e PARGL) e controles (CTRG e CTRGL)

induziram resposta dependente da concentracdo a Fenil, Ach e NPS (Figuras 5 e 6).
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Figura 5. Curvas concentracao-efeito cumulativas para Fenilefrina em anéis aorticos
com (E+) e sem endotélio (E-) da prole masculina e feminina adulta exposta ao
paracetamol ou 4gua durante os periodos gestacional e gestacional e lactacional.
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gestacional e lactacional. Valores expressos como média + EPM, (n=7-11/grupo). p>0,05 (ANOVA de
umavia). CTRG: controle gestacional; PARG: paracetamol gestacional CTRGL: controle gestacional e
lactacional; PARGL: paracetamol lactacional e gestacional.

Figura 6. Curvas concentracdo-efeito cumulativas para Acetilcolina e Nitroprussiato
de sbédio em anéis aodrticos da prole masculina e feminina adulta exposta ao

paracetamol ou agua durante os periodos gestacional e gestacional e lactacional.
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Curvas concentracao-efeito cumulativas para Acetilcolina em anéis adrticos da prole feminina adulta
(A) e da prole masculina (B) e curvas concentragdo-efeito cumulativas para Nitroprussiato de sédio em
anéis aoérticos da prole feminina adulta (C) e da prole masculina (D) expostas ao paracetamol ou agua
durante os periodos gestacional e lactacional. Valores expressos como média + EPM, (n=7-12/grupo).
p>0,05 (Teste T). CTRG: controle gestacional; PARG: paracetamol gestacional CTRGL: controle
gestacional e lactacional; PARGL: paracetamol lactacional e gestacional.

A remocdao do endotélio aumentou a resposta contratil (Rmax) a Fenil

em anéis aorticos (E-) isolados de ratos CTR e PAR quando comparados com seus

respectivos anéis com endotélio (E +) (Tabela 2). A Rmax e o pD2 para Fenil (Tabela

2), ACh e NPS (Tabela 3) foram semelhantes entre os anéis isolados dos grupos PAR

e CTR.
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Tabela 2. Resposta maxima e pD2 para Fenil em anéis de aorta isolados com (E+) e

sem (E-) endotélio da prole adulta masculina e feminina exposta ao paracetamol ou

agua durante os periodos gestacional e gestacional e lactacional

Machos
Rmax pD2
Grupos E+ E- E+ E-
CTRG 1,87+0,15 (7)  3,49+0,22 (7)* 6,57+0,05 (7)  7,51+0,07 (7)*
PARG 2,15+0,19 (7)  2,98+0,20 (8)** 6,70+0,06 (7)  7,64+0,09 (8)**
CTRGL 2,23+0,15(9)  3,50+0,11 (9)* 6,62+0,08 (9)  7,56+0,09 (9)*
PARGL 2,11+0,17 (10) 3,17+0,16 (10)*  6,75+0,05 (10) 7,63+0,05 (10)**
Fémeas
Rmax pD2
Grupos E+ E- E+ E-
CTRG 1,61+0,12 (7)  3,08+0,18 (7)* 6,66+0,12 (7)  7,42+0,29 (7)*
PARG 1,58+0,18 (9)  3,90+0,56 (10)**  6,75+0,10 (9)  7,56+0,07 (10)**
CTRGL 1,71+0,15 (11) 3,46+0,20 (11)* 6,72+0,08 (11) 7,69+0,08 (11)*
PARGL 1,74+0,12 (11) 3,27+0,18 (11)*  6,78+0,08 (11) 7,57+0,09 (11)**

Resposta méaxima e pD2 para Fenil em anéis de aorta isolados com (E+) e sem (E-) endotélio da prole
adulta masculina e feminina exposta ao paracetamol (PAR) ou agua (CTR durante os periodos
gestacional (G) e gestacional e lactacional (GL). Valores expressos como média + EPM. (n=7-
11/grupo). (ANOVA de uma via, pés-teste: Bonferroni); *p<0,05 vs E+ CTRG (controle gestacional) ou
CTRGL (controle gestacional e lactacional) **p<0,05 vs E+ PARGL paracetamol gestacional e
lactacional) ou PARG (paracetamol gestacional).
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Tabela 3. Resposta maxima e pD2 a Ach a NPS em anéis de aortas isoladas de prole

masculina e feminina exposta ao paracetamol ou agua durante os periodos

gestacional e gestacional e lactacional.

Machos
Rmax pD2
Grupos Ach NPS Ach NPS
CTRG 86,04+2,19 (7) 93,52+1,30 (8) 7,20+0,09 (7)  6,33+0,07 (8)
PARG 87,28+2,41 (8) 95,41+0,89 (8) 7,42+0,14 (8) 6,52+0,14 (8)
CTRGL 89,37+1,60 (7) 94,35+0,70 (9) 7,24+0,12 (7)  6,37+0,07 (9)
PARGL 91,48+1,62 (9) 95,57+0,74 (10)  7,38+0,12 (9) 6,45+0,11 (10)
Fémeas
Rmax pD2
Grupos Ach NPS Ach NPS
CTRG 90,15+3,70 (7) 94,11+2,77 (8) 7,38+0,15 (7) 6,51+0,10 (8)
PARG 91,50+1,74 (10) 94,09+0,81 (9) 7,59+0,05 6,64+0,06 (9)
CTRGL 89,83+1,52 (12) 96,16+0,90 (12)  7,45+0,07(12) 6,54+0,06(12)
PARGL 89,32+2,10 (10) 93,81+0,83 (11)  7,5240,07 6,54+0,09 (11)

Resposta maxima (% de relaxamento) e pD2 a Ach a NPS em anéis de aortas isoladas de prole
masculina e feminina exposta ao paracetamol (PAR) ou agua (CTR) durante os periodos gestacional
(G) e gestacional e lactacional (GL). Valores expressos como média + EPM. (n=7-12/grupo). p>0,05
(Teste T). CTRG: controle gestacional; PARG: paracetamol gestacional CTRGL.: controle gestacional e
lactacional; PARGL: paracetamol lactacional e gestacional.

4.2.3 TESTE DE TOLERANCIA A INSULINA

Como demonstrado na Figura 7, ndo houve diferenca na porcentagem

de decaimento da glicose (kITT) ap6s a injecao de insulina na prole masculina e

feminina adulta paracetamol (PARG ou PARGL) comparado aos seus respectivos
grupos controles (CRTG ou CTRGL).
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Figura 7 — Porcentagem de decaimento de glicose ap0s injecao de insulina (kITT) em

machos e fémeas adultas expostas ao paracetamol ou &gua durante os periodos
gestacional e gestacional e lactacional.
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Porcentagem de decaimento de glicose apoés injecéo de insulina (kITT) da prole feminina exposta ao
paracetamol (PAR) ou agua (CTR) durante os periodos gestacional (G) (A) e gestacional e lactacional
(GL) (B) e da prole masculina exposta ao paracetamol (PAR) ou agua (CTR) durante os periodos
gestacional (G) (C) e gestacional e lactacional (GL) (D). Valores expressos como média + EPM. (n=5-
9/grupo). p>0,05 (Teste T). CTRG: controle gestacional; PARG: paracetamol gestacional CTRGL:
controle gestacional e lactacional; PARGL: paracetamol lactacional e gestacional.

4.2.4 PARAMETROS BIOMETRICOS

Nenhuma diferenca foi observada no peso corporal e indice de Lee
da prole masculina e feminina adulta PARG e PARGL comparados aos seus controles
(CTRG e CTRGL). Do mesmo modo, as gorduras retroperitoneal, perigonadal e

marrom ndo apresentaram diferenca entre os grupos em ambos os sexos (Tabela 4).
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Tabela 4 - Avaliacdo da obesidade da prole masculina e feminina adulta exposta ao

paracetamol (PAR) ou 4gua (CTR) durante os periodos gestacional (G) e gestacional

e lactacional (GL).

Machos

Tecido adiposo

Tecido adiposo Tecido adiposo

Grupos Indice de Lee Perigonadal Retroperitoneal marrom
(g/100g9) (g/100g9) (g/100g9)
CTRG 30,15+ 0,99 0,84+0,07 1,06%0,05 0,06+0,01
(11) 11 (12) (12)
PARG 29,94+ 0,16 0,74+0,08 1,08+0,08 0,07+0,01
(12) (12) (12) (12)
CTRGL 30,43+ 0,39 0,69+0,06 0,97+0,04 0,07+0,01
(9) 9) (9) (9)
PARGL 30,14+ 0,36 1,00+0,07 0,73+0,12 0,06+0,01
9) (9) (9 (9)
Fémeas
Tecido adiposo  Tecido adiposo  Tecido adiposo
Grupos Indice de Lee Perigonadal Retroperitoneal marrom
(g/100g9) (g/100g9) (g/100g9)
CTRG 30,25+ 0,23 0,43+0,05 0,62+0,08 0,08+0,01
(20) (20) (10) (10)
PARG 30,43+ 0,27 0,49+0,05 0.61+0,06 0,07+0,01
(11) (11) (11) (11)
CTRGL 30,50+ 0,28 0,43+0,04 0,64+0,07 0,08+0,01
(11) (11) (11) (12)
PARGL 29,91+ 0,16 0,36+0,29 0,53+0,04 0,09+0,01
(12) (12) (12) (12)

Avaliacdo da obesidade da prole masculina e feminina adulta exposta ao paracetamol (PAR) ou agua
(CTR) durante os periodos gestacional (G) e gestacional e lactacional (GL). Valores expressos como
média + EPM. (n=9-12/grupo). p>0,05 (Teste T). CTRG: controle gestacional; PARG: paracetamol
gestacional CTRGL.: controle gestacional e lactacional; PARGL: paracetamol lactacional e gestacional.

4.2.5 MARCADORES HEPATICOS

Na fase adulta nenhuma diferenca foi observada nas dosagens de

transaminases (marcadores hepaticos) da prole masculina e feminina PARG e PARGL

comparados aos seus controles (CTRG e CTRGL) (Tabela 5).
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Tabela 5 — Dosagem transaminases hepaticas da prole masculina e feminina adulta

exposta ao paracetamol (PAR) ou agua (CTR) durante os periodos gestacional (G) e
gestacional e lactacional (GL).

Machos Fémeas
Grupos AST ALT AST ALT
CTRG 125,70+15,59 74,33+6,97 135,60+11,85 69,83+6,75
(6) (6) (6) (6)
PARG 108,40+10,12 67,60+9,15 159,90+9,77 74,33+6,97
(5) (5) (6) (6)
CTRGL 120,60+14,00 74,80+10,31 118,10+10,70 81,18+14,53
5) (5) (6) (6)
PARGL 112,70+15,46 73,6045,75 148,30+20,94 83,08+14,40
(6) (6) (6) (6)

Dosagem das transaminases hepaticas (AST e ALT) da prole masculina e feminina adulta exposta ao
paracetamol (PAR) ou agua (CTR) durante os periodos gestacional (G) e gestacional e lactacional (GL).
Valores expressos como média + EPM. (n=5-6/grupo). p>0,05 (Teste T). CTRG: controle gestacional;
PARG: paracetamol gestacional CTRGL: controle gestacional e lactacional; PARGL: paracetamol
lactacional e gestacional.
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5 DISCUSSAO

O presente estudo demonstrou que a administracéo de paracetamol
(350mg/Kg/dia) as maes durante a gestacao ou gestacao e lactacdo ndo causou sinais
de toxicidade as maes e seus filhos, uma vez que ndo interferiu no peso materno,
peso ao nascer e tamanho da ninhada. Esses resultados reproduziram estudos
anteriores de nosso grupo que usaram o mesmo modelo para exposicao precoce ao
paracetamol (KLEIN et al., 2020; RANGEL et al., 2019). A seguranca do paracetamol
em relacdo ao peso materno também foi descrita por Van Den Driesche e
colaboradores (2015), que demonstraram que o tratamento com paracetamol - 350
mg / kg / dia - durante a gravidez em ratas Wistar ndo influencia o peso corporal de
maes e filhotes. Similarmente aos nossos resultados, foi descrito que o tratamento
com paracetamol (350 mg/kg/dia) do 13° ao 21° dia de gestacao nao afeta o tamanho
da ninhada (KRISTENSEN et al., 2011b).

Até onde sabemos, este é o primeiro estudo avaliando os efeitos
cardiovasculares da exposicao intrauterina e lactacional ao paracetamol em ratos
adultos. Um estudo em gestantes demonstrou que o0 uso de paracetamol foi associado
ao aumento do desenvolvimento de pré-eclampsia, tromboembolismo e hipertenséo
gestacional, que pode estar relacionado a disfuncéo endotelial por reducéo dos fatores
de relaxamento endotelial, como IGP2 e NO (REBORDOSA et al., 2010). Além disso,
ratos tratados com paracetamol (400 mg/kg/dia na agua de beber) por 14 dias,
apresentaram maior estresse oxidativo e comprometimento do vaso relaxamento
endotélio-dependente e independente (PORTO et al., 2019). Apesar do trabalho
descrito por Porto e colaboradores (2019) mostrar um prejuizo na resposta
vasodilatadora, levando a disfuncédo endotelial, o tratamento com paracetamol nao
alterou a pressao arterial sistélica em ratos, corroborando com 0s nossos resultados.
Assim, o presente estudo demonstrou que a exposi¢cdo ao paracetamol, por meio de
tratamento materno durante toda a gestacdo e lactacdo, ndo influenciou a funcao

endotelial, a pressao arterial e a frequéncia cardiaca na prole.

Nés também demonstramos em ratos que a exposicdo ao
paracetamol no inicio da vida nao interferiu na deposicéo de tecido adiposo e no IMC
de filhos adultos. De forma semelhante aos nossos resultados, os camundongos

Kunming analisados no PND 21 n&o tiveram alteracdo no peso corporal apds a
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exposicao ao paracetamol (300 mg / kg / dia) nos dias 13 e 14 de gestagcédo (WU et al.,
2016). Por outro lado, foi descrito em humanos que a exposi¢cdo ao paracetamol
durante a gravidez esti associada a obesidade na idade de 3-5 anos e elevada
concentracao plasmatica de lipidios (SORROW et al., 2019). Além de aumento do IMC
em criangas e adolescentes (MURPHY et al., 2015) e sobrepeso em meninas aos 11
anos (LIEW et al., 2019).

No entanto, todos esses trabalhos descritos anteriormente sugerem a
necessidade de mais estudos para investigar tais alteracdes metabdlicas, pois estas
podem estar associadas a fatores hormonais, periodo da adolescéncia, estilo de vida
ou outros fatores de confusdo. Além disso, as diferencas observadas entre nosso
estudo e os demais podem estar relacionadas as espécies avaliadas (humanos vs
ratos) e a idade de avaliacdo da prole (infancia e adolescéncia vs PND 75-80, idade

adulta).

Em relacdo as alteracbes no metabolismo da glicose, nossos
resultados diferem dos descritos por Wu e colegas (2016), que demonstraram que 0s
filhos expostos ao paracetamol apresentavam metabolismo da glicose alterado
relacionado com a sinalizacéo insulino-dependente. As diferencas entre o presente
estudo e o citado podem ser devido as diferentes espécies (camundongos vs ratos),
periodo de exposicédo a droga (DG 13 e 14 vs gravidez inteira e lactacao), diferente
dose de paracetamol (300 mg / kg / dia vs 350 mg/kg/dia) e periodo de analise (PND
21 vs PND 75-80).

Além disso, 0s nossos resultados demonstraram que a exposicao
intrauterina e lactacional ao paracetamol 350mg/kg/dia ndo causou hepatotoxicidade
na prole adulta, pois nao foi observado aumento dos marcados hepaticos (AST e ALT),
gue sao indicadores de hepatotoxicidade (CIGREMIS et al., 2009). A dose maxima
diaria € de 4000 mg/dia (WATKINS et al., 2006), o que € equivalente a cerca de 400
mg/kg/dia para ratos (REAGAN-SHAW; NIHAL; AHMAD, 2008). Ao contrario dos
nossos resultados, estudos realizados em animais, onde os mesmos foram expostos
ao paracetamol em niveis de doses terapéuticas, apresentaram elevacédo de 5 a 8
vezes nas transaminases hepaticas (CIGREMIS et al., 2009; WATKINS et al., 2006).
As diferencas encontradas em nosso estudo e desses outros estudos citados, pode

ser devido a diferenca de tratamento, enquanto em nosso estudo 0os animais foram
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expostos maternalmente ao PAR 350mg/kg/dia esses outros estudos trataram o0s
animais diretamente na fase adulta com o PAR. Corroborando com nossos resultados,
camundongos expostos maternalmente a PAR 300mg/kg/dia nao apresentou
diferenca estatistica na alanina aminotransferase (ALT) no PND 21 (WU et al., 2016).

Em resumo, nés demostramos que a exposicdo intrauterina e
lactacional ao acetaminofeno (350 mg/Kg/dia), apesar do tratamento materno, n&o foi
capaz de causar disturbios cardiovasculares e metabdlicos em filhos adultos de
ambos os sexos. Apesar de nossos resultados demonstrarem que a exposicdo ao
paracetamol em fases iniciais da vida ndo causou doenga cardiometabdlica em ratos,
NoSsSo grupo e outros demonstraram que essa exposicdo pode causar deficiéncias
comportamentais e reprodutivas (DEAN et al., 2016; KLEIN et al., 2020; LIND et al.,
2016; RANGEL et al., 2019). Além disso, considerando que o paracetamol é um dos
principais farmacos indicados para gestantes, pelo fato de ser de facil acesso e pela
escassez de estudos que avaliem as consequéncias cardiometabolicas da exposicao
precoce ao paracetamol, € importante recomendar novos estudos de avaliagdo dos

parametros cardiovasculares em diferentes modelos e espécies animais.
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6 CONCLUSOES

No presente estudo foi observado em ratos que a exposicdo ao
paracetamol (350mg/Kg/dia) por meio de tratamento materno durante a gestagao e
lactacdo nédo foi toxico para maes e para os filhotes. Além disso nao interferiu na
reatividade vascular, sensibilidade a insulina, deposicédo de tecido adiposo, pressao
arterial e ndo apresentou aumento dos marcadores hepaticos na prole adulta
masculina e feminina.

Esses dados sugerem que o protocolo de tratamento utilizado néao
causou alteracbes cardiovasculares e metabdlicas que possam contribuir para o

desenvolvimento de doencgas cardiometabdlicas na vida adulta.
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ANEXO A

Aprovacdo da Comisséo de Etica no Uso de Animais da Universidade Estadual de

Londrina (CEUA n° 7900-2017.82, 80/2017).

Universidade
Estadual de Londrina

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

OF. CIRC. CEUA N° 80/2017 Londrina, 14 de Junho de 2017.
Prezado (a) professor (a)

Certificamos que o projeto intitulado: “Avaliaca de fei reprodutivos e
cardiovasculares na prole de mae tratadas com paracetamol durante a gestacdo e lactacio.”
protocolo CEUA n°7900.2017.82 sob a responsabilidade de Daniela Cristina Ceccato Gerardin
Cantamessa, que envolve a produgio, manutengdo e/ou utilizacdo de animais pertencentes ao filo
Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem) para fins de pesquisa cientifica (ou ensino), encontra-
se de acordo com os preceitos da Lei n® 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n° 6.899, de 15
de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentacéo
Animal (CONCEA), foi aprovado pela Comiss&o de Etica no Uso de Animais da Universidade
Estadual de Londrina (CEUA/UEL), em reuni@o realizada em 30/05/2017.

O objetivo Avaliar na prole masculina e feminina de ratas tratadas com paracetamol durante a
gestagdo: Parametros reprodutivos e comportamentais, como instalagcdo da puberdade,
comportamentos reprodutivos, fertilidade, dosagem de horménios sexuais, histologia de 6rg&os da
reprodugao e reatividade do ducto deferente. Grau de Invasividade=2

Vigéncia do Projeto 01/07/2017 a 01/06/2020

Espécie/linhagem Rato heterogénco Wistar

N° de animais 253 (80 Machos e 173 Fémeas) e 1440 filhotes apos acasalamento (720
fémeas e 720 machos).

Peso/ldade 75 dias

Sexo Machos e Fémeas

| Origem Biotério Central da Universidade Estadual de Londrina

Amostras a serem coletadas Sangue, Testiculos, Epididimo, Prostata, Vesicula Seminal, Utero,

Ovario, Tecido Adiposo Retroperitonal e Perigonadal e Aorta

Cumpre orientar que caso pretendam-se quaisquer alteragbes no protocolo experimental
aprovado, deve-se submeter o novo protocolo a apreciagéo da CEUA/UEL anteriormente a execugao
das modificacdes.

Coloco-me a disposig&o para quaisquer esclarecimentos que se fizerem necessaria. Sem
mais para o momento, subscrevo, cordialmente.

cantamburlo Alves Fernandes

Profa. Dra GI'
Cqgorlenadora da CEUA/UEL

limo.(a) Sr.(a)

Prof. (a) Dr (a). Daniela Cristina Ci Gerardin C:
Responsavel pelo projeto

Departamento de Ciéncias Fisiologicas/CCB

C/C para o Biotério Central do CCB
C/C para a Chefia do Depto de Ciéncias Fisiolégicas/CCB
C/C para a Direg&o de Centro do CCB
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