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ALEIXO, Jeberson Fernando. Tratamento materno com paracetamol: avaliacao
da toxicidade reprodutiva na prole feminina de ratas. 2019. 56 f. Dissertacéo
(Mestrado em Ciéncias Fisiologicas) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina,
20109.

RESUMO

O paracetamol (PAR) é um farmaco de venda livre utilizado no mundo todo para o
tratamento de dor e febre, sendo também um dos mais utilizados pelas gestantes
por ser considerado seguro para a mée e para o feto durante toda a gestacao e
lactacdo. No entanto, o PAR é transferido para o leite materno e atravessa
livremente a membrana hemato-placentaria, podendo estar presente durante fases
importantes do desenvolvimento fetal. A literatura mostra que o tratamento materno
com PAR pode causar diminuicdo da distancia anogenital (DAG) e reserva de
foliculos na prole feminina de roedores. O presente estudo teve como objetivo
avaliar se o tratamento materno com PAR pode alterar comportamentos reprodutivos
e parametros relacionados ao desenvolvimento sexual da prole feminina. Ratas
Wistar prenhes foram tratadas diariamente por gavagem com PAR 350 mg/kg/dia
(Grupos PARG: Paracetamol Gestacional e PARGL: Paracetamol Gestacional-
Lactacional) ou agua (Grupos CTRG: Controle Gestacional e CTRGL: Controle
Gestacional-Lactacional) durante a gestacao (grupos CTRG e PARG - do DG 6 até o
parto) ou gestacao e lactacdo (grupos CTRGL e PARGL: do DG 6 até o desmame).
No presente estudo, o tratamento materno com PAR alterou parametros reprodutivos
da prole feminina, uma vez que provocou diminuicdo da reserva folicular, aumento
na concentracdo plasmatica de estradiol e comprometimento do comportamento
sexual, este ultimo, possivelmente relacionado ao aumento do comportamento de
limpeza dos filhotes apresentado pelas méaes.

Palavras-chave: Acetaminofeno. Comportamento materno. Comportamento
sexual. Ovérios.



ALEIXO, Jeberson Fernando. Maternal treatment with paracetamol: evaluation of
reproductive toxicity in female rat offspring. 2019. 56 p. Dissertation (Master’'s
degree in Physiological Science) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina,
20109.

ABSTRACT

Paracetamol (PAR) is an over-the-counter drug used worldwide for the treatment of
pain and fever. It is also one of the drugs most used by pregnant women because it
is considered safe for the mother and the fetus throughout pregnancy and lactation.
However, it is transferred into breast milk and crosses freely the blood-placental
barrier and may be present during important stages of fetal development. The
literature shows that intrauterine exposure to PAR via maternal treatment may cause
decreased anogenital distance (AGD) and reserve follicles in female rodent offspring.
Therefore, the present study aimed to evaluate if maternal treatment with PAR can
alter parameters related to reproductive behaviors and sexual development in the
female rat offspring. Pregnant female Wistar rats were daily treated by gavage during
gestational period with PAR 350 mg/kg/day (PARG: Paracetamol Gestational;
PARGL: Paracetamol Gestational-Lactational groups) or water (CTRG: Control
Gestational; CTRGL: Control Gestational-Lactational groups) during the gestational
(CTRG and PARG groups - from gestational day 6 until delivery) or gestational and
lactational periods (CTRGL and PARGL groups: from the gestational day 6 until
weaning). Our results shows that maternal PAR treatment can impair the female
reproductive development, since it alters the grooming behavior of the dams, and
compromise the sexual behavior, follicle reserve and estradiol plasma concentration
of the female offspring.

Keywords: Acetaminophen. Maternal behavior. Sexual behavior. Histology.
Ovaries.
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1 INTRODUCAO

A utilizacdo de medicamentos por gestantes € um assunto
constantemente debatido pela comunidade cientifica. Devido a auséncia de ensaios
clinicos controlados randomizados para orientd-las sobre a seguranca do uso
desses medicamentos durante a gestacdo, a prescricdo € geralmente realizada
levando em consideracéo o fator risco-beneficio, e frequentemente, tanto durante a
lactacdo como na gestacdo, sdo administrados medicamentos visando aliviar
sintomas que nao necessariamente exigem terapia farmacolégica (SERVEY;
CHANG, 2014). Um estudo mostrou que a prescricdo de medicamentos durante o
primeiro trimestre da gestacdo, considerado um periodo de maior risco, aumentou
em 60% nas Ultimas décadas (MITCHELL et al., 2011). Além disso, estima-se que
81-94% das mulheres utilizam algum medicamento durante a gestacao
(LUPATTELLI et al., 2014; MITCHELL et al., 2011).

Uma pesquisa realizada em paises da Europa, Australia e América
mostrou que 67% dos medicamentos utilizados na gestacao séo de venda livre (over
the counter - OTC), sendo que o paracetamol (PAR), também conhecido como
acetaminofeno, um popular antipirético e analgésico, representa 48-70% dos OTC
utilizados por gestantes, sendo considerado o farmaco mais utilizado por esse
publico (LUPATTELLI et al., 2014; MELO et al., 2009; WERLER; MITCHELL;
HERNANDEZ-DIAZ, 2005). No Brasil, um estudo realizado na cidade de
Bandeirantes, no estado do Parana, mostrou que 43% das gestantes usuarias do
Sistema Unico de Saude fizeram uso do PAR durante a gestacido (MELO et al.,
2009).

Desde 2010, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA),
por meio da Resolucdo n.° 60, de 17 de dezembro do mesmo ano, adotou a
classificagcdo de fator de risco desenvolvido pela Food and Drug Administration
(FDA) no qual os farmacos séo divididos em cinco categorias de acordo com o0 risco
de causar danos ao feto durante a gestacao, baseando-se em estudos em humanos
ou animais (Brasil, 2010). O PAR encontra-se na categoria B de risco na gestacao,
gue segundo a FDA, sao agqueles medicamentos nos quais existem estudos
realizados em animais que apresentaram ou néo risco ao feto, porém, estes nao
foram confirmados em estudos controlados em mulheres gravidas (BLACK; HILL,
2003).
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O PAR é um composto sintético (Figura 1) introduzido no mercado
farmacéutico em 1955, pela McNeil Laboratories como farmaco analgésico e
antipirético infantil. Atualmente esta presente em varias formulacdes, tanto sozinho
como em combinagcdo com outras substancias, sendo considerado farmaco de
escolha para criancas, gestantes, lactantes e individuos que nao podem ser tratados
com anti-inflamatorios ndo esteroidais (AINEs) (JOZWIAK-BEBENISTA; NOWAK,
2014). O PAR possui baixa ligacdo as proteinas plasmaticas (<25%), sendo
rapidamente distribuido pelo organismo, e 0 pico na concentracdo plasmatica
acontece entre 30 e 60min. Os efeitos analgésicos ocorrem em aproximadamente 30
minutos e a meia vida deste farmaco € de 1,5 a 2,5 horas (AMINOSHARIAE; KHAN,
2015). A dose terapéutica utilizada em humanos, incluindo gestantes, é de
aproximadamente 1g por dia (NITSCHE et al., 2015, 2017).

Figura 1. Formula quimica estrutural do paracetamol.

H
N

O
HO

Fonte: Google Imagens

O mecanismo de acdo do PAR ainda ndo € completamente
compreendido, contudo, esse farmaco é conhecido principalmente por promover a
diminuicdo da sintese de prostaglandinas (PGs) por meio da inibicdo das enzimas
cicloxigenase (COX). Acredita-se que exerca efeito mais acentuado no sistema
nervoso central devido maior afinidade a enzima COX-3, uma covariante da COX-1
presente no cérebro, medula espinhal e coracdo (CHANDRASEKHARAN et al.,
2002).

Embora apresente caracteristicas semelhantes aos AINEs, o PAR
possui baixa atividade anti-inflamatéria, uma vez que inibe a sintese de PGs apenas

em baixas concentracdes de acido araquidonico e, quando a taxa de sintese de PGs
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é reduzida (GG,GRAHAM; KF, 2005). Sugere-se também que o PAR exerca seus
efeitos por meio dos seguintes mecanismos: a) modulacéo da atividade das fibras
serotoninérgicas descendentes; b) modulacdo da liberagdo de neurotransmissores
enddégenos; ¢) como pro-droga, agindo pelo seu metabdlito  N-
araquidonoilfenolamina, AM404, que atua sobre o sistema canabindéide promovendo
analgesia e queda da temperatura corporal (AMINOSHARIAE; KHAN, 2015;
ANDERSON, 2008; BERTOLINI et al., 2006; JOZWIAK-BEBENISTA; NOWAK,
2014).

Atualmente, o PAR é o medicamento de primeira escolha para
tratamento de dor e febre em gestantes, principalmente por apresentar uma baixa
inducdo de reacOes adversas como urticaria, anafilaxia e angioedema quando
comparado a outros analgésicos como a aspirina (BEAULAC-BAILLARGEON;
ROCHELEAU, 1994; LOPES; MATHEUS, 2012). Contudo, o PAR atravessa
livremente a membrana placentaria (BYER; SEMMER, 1982), e um estudo em
humanos mostrou que cerca de 2% da dose administrada na méae é transferida para
0 bebé pelo leite materno (NOTARIANNI; OLDHAM; BENNETT, 1987). Sendo
assim, o feto pode ficar exposto ao PAR durante estagios importantes do
desenvolvimento (gestacéo e lactacdo).

Estudos epidemiolégicos tém correlacionado a exposicdo materna
ao PAR com o desenvolvimento de malformacéo reprodutiva congénita em neonatos
que podem, possivelmente, resultar em comprometimento da fertilidade na vida
adulta. Os relatos apontam principalmente para complicacdes relacionadas ao sexo
masculino, como por exemplo, a ndo descida dos testiculos da regido abdominal
para o escroto (criptorquidismo) (JENSEN et al., 2010; KRISTENSEN et al., 2011a;
SNIJDER et al.,, 2012), uma malformacdo considerada o principal fator para
subsequente baixa qualidade espermatica e cancer testicular (VIRTANEN;
TOPPARI, 2008). Também existem relatos de diminuicdo na distancia anogential
(DAG), tanto em bebés do sexo masculino (LIND et al., 2017) como na prole
masculina de ratos (HOLM et al., 2015; KRISTENSEN et al., 2011b). A DAG, além
de ser usada para determinacdo sexual em roedores, é também utilizada para
avaliar toxicidade reprodutiva (GALLAVAN et al., 1999). Além disso, estudos em
roedores tem demonstrado que o PAR é capaz de alterar o desenvolvimento dos
testiculos e diminuir a producao de testosterona (DRIESCHE, VAN DEN et al., 2015;
KRISTENSEN et al., 2011b).
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Em se tratando de fémeas, sabe-se que as gbnadas femininas
expressam enzimas COX e receptores de PGs, e estas moléculas atuam sobre
processos importantes como a implantacdo, ovulacdo e o desenvolvimento das
células germinativas fetais, onde regulam, via sinalizacdo parécrina, a expressao de
genes responsaveis pela maturacdo e sobrevivéncia dos odécitos (BAYNE et al.,
2009). Um estudo mostrou que a exposicdo in utero ao PAR promoveu diminui¢cao
na DAG em camundongos fémeas (HOLM et al., 2016). Além disso, essa exposi¢ao
promoveu uma diminuicdo no numero de células ovarianas e consequente reducéo
da reserva folicular na prole feminina de ratas (DEAN et al., 2016; JOHANSSON et
al., 2016) e camundongos (HOLM et al., 2016).

Observa-se um constante aumento no numero de estudos
relacionados a teoria das “Origens Desenvolvimentistas da Saude e Doenga”
(DOHaD), esta, visa esclarecimento da influéncia de eventos adversos ocorridos
durante fases precoces do desenvolvimento sobre o padréo de saude e doenca ao
longo da vida de um individuo (SILVEIRA et al., 2007). Comumente, os estudos que
relacionam DOHaD aos parametros reprodutivos abordam a exposi¢ao intrauterina a
agentes quimicos considerados desreguladores hormonais, principalmente devido a
relevancia dos hormdnios sexuais durante esse periodo.

Estudos tém demonstrado que analgésicos popularmente utilizados
como dipirona (TAPIAS et al., 2018), aspirina, ibuprofeno e PAR podem atuar como
desreguladores hormonais (KRISTENSEN et al., 2016). A Organizagdo Mundial da
Saude define como desregulador hormonal, substancias exogenas que podem
interferir sobre uma ou mais fungbes do sistema enddcrino (UNEP; WHO, 2013). O
PAR por sua vez, além de comprometer as concentracfes de testosterona como
citado anteriormente, também promove alteracbes nas concentracdes de estradiol
tanto in vitro (FENT; ESCHER; CAMINADA, 2006) como também em camundongos
fémeas imaturas (PATEL; ROSENGREN, 2001) e mulheres que fizeram o uso desse
farmaco juntamente com pilulas anticoncepcionais (ROGERS et al.,, 1987a),
sugerindo que 0 mesmo seja um desregulador hormonal em potencial.

Em resumo, a literatura mostra que o PAR é capaz de promover
alteracdes sobre o sistema reprodutor feminino, no entanto, nota-se uma escassez
de estudos que considerem as consequéncias do tratamento materno com PAR

durante a gestacao e lactacao sobre o desenvolvimento sexual da prole feminina.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar se o tratamento materno com PAR durante o periodo
gestacional e gestacional-lactacional pode comprometer o desenvolvimento

reprodutivo da prole feminina de ratas Wistar.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

« Avaliar a toxicidade materna: peso corporal, comportamento
materno, peso dos 6rgaos reprodutivos e sinais clinicos;

* Avaliar desenvolvimento sexual da prole feminina: DAG, peso
dos 6rgaos reprodutivos, abertura vaginal e primeiro estro;

« Avaliar o comportamento reprodutivo da prole feminina:
comportamento sexual e comportamento materno;

* Avaliar a fertilidade da prole feminina: ciclicidade do estro,

dosagem hormonal e desempenho reprodutivo.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 ANIMAIS E TRATAMENTO

Ratos e ratas Wistar adultos virgens (75 dias), provenientes do
biotério central da Universidade Estadual de Londrina (UEL), foram alocados em
caixas de polipropileno (29 x 18 x 13 cm) com serragem de madeira seca
(maravalha) e mantidos no Departamento de Ciéncias Fisiologicas da UEL sob
condi¢des padronizadas (temperatura de 21 + 2 °C; ciclo claro/escuro de 12h — as
luzes eram acesas as 6:00 A.M) e com agua e ragao padrao (Nuvilab™, Quimtia SA,
Brasil) sempre disponiveis.

Ao final da tarde, duas ratas foram colocadas em uma gaiola com
um rato durante a noite, e na manha do dia seguinte a prenhez foi diagnosticada por
esfregaco vaginal. A presenca de espermatozoides indicou prenhez positiva. Nesse
dia, denominado dia gestacional (DG) 0O, as ratas foram separadas em caixas
individuais e distribuidas em 4 grupos experimentais (n= 10 — 12 animais/grupo) da
seguinte forma:

e Grupo Controle Gestacional (CTRG): Receberam &gua de

torneira, via gavagem, diariamente do DG 6 ao DG 21 (nascimento

da prole);

e Grupo Paracetamol Gestacional (PARG): Receberam

paracetamol na dose de 350mg/kg/dia, via gavagem, diariamente do

DG 6 ao DG 21;

e Grupo Controle Gestacional-Lactacional (CTRGL): Receberam

agua de torneira, via gavagem, diariamente do DG 6 ao Dia

Lactacional (DL) 21 (desmame);

e Grupo Paracetamol Gestacional-Lactacional (PARGL):

Receberam paracetamol, via gavagem, na dose de 350mg/kg/dia

diariamente do DG 6 ao DL 21.

As ratas prenhes foram tratadas diariamente das 12:00 as 14:00h. A
dose de 350 mg/kg/dia foi preparada a partir de um comprimido de Tylenol® 750 mg
(Johnson & Johnson, Brasil) dissolvido em 2,5 ml de agua de torneira. A dose foi

escolhida com base em um estudo conduzido por Kristensen e colaboradores (2011)
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que descreve repercussbes tardias na prole de ratos expostos ao PAR
(KRISTENSEN et al., 2011a). Além disso, o inicio do tratamento (DG 6) foi
estabelecido considerando as recomendacfes do Guideline 426 do OECD -
Developmental Neurotoxicity Study (OECD, 2007), que preconiza o inicio do
tratamento no periodo pés-implantacional (em ratos representa o DG 6), uma vez
que substancias que interferem na producdo de prostaglandinas, como o PAR,
podem comprometer o estagio de implantacdo (GUPTA et al., 1981).

As fémeas foram pesadas a cada trés dias para ajuste do volume de
administracdo e acompanhamento do peso durante a gestacdo, sendo o dia de
nascimento dos filhotes denominado Dia Pdés-Natal (DPN) 0. Os filhotes foram
contados e o sexo foi identificado no DPN 1. No DPN 4, as ninhadas foram
reduzidas para 10 animais (5 machos e 5 fémeas, quando possivel) visando que a
exposicao ao PAR fosse homogénea entre a ninhada.

3.2 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Todos os procedimentos em animais foram aprovados pelo Comité
de Etica em Pesquisa Animal da UEL (CEUA/UEL: n°80/2017, Anexo A) e
elaborados e desenvolvidos com base no principio dos trés R's (Refinar, Reduzir e
Redesenhar). O protocolo experimental esta esquematizado na figura 2.

Para cada avaliacdo relacionada prevista (item 3.4) foi utilizada
apenas um filhote fémea de cada ninhada, evitando assim o “efeito ninhada’
(homogeneidade genética ou variabilidade materna), portanto, a ninhada foi a
unidade experimental.

Os filhotes remanescentes foram utilizados em outros estudos do

Departamento de Ciéncias Fisiologicas da UEL.
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Figura 2. Delineamento experimental.

TRATAMENTO

AVALIACAO DO
GESTACIONAL - LACTACIONAL

COMP. SEXUAL

DPN 21 DPN 27 DPN75 DPN 90 DL&

AVALIACAO DO
COMPORTAMENTO
MATERNO

TRATAMENTO
GESTACIONAL

AVALIAGAO DO RATAS AVALIACAO DO
CICLO ESTRAL PRENHES COMP. MATERNO

COM PERTURBAGAOQ

W W W W
NASCIMENTO DESMAME INSTALAGJEO DA VIDA ADULTA
« PESO CORPORAL « PESO CORPORAL PUBERDADE « DOSAGEM DE ESTRADIOL
«PESC DE ORGAOS «PESO DE ORGAGS « ABERTURA VAGINAL « PESO CORPORAL
« ANALISE DA DAG «AMNALISE DA DAG « PRIMEIRO ESTROC «PESO DE ORGAOS

« ANALISE DA DAG
+HISTOMORFOMETRIA DE
UTERO E OVARIOS

DG: Dia Gestacional; DPN: Dia pds Natal; DL: Dia Lactacional; DAG: Distancia anogenital.



20

3.3 PARAMETROS ANALISADOS NAS MAES TRATADAS

O peso corporal materno foi mensurado a cada trés dias durante o
DG 6 até o desmame em todos 0s grupos experimentais para avaliagdo do ganho de
peso e ajuste da dose a ser administrada. Além disso, o estado de saude do animal
e sinais clinicos como lacrimacéo, piloerecdo, padréo respiratorio e tremores foram
verificados diariamente visando monitorar a toxicidade do tratamento. No desmame,
essas ratas foram eutanasiadas por decapitacdo e os 6rgaos reprodutivos (Utero e
ovarios) foram coletados e pesados.

3.3.1 Avaliagcao do Comportamento Materno

A analise do comportamento materno ocorreu apds 0 nascimento
dos filhotes, entre o DL 1 ao 10, seguindo a metodologia adaptada de Reis et al.
(2014). Quatro sessdes de observacado de 72 minutos foram realizadas. As sessdes
ocorreram em horarios regulares, com trés periodos durante a fase clara (10:00,
13:00 e 16:00h) e um periodo durante a fase escura (19:00h, uma hora apo6s as
luzes se apagarem). Dentro de cada sesséao, o comportamento da mée no momento
especifico foi anotado a cada 3 minutos, resultando em 25 observacdes por sessao,
em quatro periodos por dia, resultando em 100 observacdes por dia. Apenas um
comportamento foi registrado em cada observacdo. Os dados foram expressos
como porcentagem do numero de observacdes de cada comportamento materno
alvo avaliado durante os 10 dias de observacdo (o numero total de eventos foi de
1000). Os comportamentos analisados foram os seguintes: (a) limpeza de qualquer
filhote (lamber a superficie do corpo e/ou regido anogenital), (b) construcdo do
ninho, (c) fora do ninho e (d) amamentar os filhotes (em posicdo arqueada, ou
postura passiva, em que a mae estd deitada de costas ou de lado enquanto os
filhotes fazem a succéo do leite). Uma descricdo detalhada dos comportamentos €

fornecida em Champagne et al. (2003).
3.4 PARAMETROS ANALISADOS NA PROLE FEMININA
No dia do desmame (DPN 21), trés filhotes fémeas de cada ninhada

foram selecionadas para avaliacdes em idades diferentes. A primeira foi eutanasiada

no DPN 21 para andlise do peso dos 6rgdos reprodutivos. A segunda fémea foi
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alocada para avaliacao de parametros reprodutivos ndo comportamentais (instalacao
da puberdade, ciclo estral, coleta de 6rgaos e quantificacdo de estradiol no DPN 90),
a terceira foi submetida aos parametros comportamentais (comportamento sexual,

materno e analise da fertilidade).

3.4.1 Peso Corporal, DAG e Andlise dos Orgédos Reprodutivos

Imediatamente apds 0 nascimento e a cada trés dias o peso corporal
dos animais foi determinado e a DAG foram mensurados no DPN 1 e 21. A DAG
relativa foi calculada através da divisdo da DAG pela raiz cubica do peso do animal
(GALLAVAN et al.,, 1999). Além disso, no DPN 21, uma fémea por ninhada foi
eutanasiada por decapitacdo e os Orgaos reprodutivos (Utero e ovarios) foram

coletados e pesados.

3.4.2 Instalagéo da Puberdade

Para avaliar a instalagdo da puberdade, as ratas foram avaliadas
diariamente a partir do DPN 27. O dia em que ocorreu a abertura vaginal foi anotado.
A partir desse dia, foi realizada, sempre no periodo da manha, a coleta de material
vaginal para verificar o dia do primeiro estro da rata conforme metodologia descrita

no item 3.4.3.

3.4.3 Andlise do Ciclo Estral (DPN 75 Ao 90)

A partir do DPN 75, os esfregacos vaginais foram realizados
diariamente entre as 8:00 e 10:00h, durante um periodo de 15 dias. Foram coletadas
células da mucosa vaginal com auxilio de hastes flexiveis com ponta de algodao,
previamente embebidas em solucdo fisiologica. O material foi espalhado numa
lamina, umedecido com uma gota de salina e observado ao microscopio de luz para
identificacdo da fase do ciclo estral, estas, classificadas como proestro, estro,
metaestro e diestro (Figura 3) (MARCONDES; BIANCHI; TANNO, 2002). Os
coeficientes de proestro (Cp), estro (Ce) e metaestro/diestro (Cmd) foram
determinados pela formula C = a/b x 100%, onde C = coeficiente do ciclo
correspondente, a = duracédo em dias do ciclo correspondente dentro do periodo de

observacdo, e b = duracdo média do ciclo estral (em dias) (CHISTYAKQV et al.,
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2012). A duracao do ciclo estral foi calculada como o numero de dias entre uma fase
de proestro e a seguinte.

Figura 3. Fases do ciclo estral observadas em microscopia de luz
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Fonte: Adaptada de MARCONDES; BIANCHI & TANNO, 2002.

3.4.4 Dosagem de Estradiol Plasmatico e Anélise dos Orgéos Reprodutivos

Apds a analise do ciclo estral, na tarde do proestro, as fémeas foram
pesadas e a DAG foi mensurada. Essas ratas foram entdo eutanasiadas por
decapitacédo e a laparotomia foi realizada. Amostras de sangue foram coletadas em
tubos contendo heparina. Imediatamente apds a coleta, as amostras de sangue
foram centrifugadas (3000 rpm por 20 min a 2°C) e o plasma foi congelado. A
concentracdo plasmatica de estradiol foi mensurada por radioimunoensaio com
particulas quimioluminescentes, utilizando o kit 7K72-Architect-estradiol™ (Abbott
Laboratories) de acordo com as instrucfes do fabricante. As sensibilidades analitica
e funcional foram de < 10 pg/ml e < 25 pg/ml, respectivamente, considerando um
coeficiente de variagdo menor ou igual a 20%. Na laparotomia, ovarios e Utero (com
liquido) foram coletados, pesados e fixados em solucdo de Bouin, apos a fixacao,
foram desidratados em etanol e posteriormente incluidos em parafina (Paraplast®).
Trés seccdes de 7 um separadas por 70 um foram obtidas por animal, montadas em

laminas de vidro e coradas com hematoxilina e eosina para analise histologica.
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3.4.5 Anélise do Comportamento Sexual

Quinze dias antes da analise comportamental, os animais foram
transferidos para o biotério com ciclo claro/escuro de 12x12 horas invertido, com
controle de luminosidade, ruido e temperatura, para a perfeita adaptacdo das
funcdes fisiologicas. A partir do DPN 90, foram coletadas células da mucosa vaginal
3 a 4 horas antes do inicio dos testes. Foram utilizadas as fémeas na fase de
proestro e machos sexualmente experientes. O comportamento sexual feminino foi
registrado sob luz vermelha por uma camera de video, ligada a um monitor em uma
sala adjacente. Inicialmente, um rato macho foi colocado na gaiola de observacéao
(caixa de acrilico), onde permaneceu por 10 min para adaptacdo. Em seguida, foi
introduzida na mesma caixa a fémea a ser analisada e o teste durou até que 10
montas tenham sido observadas (RAMIREZ; CARRER; NASELLO, 1979). Foram
avaliados o escore de lordose (numero total de pontos da lordose/numero total de
respostas da lordose) (BEACH, 1976) e a frequéncia de cada magnitude de lordose,
pontuada numa escala de 0 a 3 (em que 0 é classificado como auséncia de lordose
e 3 como lordose maxima) (HARDY; DEBOLD, 1971), conforme mostrado na figura
4.

Figura 4. Representacdo dos diferentes graus de lordose e pontuacdo empregada
para avaliacdo do escore de lordose.

No Lordosis

I point 3 points

Fonte: Hardy; Debold, 1971
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Finalizada a avaliacdo do comportamento sexual, as fémeas
permaneceram com o0 rato overnight para o acasalamento. Na manha seguinte esse
rato foi removido e a prenhez foi confirmada pela amostra vaginal contendo
espermatozoides. Uma vez prenhes, as fémeas foram mantidas em caixas

individuais e utilizadas para andlise do comportamento materno com perturbacgao.

3.4.6 Analise do Comportamento Materno com Perturbacao

Para investigar os efeitos da exposicdo ao PAR sobra a motivacéo
materna e interacdo mae-filhote, o comportamento materno com perturbacéao foi
realizado no DL 5, com base em Kiss et al. (2012). O DL 5 foi escolhido devido ao
pico de cuidado materno que ocorre nesse dia. Todas as analises comportamentais
foram realizadas entre as 9:00 e 12:00h.

No dia do teste, a mae foi removida de sua caixa e o ninho foi
destruido (filhotes alocados de forma aleatéria na caixa). Apds 30 min, a mae foi
colocada novamente a caixa e a interacdo mae-filhote é filmada e avaliada por 30
min. Foram avaliados:

e A laténcia da mée para recuperar o primeiro filhote;

e Numero de vezes em que a mée recuperou um filhote;

e Tempo gasto pela mée construindo o ninho;

e Tempo gasto pela mae limpando/lambendo qualquer filhote;

e Tempo gasto pela mae amamentando;

e Tempo gasto pela mae lambendo o préprio corpo (autolimpeza).

O tempo que a mée ndo apresentou nenhum dos comportamentos
acima foi considerado como tempo "fora do ninho". Os dados estdo apresentados
em porcentagem de tempo. Os videos foram analisados usando o aplicativo Countee
na plataforma Android.
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3.4.7 Fertilidade

As ratas que passaram pela analise de comportamento materno
tiveram o numero de filhotes contados no dia do nascimento. Além disso, no DL 10
elas foram eutanasiadas e a laparotomia foi realizada. Utero e ovarios foram
retirados e entdo contados o nimeros de pontos de implantacdo e de corpos luteos.
O desempenho reprodutivo foi definido pelos seguintes parametros:

+ Taxa de implantagédo = (n° de implantacdes /n° de corpos lateos)

x 100;

+ Taxa de perda pré-implantacdo = ([n° de corpos lateos — n° de

implantac@es] / n° de corpos luteos) x100;

* Taxa de perda pés-implantacdo = ([n° de implantacdes — n° de

fetos vivos] /n° de implanta¢des) x100;

+ Taxa de Viabilidade Fetal = (n° de filhotes vivos /n° de pontos de

implantacéo) x100.

*  Numero de filhotes por ninhada.

3.5 ANALISE ESTATISTICA DOS DADOS

Inicialmente, foi realizada uma analise exploratoria para avaliar a
normalidade (teste de Shapiro-Wilk) e a homogeneidade de variancia (teste de
Levene) dos dados. Os dados que apresentaram distribuicdo normal e
homogeneidade de variancia (p>0.05) foram analisados pelo teste-t de Student e
apresentadas como média + erro padrdo da média (EPM). Na auséncia de
distribuichio normal e/ou homogeneidade de variancia, os dados foram
transformados para atingir os critérios de analise paramétrica. Caso essas variaveis
ainda ndo fossem normais e homogéneas, esses dados foram entdo analisados a
partir do teste de Mann-Whitney e apresentados como medianas e 1° e 3° quartis.

Para ganho de peso corporal e avaliacio do comportamento
materno, foi realizada uma ANOVA de medidas repetidas (RMANOVA), sendo o dia
e o tratamento utilizados como fatores dentre- e entre-sujeitos, respectivamente. A
andlise de covariancia (ANCOVA) foi utilizada para detectar o efeito de cada

tratamento no peso dos 6rgdos reprodutivos, utilizando o peso corporal final como
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covariavel. As diferentes magnitudes de lordose foram comparadas pelo teste de
Fisher.

A fim de detectar possiveis alteracdes dependentes do periodo de
tratamento, o grupo CTRG foi comparado apenas com o grupo PARG, enquanto
CTRGL foi comparado apenas com o grupo PARGL. As diferencas foram

consideradas significativas se p<0,05.

4 RESULTADOS

4.1 PARAMETROS ANALISADOS NAS MAES TRATADAS

4.1.1 Peso Corporal e Observagdes Clinicas

O tratamento com PAR durante o0s periodos gestacional e
gestacional-lactacional ndo influenciaram sobre o ganho de peso corporal das ratas.
RMANOVA mostrou que o grupo PARG e PARGL nao apresentaram diferencas
significativas quando comparados com os grupos CTRG e CTRGL respectivamente
(Figura 5). Assim como, nenhum dos grupos experimentais apresentou 0s sinais
visiveis de toxicidade analisados (lacrimacdo, pilo-erecdo, padrdo respiratorio

incomum e tremores).
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Figura 5. Ganho de peso corporal das maes tratadas com paracetamol dos

diferentes grupos experimentais
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Ratas tratadas durante os periodos gestacional (A) e gestacional-lactacional (B) (n=10/grupo). Os

dados estdo apresentados como média + EPM, p>0,05 (RMANOVA). CTRG (Grupo Controle

Gestacional): Agua; PARG (Grupo Paracetamol Gestacional): 350mg/kg/dia; CTRGL (Grupo Controle
Gestacional-Lactacional): Agua; PARGL (grupo Paracetamol Gestacional-Lactacional): 350mg/kg/dia.
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4.1.2 Avaliacdo do Comportamento Materno

Os resultados do comportamento materno das ratas estao
apresentados nas Figuras 6 (tratamento durante o periodo gestacional) e 7
(tratamento durante o periodo gestacional-lactacional). Tanto PARG como PARGL
nao apresentaram alteracées no comportamento de amamentar os filhotes, construir
0 ninho e tempo fora do ninho quando comparados com seus respectivos grupos
controle. Com relagédo ao comportamento de limpeza dos filhotes, as ratas do grupo
PARGL apresentaram uma maior frequéncia do comportamento de lamber/limpar os

filnotes em comparacao as do grupo CTRGL [F(7,40, 533,00= 3,15, p=0,002].

Figura 6. Parametros analisados no comportamento materno das maes tratadas
durante o periodo gestacional (CTRG e PARG) do DL 1 ao 10
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Comportamento de limpar/lamber os filhotes (A), constru¢cdo do ninho (B), fora do ninho (C) e
amamentando (D), (n=10/grupo). Dados sdo médias + EPM. RMANOVA, p>0,05. CTRG (Grupo
Controle Gestacional): Agua; PARG (Grupo Paracetamol Gestacional): 350mg/kg/dia.
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Figura 7. Parametros analisados no comportamento materno das maes tratadas
durante o periodo gestacional-lactacional (CTRGL e PARGL) do DL 1 ao 10

A Limpando filhote B Construindo ¢ ninho
~1z24 —a0
# Coe ]
=104 =
g gao
E— a0 Es.j
5 60 g 40
o —a— CTRGEL e —a— CTRG
[=] 40 * - o 50 -
3 —m-PARGL Baon —m PR
"
E 20 Em
3 00 300
1 2 3 4 5 &8 T & 9 10
Dia Lactacional
D Amamentando
@0
800
=700
2610
5 -
;Ev:l a
—+—CTRAEL iy —-CTREL
— =k —a—FPAREL
—E-PARGL gz:u-:u w
E 100
3 oo

12 3 4 5 6 T & &8 10
Dda Lactackonal

Comportamento de limpar/lamber os filhotes (A), constru¢cdo do ninho (B), fora do ninho (C) e
amamentando (D). (n=10/grupo). Dados sdo médias + EPM. RMANOVA, *p<0,05. CTRGL (Grupo

Controle Gestacional-Lactacional): Agua; PARGL (Grupo Paracetamol Gestacional-Lactacional):
350mg/kg/dia.

4.1.3 Avaliacdo do Peso dos Orgéos

N&o foram observadas alteragbes no peso dos 6rgdos reprodutivos
(utero e ovérios) das maes dos grupos PARG e PARGL em comparagdo as ratas
dos grupos CTRG e CTRGL respectivamente no DL 21 (Tabela 1):
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Tabela 1 — Peso corpéreo e dos orgaos reprodutivos das maes dos diferentes

grupos experimentais

CTRG [10] PARG [10] CTRGL [10] PARGL [10]

Peso final (g) 288,52 +7,33 280,58 + 6,76 273,00 £ 6,17 274,48 £ 5,02
Utero (mg) 318,46 + 50,63 377,87 37,79 | 298,09 £ 47,14 291,44 + 21,32
Ovarios (mg) 89,55+ 8,12 91,76 £ 6,33 75,66 + 6,90 90,68 + 9,26

NUmeros entre colchetes representam o numero de animais/grupo. Peso dos 6rgaos reprodutivos
(ANCOVA) com peso corporal final (g) como covariante. Dados estao apresentados como média +
EPM. p>0,05. CTRG (Grupo Controle Gestacional): Agua; PARG (Grupo Paracetamol Gestacional):
350mg/kg/dia; CTRGL (Grupo Controle Gestacional-Lactacional): Agua, PARGL (Grupo Paracetamol

Gestacional-Lactacional): 350mg/kg/dia.

4.2 PARAMETROS ANALISADOS NA PROLE FEMININA

4.2.1 Peso Corporal, DAG e Orgdos Reprodutivos no DPN 21

Nos DPN 1 e 21, ndo houve diferencas significativas no peso
corporal e na DAG relativa nos grupos PARG e PARGL quando comparados aos
seus respectivos grupos controle (Tabela 2). Além disso, a exposicdo ao PAR nédo
alterou o ganho de peso corporal da prole feminina entre o DPN 1 e 21 (Figura 8).
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Tabela 2 — Peso corporal e DAG relativa nos DPNs 1 e 21 e peso dos 6rgaos

reprodutivos no DPN 21 da prole feminina dos diferentes grupos experimentais

CTRG [10] PARG [10] [CTRGL[10] PARGL [10]

Dia pés-natal 1

Peso corporal (g) 6,37 + 0,22 6,21 +0,25 6,44 + 0,31 6,76 + 0,21
DAG Relativa 0,87 £ 0,04 0,92 + 0,03 0,92 + 0,04 0,94 + 0,04
(mm/gl/3)

Dia p6s-natal 21

Peso corporal (g) 3566+2,62 37,19+2,70 38,27 + 1,95 34,60 £ 1,20
DAG Relativa

(mm/gY?) 2,26 £ 0,10 2,22+0,04 2,12+ 0,07 2,26 £ 0,08
Utero (mg) 21,8 +£1,39 20,4+1,12 19,9 +0,70 19,0 £ 1,47
Ovarios (mg) 15,8 £ 0,98 14,1 +1,35 15,7 + 2,00 14,6 £ 1,93

Numeros entre colchetes representam o nimero de animais/grupo. Peso corporal e DAG relativa
(teste-t de Student); Os dados relativos ao peso dos érgdos reprodutores (ANCOVA) com peso
corporal final (g) como covariante estdo apresentados como médias + EPM. p>0,05. CTRG (Grupo
Controle Gestacional): Agua; PARG (Grupo Paracetamol Gestacional): 350mg/kg/dia; CTRGL (Grupo
Controle Gestacional-Lactacional): Agua; PARGL (Grupo Paracetamol Gestacional-Lactacional):
350mg/kg/dia.

Figura 8 — Acompanhamento de peso corporal médio da ninhada da prole feminina

do DPN 1 ao 21 dos diferentes grupos experimentais
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Prole feminina exposta ao PAR durante o periodo intrauterino (DG 6 até o nascimento) (A) e periodos
intrauterino e lactacional (DG 6 até o desmame) (B). (n=10/grupo) Os dados séo apresentados como
média + EPM, RMANOVA, p>0,05. CTRG (Grupo Controle Gestacional): Agua; PARG (Grupo
Paracetamol Gestacional): 350mg/kg/dia; CTRGL (Grupo Controle Gestacional-Lactacional): Agua;

PARGL (Grupo Paracetamol Gestacional-Lactacional): 350mg/kg/dia.
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4.2.2 Instalacdo da Puberdade e Ganho de Peso do DPN 21 ao 90

A exposicdo ao PAR durante o periodo gestacional e gestacional-
lactacional ndo alterou a idade (dia) da abertura vaginal e primeiro estro, bem como
a DAG relativa da prole (Tabela 3) no dia do primeiro estro. Além disso, ndo houve
diferenca significativa no ganho de peso corporal do DPN 21 ao 90 (Figura 9) entre
0s grupos CTRG/PARG ou CTRGL/PARGL.

Tabela 3 — Instalacdo da puberdade da prole feminina dos diferentes grupos

experimentais

CTRG [10] PARG[10] | CTRGL [10] PARGL [10]

Abertura vaginal (dia) 32,40+0,50 33,40+0,54 |33,10+0,72 33,80+0,59
Primeiro estro (dia) 32,40+ 0,50 33,90+0,54 |33,20+0,71 33,90+ 0,57

DAG Relativa no
primeiro estro (mm/g*®) 2,45+0,04 2,44+0,06 | 255+£0,05 2,42+0,05

NUmeros entre colchetes representam o nimero de animais/grupo. Dados sdo médias + EPM. Teste-t
de Student, p>0,05. CTRG (Grupo Controle Gestacional): Agua; PARG (Grupo Paracetamol
Gestacional): 350mg/kg/dia; CTRGL (Grupo Controle Gestacional-Lactacional): Agua; PARGL (Grupo

Paracetamol Gestacional-Lactacional): 350mg/kg/dia.
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Figura 9 — Ganho de peso da prole feminina entre o DPN 21 e 90 dos diferentes
grupos experimentais
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Fémeas expostas ao PAR durante o periodo intrauterino (A) e periodos intrauterino e lactacional (B).
(n=10/grupo). Os dados sdo apresentados como média + EPM, teste-t de Student, p>0,05. CTRG
(Grupo Controle Gestacional): Agua; PARG (Grupo Paracetamol Gestacional): 350mg/kg/dia; CTRGL
(Grupo Controle Gestacional-Lactacional): Agua; PARGL (Grupo Paracetamol Gestacional-
Lactacional): 350mg/kg/dia.

4.2.3 Analise do Ciclo Estral

Os resultados da avaliacdo do ciclo estral estdo apresentados na
Tabela 4, o teste de Mann-Whitney ndo mostrou diferencas significativas para
nenhum dos parametros avaliados nos grupos PARG e PARGL.
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Tabela 4 — Coeficientes das diferentes fases e duracdo do ciclo estral da prole

feminina dos diferentes grupos experimentais (DPN 75-90)

CTRG [10] PARG [10] | CTRGL[10] PARGL [10]
Coeficiente de 26,67 26,67 26,67 26,67
estro (Ce) (20,00-26,67) (20,00-26,67) | (26,67-26,67) (20,00-26,67)
Coeficiente de 53,33 53,33 46,67 50,00
meta/diestro Cmd) (46 67-53,33) (46,67-60,00) | (46,67-53,33) (46,67-55,00)
Coeficiente de 23,34 20,00 26,67 23,34
proestro (Cp) (20,00-26,67)  (20,00-26,67) | (20,00-26,67) (20,00-26,67)
Duracéo do ciclo 4,36 5,00 3,75 4,38
estral (dias) (3,75-5,00) (3,75-5,00) (3,75-5,00) (3,75-5,00)

NUmeros entre colchetes representam o niumero de animais/grupo. Os dados sdo medianas (1° e 3°
quartis), teste de Mann-Whitney, p>0,05. CTRG (Grupo Controle Gestacional): Agua; PARG (Grupo
Paracetamol Gestacional): 350mg/kg/dia; CTRGL (Grupo Controle Gestacional-Lactacional): Agua;

PARGL (Grupo Paracetamol Gestacional-Lactacional): 350mg/kg/dia.

4.2.4 DAG, Peso Corporal, Dosagem de Estradiol e Andlise dos Orgéos
Reprodutivos no DPN 90

No DPN 90, a DAG relativa, peso corporal, e peso dos 0Orgaos
reprodutivos ndo foram influenciados pela exposicdo gestacional e gestacional-
lactacional ao PAR. Contudo, o teste-t de Student mostrou um aumento significativo
na concentracdo plasmética de estradiol no grupo PARG em comparacdo ao CTRG
[t(18)= 2,58, p=0,019]. Os dados estao apresentados na Tabela 5.
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Tabela 5 — DAG relativa, dosagem de estradiol, peso corporal e dos Orgaos

reprodutivos da prole feminina no DPN 90 dos diferentes grupos experimentais

CTRG [10] PARG [10] CTRGL [10] PARGL [10]
Peso corporal 241,16 +6,60 236,25 + 4,95 24271 + 6,46 231,58 + 2,95
final (g)
DAG relativa
(mm/g™3) 2,63+0,04 2,57 £ 0,03 2,64 + 0,03 2,57 +0,04
Utero (mg) 528,80 + 60,48 693,32 + 66,55 | 566,74 +51,21 593,97 + 69,07
Ovaérios (mg) 72,9+ 3,84 77,6 +3,73 75,99 + 3,15 69,01 £ 2,47
Estradiol

67,50 £ 4,01 82,30 + 4,09* 75,80 + 8,03 76,20 £ 5,11
(pg/ml)

NuUmeros entre colchetes representam o nimero de animais/grupo. Valores expressos em média *
EPM (test-t de Student). CTRG (Grupo Controle Gestacional): Agua; PARG (Grupo Paracetamol
Gestacional): 350mg/kg/dia; CTRGL (Grupo Controle Gestacional-Lactacional): Agua; PARGL (Grupo

Paracetamol Gestacional-Lactacional): 350mg/kg/dia.

A andlise histoldgica do Utero néo revelou alteragdes relacionadas a

exposicdo ao PAR. No entanto, houve uma diminui¢cdo significativa no ndmero de
foliculos primordiais em ambos os grupos PARG [t(14)= 2,38, p=0,032] e PARGL
[t(14)= 2,73, p=0,016] quando comparados com CTRG e CTRGL, respectivamente

(Tabela 6).
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Tabela 6 — Andlise histomorfometrica do Utero, contagem de corpos luteos e

foliculos ovarianos da prole feminina no DPN 90 dos diferentes grupos experimentais

CTRG [8] PARG [8] CTRGL [8] PARGL [8]

Medidas analisadas no utero (um)

L 8,47 8,22
Perimetrio 9,36 £ 0,49 10,44 +£0,79 (8,15-8,81) (7,85-9,14)
Estroma
endometrial 478,06 = 38,28 426,25 + 74,01 | 496,15 + 25,62 417,36 + 27,69
Miomeétrio 240,08 £ 10,67 268,48 + 25,72 | 297,60 + 18,36 254,60 + 16,85
Epitélio
Luminal 18,84 £ 0,82 15,86 £1,29 17,66 £0,73 16,17 £ 1,20

Contagem de células nos ovarios

Corpos luteos 4,83 £ 0,63 6,34 + 0,34 5,50 £ 0,64 5,55+ 0,68

Foliculos antrais 3,35+0,42 4,41 +0,90 3,09 +£ 0,48 4,09 + 0,53

Foliculos em 7,75+ 0,57 7,84 +0,79 6,28 + 0,42 7,34 +1,30
crescimento

Foliculos 13,25+ 0,67 11,25+ 0,51* 13,79 + 0,52 11,34 + 0,73*
primarios

Numeros entre colchetes representam o nimero de animais/grupo. Valores expressos em média *
EPM (test-t de Student), *p<0,05. Os dados de perimétrio dos grupos CTRGL e PARGL s&o medianas
(1° e 3° quartis), teste de Mann-Whitney, p>0,05. CTRG (Grupo Controle Gestacional): Agua; PARG
(Grupo Paracetamol Gestacional): 350mg/kg/dia; CTRGL (Grupo Controle Gestacional-Lactacional):

Agua; PARGL (Grupo Paracetamol Gestacional-Lactacional): 350mg/kg/dia.

4.2.5 Avaliagdo do Comportamento Sexual

Em relacdo ao comportamento sexual, os grupos PARG e PARGL
nao apresentaram diferencas significativas no escore de lordose quando
comparados com 0s respectivos grupos controle. Além disso, ndo houve diferencas
nas diferentes magnitudes da lordose expressas entre os grupos CTRG e PARG. No
entanto, as ratas do grupo PARGL apresentaram com maior frequéncia lordoses de
magnitude 1 e 2, o que correspondeu a uma menor expressdo da lordose de

magnitude 3 em comparacao as ratas do grupo CTRGL (Tabela 7).
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Tabela 7 — Score e magnitudes de lordose apresentadas pela prole feminina na
avaliacdo do comportamento sexual apés o DPN 90 dos diferentes grupos

experimentais

CTRG [12] PARG [12] CTRGL [9] PARGL [9]
Escore de 2,70 2,65 259 +0,18 209 +0,18
Lordose (2.23-2,98) (2,03-2,90) 99 0, 09 +0,
Lordoses
Magnitude O  00%(0/120)  1,67%(2/120) | 1,11%(1/90) 0% (0/90)

Magnitude 1 11,67%(14/120) 10%(12/120) | 12,22%(11/90) 25,56%(23/90)*
Magnitude 2 27.70%(33/120) 30,0%(36/120) | 13,3%(12/90)  40% (36/90)*
Magnitude 3 60,8% (73/120) 58,3%(70/120) | 73,3%(66/90)  34,4%(31/90)*

NUmeros entre colchetes representam o nimero de animais/grupo. Os dados do escore de lordose
CTRGL e PARGL sédo médias + EPM. Teste-t de Student, p>0,05; Valores de magnitudes de lordoses
estdo expressos em porcentagem, nimeros entre parénteses mostram o nimero de observagdes em
cada magnitude de lordose/total de observacdes, teste de Fisher, *p<0,05;. CTRG (Grupo Controle
Gestacional): Agua; PARG (Grupo Paracetamol Gestacional): 350mg/kg/dia; CTRGL (Grupo Controle

Gestacional-Lactacional): Agua; PARGL (Grupo Paracetamol Gestacional-Lactacional): 350mg/kg/dia.

4.2.6 Avaliagdo do Comportamento Materno com Perturbacdo e Andlise da
Fertilidade

Exposicdo ao PAR durante os periodos intrauterino e intrauterino-
lactacional ndo alterou significativamente os parametros avaliados no teste de
comportamento materno com perturbacdo das ratas quando adultas (Tabela 8).
Além disso, o teste de Mann-Whitney ndo mostrou alteragcbes na analise de

fertilidade das mesmas.
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Tabela 8 — Analise do comportamento materno com perturbacéao das ratas expostas

ao paracetamol dos diferentes grupos experimentais

CTRG [09] PARG [09] CTRGL [08] PARGL [09]

Laténcia para
285,00 33,00
(o] ) ]
;ﬁ’ﬁgtpee(r:)r ol 118 % 13278+5893|  (2950- (23.00-
' 474,80) 142,50)

Recuperar filhote 10,78 + 1,52 13,67 £ 2,09 11,38+ 1,67 15,22+2,48
Amamentando 19,40 + 5,51 26,24 + 6,08 13,41+5,31 19,64 +7,18
(%)
Limpando filhote 13,22 +1,98 10,52 + 2,08 11,75+2,49 10,96+ 2,05
(%)
Construindo 4,36 + 1,33 5,02+ 1,57 5,93+2,10 4,39+ 1,48
ninho (%)
Autolimpeza (%) 4,66 +0,70 4,47 + 0,69 3,55+0,39 4,99 + 1,08
Fora do ninho 58,37 £ 4,12 53,74 + 5,95 65,36 + 4,76 60,02 + 7,08

(%)

NUmeros entre colchetes representam o nimero de animais/grupo. Dados sdo médias + EPM. Teste-t

de Student, p>0,05; O tempo para recuperar o primeiro filhote (CTRGL/PARGL) sdo medianas (1° e
30 quartis), teste de Mann-Whitney, p>0,05. CTRG (Grupo Controle Gestacional): Agua; PARG

(Grupo Paracetamol Gestacional): 350mg/kg/dia; CTRGL (Grupo Controle Gestacional-Lactacional):

Agua; PARGL (Grupo Paracetamol Gestacional-Lactacional): 350mg/kg/dia.
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Tabela 9 — Parametros de fertilidade avaliados nas ratas dos diferentes grupos

experimentais

CTRG [11] PARG [10] CTRGL [9] PARGL [9]

Taxa de
Implantag&o 100,00 100,000 100,00 100,00
(%) (92,86-100,00) (93,08-100,00) (94,23-100,00) (92,45-100,00)
Perda pré-
implantacional 0,00 0,00 0,00 0,00
(%) (0,00-7,14) (0,00-6,93) (0,00-5,77) (0,00-7,55)
Perda poés-
implantacional 0,00 0,00 3,85 3,57
(%) (0,00-7,69) (0,00-8,33) (0,00-12,80) (0,00-8,90)
Viabilidade 100,00 100,00 96,16 96,43
Fetal (%) (92,31-100,00) (91,67-100,00) (87,20-100,00)  (91,10-100,00)

' 12.00 12.00
l;lllrr:gteég de 12.27 £0.45 11.80 £ 0.49 (11.25-12.00) (11.00-13.00)

NUmeros entre colchetes representam o numero de animais/grupo. Os dados sdo medianas (1° e 3°

guartis), teste de Mann-Whitney. p>0,05; Numero de filhotes dos grupos CTRG e PARG estao

apresentados como médias + EPM. Teste t de Student. p>0,05. CTRG (Grupo Controle Gestacional):

Agua; PARG (Grupo Paracetamol Gestacional): 350mg/kg/dia; CTRGL (Grupo Controle Gestacional-

Lactacional): Agua; PARGL (Grupo Paracetamol Gestacional-Lactacional): 350mg/kg/dia.
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5 DISCUSSAO

5.1 TOXICIDADE MATERNA

Sabe-se que o padrdao de crescimento de um animal ao longo do
tratamento é usado como um indicador na investigacdo de efeitos toxicos para o
organismo (JOHNSON, 1981). No presente estudo, tanto as ratas tratadas como
prole feminina ndo apresentaram alteracdes no ganho de peso e peso de 6rgaos.
Esses dados corroboram com um estudo onde o tratamento materno com PAR na
mesma dose ndo comprometeu o peso corporal da maes e da prole em
camundongos (DRIESCHE, VAN DEN et al., 2015). Além disso, 0s animais
avaliados no presente estudo ndo apresentaram os sinais clinicos de toxicidade
observados (lacrimacao, pilo-erecdo, padrdo respiratério incomum e tremores),
sugerindo que a dose administrada seja subtoxica em ralacéo a esses parametros.

Em mamiferos, o relacionamento estabelecido entre a mae e os
filhotes é importante para o desenvolvimento fisico e psicolégico da prole (WALKER
et al., 2004). No presente estudo, as ratas tratadas com PAR durante a gestacao e
lactacdo (PARGL) apresentaram um aumento do comportamento de limpar/lamber
os filhotes.

Sabe-se que 0s aspectos apetitivos dos comportamentos sexual e
materno sdo controlados na area pré-optica medial do hipotadlamo por acdo do
estradiol em conjunto com o sistema dopaminérgico (STOLZENBERG; NUMAN,
2011). Os eventos hormonais que ocorrem durante a gestacdo e o0 parto promovem
uma modulagcédo do sistema de liberacdo de ocitocina dependente de dopamina no
ndacleo accumbens (AFONSO et al., 2008), sendo essa via diretamente associada
ao controle do comportamento de limpeza dos filhotes (CHAMPAGNE, 2004;
SHAHROKH et al., 2010). Champagne e colaboradores propdem que projecdes
ocitocinérgicas da area pré-optica medial promovem um aumento na liberacdo de
dopamina na é&rea tegmental ventral, que por sua vez ativa neurbnios que se
projetam para o nucleo accumbens. Um estudo realizado em ratos mostrou que a
exposicdo ao PAR (dose de 15 mg/kg/dia em agua) intrauterina até o DPN 60
comprometeu a liberagéo e a absor¢cdo de aminas biogénicas no SNC promovendo
alteracdes nas vias serotoninérgica, noradrenérgica, dopaminérgica, e reducdo na
concentracdo de dopamina na regiao de bulbo (BLECHARZ-KLIN et al., 2015).
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Como citado anteriormente, o PAR pode promover seu efeito
analgésico via modulacdo das fibras serotoninérgicas. Embora esse mecanismo
ainda nao esteja completamente elucidado, um estudo mostrou que o PAR causa
um aumento da liberagéo de 5-HT no SNC, promovendo uma redugao da expressao
dos receptores 5-HT2a pés sinapticos. Esses receptores estdo relacionados com a
algesia e desenvolvimento de cefaleia cronica (SRIKIATKHACHORN; TARASUB;
GOVITRAPONG, 1999). Além disso, um estudo mostrou que a injecdo de TCB-2
(um agonista do receptor 5-HT2a) no cortex pré-frontal medial promove supresséo
do comportamento de recuperar os filhotes em ratas (GAO et al., 2018), sugerindo
que a atividade dos receptores 5-HT2a € necessaria para a expressao do
comportamento materno normal (GAN; SUN; CHEN, 2018), sendo assim,
acreditamos que o tratamento com PAR durante a gestacdo e lactacdo pode ter
modulado a expressdo dos receptores 5-HT2a no cérebro das ratas, interferindo
sobre o comportamento de limpeza dos filhotes.

Estudos mostram que o PAR interfere também sobre a interacéo
ocitocina/PGF2-A, outra via importante na expressdo do comportamento materno. A
PGF2-A € um subtipo de PG encontrada principalmente no Utero, que se encontra
aumentada proximo ao parto, onde além de colaborar para a expulsdo do feto,
inativa 0 comportamento de infanticidio em ratas (DALTON, 1986). Ademais, a
administragao intracerebroventricular de PGF2-A promove um aumento da taxa de
disparo de neurbnios ocitocinérgicos no SNC. (PEDERSEN et al., 1982). A ocitocina
por sua vez, € um hormdénio com importante papel sobre a regulacdo do
comportamento materno (PEDERSEN; PRANGE, 1985), podendo até mesmo induzir
a expressdo desse comportamento em ratas Sprague-Dawley virgens (PEDERSEN
et al.,, 1982). Um estudo mostrou que o PAR (100-400mg/kg via oral) diminui as
concentracbes de ocitocina no cortex pré-frontal e amigdala de ratos Sprague-
Dawley adultos (KANDIS et al., 2018), além disso, esse farmaco também pode
reduzir as concentragdes plasmaticas de PGF2-A (TRAPPE et al., 2015).

Em resumo, os estudos apresentados mostram que o PAR pode
promover alteracfes sobre substancias importantes na regulacdo e expressédo do
comportamento materno (serotonina, dopamina, ocitocina e PG2F-A) o0 que
provavelmente interferiu sobre a expressdao do comportamento de limpeza dos

filhotes das ratas que receberam o PAR durante a gestacao e lactacao (PARGL).
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5.2 PARAMETROS AVALIADOS NA PROLE FEMIININA

Com relacdo a prole feminina, a DAG, além de ser util para
determinacao do sexo em roedores, € um importante parametro utilizado para avaliar
compostos desreguladores hormonais e toxicidade reprodutiva (GALLAVAN et al.,
1999; LIU; XU; HUO, 2014). Existem relatos que correlacionam a exposi¢cdo ao PAR
com alteragdes na DAG em roedores e humanos, principalmente no sexo masculino
(HOLM et al., 2015; KRISTENSEN et al., 2011b; LIND et al., 2017). Ademais, o
tratamento materno com PAR, na dose de 150mg/kg/dia, reduziu a DAG nas idades
de 4, 6, 8 e 10 semanas da prole feminina de camundongos (HOLM et al., 2016).
Contudo, no presente estudo ndo foram encontradas alteragbes de DAG em
nenhuma das idades mensuradas (DPN 1, 21, instalacdo da puberdade e DPN 90).
Nossos dados corroboram com o estudo conduzido por Johansson e colaboradores
(2016), com o mesmo modelo animal e dose de tratamento, onde ndo foram
observadas alterac6es na DAG da prole feminina no DPN 22 (JOHANSSON et al.,
2016). Acreditamos que a diferenca entre os resultados obtidos esteja relacionada
ao modelo experimental utilizado nos estudos, uma vez Holm e colaboradores
(2016) verificaram essa alteracdo em camundongos C57BL/6BJ, enquanto que no
presente estudo e no de Johansson et al., (2016) a analise foi realizada em ratos
Wistar. Aléem disso, é importante ressaltar que a DAG € uma medida subjetiva, e 0
tamanho reduzido de camundongos pode promover uma grande variabilidade na
mensuracao desse parametro (HOLM et al., 2016).

No que concerne ao desenvolvimento sexual e instalagdo da
puberdade, a exposicdo ao PAR durante o periodo intrauterino e intrauterino-
lactacional ndo comprometeu o dia da abertura vaginal, primeiro estro, analise do
ciclo estral e o peso dos 6rgaos reprodutivos (DPN 21 e 90) da prole feminina. Esses
resultados corroboram com um estudo onde utilizaram a mesma dose e periodo de
tratamento e ndo foram encontradas alteracbes na abertura vaginal, peso dos
ovarios e ciclo estral das ratas em idade adulta (JOHANSSON et al., 2016).

As ratas expostas ao PAR durante o periodo intrauterino (PARG)
apresentaram um aumento na concentracdo plasmatica de estradiol quando
avaliadas na vida adulta (DPN 90). Existem na literatura, estudos mostrando que o
PAR pode promover alteracdes nas concentracfes de estradiol: Embora esse

farmaco tenha demonstrado uma leve atividade antiestrogénica (diminuicdo da
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expressdo dos receptores nucleares de progesterona e atividade da peroxidase
uterina) em camundongos fémeas tratadas na dose de 200mg/kg/dia de PAR via
gavagem do DPN 21 ao 24 (PATEL; ROSENGREN, 2001), este farmaco apresentou
atividade estrogénica em amostras de levedura recombinante que expressavam o0
receptor de estrogeno hERa (FENT; ESCHER; CAMINADA, 2006). Além disso, um
estudo realizado em mulheres mostrou que a administracdo de 1g de PAR durante o
tratamento com anticoncepcionais promoveu um aumento nas concentracdes
plasmaticas de etinilestradiol, um derivado do 173-estradiol (ROGERS et al., 1987b).
Em resumo, embora os dados na literatura sejam controversos, eles mostram que o
PAR pode promover alteracdes nas concentracdes de estradiol. Contudo, em nosso
estudo, as ratas grupo PARGL ndo apresentaram alteracdes nos niveis desse
hormoénio na vida adulta como as ratas do grupo PARG. Possivelmente, o maior
periodo de exposicdo ao PAR (intrauterino e lactacional) tenha ativado mecanismos
de adaptacdo capazes de normalizar a liberagcdo de estradiol na vida adulta.
Contudo, mais estudos sdo necessarios para melhor compreensdao da possivel
atividade estrogénica ou antiestrogénica do PAR.

No presente estudo, as fémeas do grupo PARGL apresentaram uma
diminuicdo na receptividade ao macho na idade adulta. Esta alteracao
provavelmente esta relacionada ao aumento do comportamento de limpeza dos
filhotes apresentado pelas mées tratadas do grupo PARGL, uma vez que, variagdes
no cuidado materno influenciam fortemente a expressdo do comportamento sexual
da prole feminina na vida adulta (CAMERON, 2011). Além disso, acredita-se que 0
cuidado parental, especialmente na primeira semana pdés-parto, pode alterar o
desenvolvimento de sistemas neuroenddcrinos que regulam o comportamento
sexual da prole feminina (funcéo hipotalamo-pituitaria-ovariana) (CAMERON et al.,
2008). Esta parece uma hipétese valida, uma vez que as fémeas criadas por maes
com menor incidéncia de comportamento de limpeza/lamber os filhotes apresentam
maior receptividade sexual aos machos quando adultas (CAMERON et al., 2005), o
oposto também € verdadeiro: o0 aumento desse comportamento diminui a
classificacdo de lordose da prole feminina quando adultas (CAMERON; FISH;
MEANEY, 2008; MONTAGNINI et al., 2018) como visto no presente estudo.

O tratamento materno com PAR ndo alterou os parametros
histolégicos do utero da prole feminina, no entanto, ocasionou uma diminuicdo da

reserva de foliculos primordiais nos ovarios na idade adulta. Esse achado corrobora
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com relatos presentes na literatura. Um estudo em ratas mostrou que a exposi¢cao ao
PAR do DG 7 ao 13 (50 e 150 mg/kg/dia) levou a uma reducédo da expressao do
gene Mhv, um marcador caracteristico expresso por células germinativas fetais de
ratas prematuras, além de uma reducdo dos foliculos primordiais destes animais
com 7 semanas de idade (HOLM et al., 2016). Outros estudos apresentaram
resultados semelhantes: Dean e colaboradores (2016) trataram as maes do DG 13,5
ao 17,5 e também relataram uma diminuicdo no nimero de foliculos. Além disso, o
PAR pode promover alteracdes a longo prazo nas ceélulas ovarianas, uma vez que
um estudo mostrou uma diminuicdo no namero de corpos liteos em ratas de 13
meses de idade também expostas ao PAR via tratamento materno (JOHANSSON et
al., 2016). O estudo de Hurtado-Gonzalez et al., (2018) com cultura de células
humanas e de ratos mostrou que o PAR causa mudancas relevantes nas células
germinativas fetais: a cultura de tecido ovariano de fetos humanos durante o primeiro
trimestre foi exposta ao PAR in vitro por 7 dias e esse farmaco promoveu uma
reducao de 43% no numero de gondcitos. Acredita-se que os efeitos do PAR sobre
essas células estejam relacionados a capacidade desse farmaco em inibir a
producdo de prostaglandinas, comprometendo assim a via da PGE2 nos ovarios,
esta que ja se mostrou importante na modulacao da proliferacdo e diferenciacao de
células pluripotentes (HURTADO-GONZALEZ et al., 2018). Embora o PAR seja
conhecido por apresentar pouco efeito periférico devido as altas concentracfes de
peréxidos (CHANDRASEKHARAN et al., 2002), um estudo realizado em humanos
mostrou que a ingestdo de PAR (4g via oral) apds o exercicio fisico diminui as
concentracbes de PGE2 e PGF2-A da musculatura esquelética (TRAPPE et al.,
2015), apontando que esse farmaco tem capacidade de inibir enzimas COX e reduzir
as concentracdes de PGs mesmo na periferia. Desta forma, sugerimos que esse
mecanismo esteja relacionado com o comprometimento da reserva de foliculos
ovarianos encontrado nas ratas expostas ao PAR, uma vez que, 0S ovarios
expressam tanto a enzima COX-2 como também receptores de PGE2 (BAYNE et al.,
2009). Alem disso, um estudo realizado em ratas mostrou que o tratamento materno
com PAR no DG 17,5 (350mg/kg) reduziu a expressao de COX-2 e receptores de
PGE2 nas células germinativas dos ovéarios fetais da prole feminina (DEAN et al.,
2016). O mecanismo pelo qual o PAR compromete as células germinativas nos
ovarios via PGE2 ainda ndo é completamente elucidado. Contudo, acredita-se que o

PAR possa promover um atraso na entrada do processo de meiose e
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desenvolvimento celular das células germinativas fetais, uma vez que esse farmaco
diminuiu a expressao génica de marcadores de pluripoténcia (Lin28) e entrada de
meiose (Dmrtl e Stra8) em ovarios de ratas no DG 18,5 (DEAN et al., 2016). A
exposicao fetal ao PAR promoveu alteragcbes em ovarios de ratas ndo apenas na
primeira, mas também na segunda geracdo (reducdo no peso e numero de
foliculos), independente da linhagem F1 (paterna ou materna) exposta ao farmaco,
sugerindo uma interacdo intergeracional devido a alteracbes epigenéticas nas
células germinativas causadas pelo PAR (DEAN et al., 2016).

Uma segunda hipétese sobre o comprometido o niumero de células
ovarianas ocasionado pelo PAR, seria a interferéncia sobre o sistema opioidergico.
Um estudo mostrou que opioides enddgenos (betaendorfina e metencefalina) foram
encontrados no fluido folicular de ovarios humanos em concentragfes até 40 vezes
maiores que no plasma (PETRAGLIA et al., 1985). Além disso, existem relatos da
expressao de receptores opioides em odcitos (AGIRREGOITIA et al., 2012) e células
da granulosa (LUNGER et al.,, 2016) humanas, sendo que essa expressao varia
entre os estagios de desenvolvimento dessas células, sugerindo que os opioides
atuem sobre a maturagdo celular no ovario. A administracdo de naloxonazina e
MR2266 (antagonistas dos receptores opioides P e k respectivamente) bloqueia a
acao antinociceptiva do PAR em ratos (RUGGIERI et al., 2008), sugerindo que parte
do mecanismo desse farmaco esteja relacionado a ativacéo de receptores opioides,
0 que provavelmente poderia causar alteracdes sobre o numero de células
ovarianas, uma vez que estudos tém sugerido que o sistema opioide atue via efeitos
paracrinos e/ou autocrinos na regulagdo do microambiente das células nos ovarios
(BOTTCHER et al., 2017).

Os efeitos do PAR sobre as células ovarianas € preocupante, uma
vez que a proliferacdo dessas células sO ocorre até a entrada no processo de
parada meidtica, que em ratos corresponde ao DG 14 (em humanos, esse processo
ocorre por volta do terceiro més de gestacdo) (HOLM et al., 2016). Assim, uma
diminuicio no numero de células germinativas nesse periodo pode ter
consequéncias a longo prazo, relacionadas a reserva de oocitos (NELSON;
TELFER; ANDERSON, 2013). No entanto, no presente estudo, a exposi¢cao ao PAR
nao alterou a fertilidade da prole feminina, sugerindo que, embora cause alteracdes
na reserva folicular, o PAR ndo compromete gravemente a quantidade dessas

células a ponto de promover a infertilidade feminina.
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6 CONCLUSOES

Em resumo, o presente estudo mostra que o tratamento materno
com PAR pode interferir sobre o comportamento de limpeza dos filhotes expresso
pelas maes, além de alterar a concentracéo plasmatica de estradiol, comprometer o
comportamento sexual e reduzir a reserva de foliculos ovarianos da prole feminina
na vida adulta. Sugerimos que estes achados estejam relacionados a interferéncia
desse farmaco sobre os sistemas opioidergico, serotoninérgico e ocitocinérgico,
assim como alteracBes nas concentracdes plasmaticas de estradiol e PGs, tanto a
nivel central, como periférico. Contudo, é importante ressaltar que 0os mecanismos
citados ainda ndo estdo bem esclarecidos na literatura. Em 2015, o FDA emitiu uma
declaracdo dizendo estar ciente de relatos de complicacdes devido ao uso de
analgésicos, incluindo o PAR, durante a gravidez e que continua a monitorar e
avaliar o uso desses medicamentos (U.S. FOOD AND DRUG ADMINISTRATION.,
2015). Sendo assim, mais estudos sdo necessarios sobre o tema tanto para auxiliar
na orientacdo de gestantes e lactantes sobre o uso do PAR como também para
melhor entendimento dos mecanismos pelo qual esse farmaco promove alteracdes

sobre o sistema reprodutor feminino.
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ANEXO A
Parecer da Comisséo de Etica no Uso de Animais.

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: “Avaliacdo de efeitos reprodutivos e
cardiovasculares na prole de mae tratadas com paracetamol durante a gestacao e lactagao."
protocolo CEUA n°7900.2017.82 sob a responsabilidade de Daniela Cristina Ceccato Gerardin
Cantamessa, que envolve a produgdo, manutencédo e/ou utilizagdo 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 Comissdo 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
gestagcdo: Parametros reprodutivos e comportamentais, como instalacdo da puberdade,
comportamentos reprodutivos, fertilidade, dosagem de horménios sexuais, histologia de érgéos da
reproduco 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 apés 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, Préstata, Vesicula Seminal, Utero,
Ovario, Tecido Adiposo Retroperitonal e Perigonadal e Aorta

Cumpre orientar que caso pretendam-se quaisquer alteragées no protocolo experimental
aprovado, deve-se submeter o novo protocolo a apreciagcdo da CEUA/UEL anteriormente a execugéo
das modificagdes.

Coloco-me a disposicédo para quaisquer esclarecimentos que se fizerem necessaria. Sem
mais para o momento, subscrevo, cordialmente.
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Profa. Dra Gl \%/anntamburlo Alves Fernandes

07 rdenadora da CEUA/UEL

llmo.(a) Sr.(a)

Prof. (a) Dr (a). Daniela Cristina Ceccato Gerardin Cantamessa
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 Fisioldgicas/CCB
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