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RESUMO

Ogjenivos. Avaliar o efeito do antimoniato de meglumina na transferéncia materno-fetal na geracdo F1 (prole de matrizes
expostas ao composto), e conseqliéncias em progénies F2.

Metopos. Camundongos fémeas Swiss foram tratados com antimoniato de megluming, via subcutanea, com administracéo didria,
do sétimo ao |2° dia de gestacdo (ddg), na dose equivalente a 100mgSb'/kg peso/dia. O grupo controle recebeu apenas o veiculo
(4gua destilada). Apds o nascimento da prole (geragao F1), 59 fmeas foram examinadas diariamente para determinagdo do ciclo
estral. Quando determinado o ciclo estro, acasalou-se |8 fémeas com machos da mesma linhagem. No 18° ddg, as femeas foram
eutanasiadas por camara de CO,, o abddmen incisado e o Utero exposto, quando avaliou-se os sftios de desenvolvimento
embriondrio e fetal quanto ao nimero de reabsorcdes, fetos vivos e mortos. Todos os fetos e placentas foram pesados para
calcular o indice placentdrio. Trés placentas de cada ninhada foram separadas para andlise microscépica.

ResuLTADOS. A exposicao ao antimoniato de meglumina ndo interferiu no ciclo estral dos animais tratados, pelo fato de ndo
alterar o intervalo precoital e o indice de fertiidade. Nao foram observadas alteragdes placentarias em progénies F2.
Conctusao. O antimoniato de meglumina ndo altera a performance reprodutiva das mées expostas cronicamente. Estes
dados sugerem que ocorre uma gradual eliminacdo do antimoniato de meglumina no organismo materno, sem acarretar
danos a proles futuras.

Uniermos: Meglumina. Camundongos. Teratogénios. Anticoncepgo.

INTRODUCAO

A leishmaniose € uma doenca de evolucdo cronica, causada por
parasitas protozodrios', que pode ocorrer na pele, nas membranas
mucosas ou nas visceras. A leishmaniose cutanea acomete cerca de 300
mil a 400 mil pessoas no mundo a cada ano, constituindo um problema
na area de saude publica em diversos paises’. Os antimoniais
pentavalentes permanecem como a base terapéutica e por causa da
ocorréncia de casos que ndo responderam aos esquemas descontinuos
ou seriados de antimoniais buscou-se aplica-los em esquemas
ininterruptos®, mesmo apresentando toxicidade, efeitos colaterais e
alto custo®. Sua introdugdo foi baseada em conceitos terapéuticos do
século XIX, quando era significativa a participacao terapéutica de sais de
metais, como arsénio e outros.

O antimdnio acumula-se, em geral, em 6rgaos vascularizados e
tecidos, principalmente rins e figado, além de possuir grande afinidade
pelo baco e pelo sangue’. Verificou-se através da andlise da funcao renal
de |1 pacientes com leishmaniose cutdneo-mucosa, tratados com
antimonial pentavalente na dose de 40mg SbY/kg/dia aplicada de 12/12
horas, em esquema continuo, durante 30 dias, um acimulo no figado
e nos rins, levando a hepatomegalia, sendo este um sintoma tipico de
intoxicacdo cronica por antimdnio’. O antiménio ainda pode ser detec-
tado no cabelo de um paciente tratado com antimoniais pentavalentes
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ap6s um ano do término do tratamento®. Por isso, a Organizacdo
Mundial da Satde preconiza que as doses de antimoniais ndo devem
ultrapassar 20mg/kg/dia, limitando-se a 850mg de antimonio, devido a
sua alta toxicidade’.

De acordo com a literatura, o nimero de mulheres gestantes com
leishmanioses, principalmente a forma visceral, tornam-se mais
freqlentes. Estudos nesse grupo, em especial, ainda sdo escassos e
existem controvérsias sobre a seguranca da administracdo de
antimoniato de meglumina durante o periodo gestacional'®.

O antimonial pentavalente, administrado repetidamente em ratos
na dose de 300mgSb/kg do sexto ao 15° dia de gestacdo, induziu a
embrioletalidade e a anomalias do esqueleto, sugerindo que a possivel
toxicidade foi resultante do acimulo gradual de SbY nos tecidos mater-
nos e embrionarios''. Esse acimulo gradual foi demonstrado na
avaliacdo da cinética do antimoniato de meglumina no organismo
materno e fetal de ratos, demonstrado através da passagem
transplacentdria de antimoniato de meglumina em fetos removidos por
cesariana no 21°ddg, 24 horas apds a Ultima dose administrada'?.

Krignill'> administrou  100mgSb'/kg/dia de antimoniato de
meglumina em camundongos Swiss, via subcutanea, do sétimo ao 12°
dia de gestacdo e, logo apds o nascimento da prole, foi avaliado o
desenvolvimento fisico e neuromotor da prole. Foi observado que o
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antimoniato de meglumina néo interferiu no desenvolvimento fisico e
neuromotor da prole. Este fato ndo significa a ndo interferéncia da
capacidade reprodutiva. Este pressuposto vem de encontro com os
dados de Guerra”, que a capacidade reprodutiva de uma fémea
envolve aspectos variados da fisiologia reprodutiva, entre elas a capa-
cidade de producdo de gametas adequados, producdo hormonal equi-
librada, alteracoes morfoldgicas e bioquimicas de oviduto e Utero
compativeis com os processos de transporte de espermatozdides,
zigoto, fases precoces e tardias do desenvolvimento do concepto. Esta
afirmacéo foi baseada no trabalho desenvolvido com ratas Wistar que
receberam levonorgestrel do sétimo ao 13° dia de lactacdo, com o
objetivo de avaliar o desenvolvimento fisico dos filhotes lactantes. Os
resultados mostraram que o levonorgestrel ndo altera o comporta-
mento e toxidade materna, porém houve retardo no desenvolvimento
fisico dos filhotes e atraso de um dia na puberdade dos filhotes
machos'*,

Com o mesmo intuito de verificar a capacidade reprodutiva de
femeas F, de mées tratadas com levonorgestrel, ratas Wistar foram
tratadas com levonorgestrel do sétimo ao |3° dia ap6s o nascimento,
e nos 90 dias pds-natais foram acasaladas. O aleitamento de crias de
ratas por maes tratadas com levonorgestrel ndo interferiu com a
capacidade reprodutiva de fémeas F .

Estes estudos nos mostram que a toxicidade reprodutiva pode
repercutir em alteracdes anatomicas, morfoldgicas ou bioguimicas,
porém as repercussoes funcionais no sistema reprodutivo podem ser
mais sutis, ndo acompanhando alteracdes morfolégicas grosseiras.
Baseado nestes fatos, se faz necessario mais estudos com o antimoniato
de meglumina no intuito de verificar sua possivel transferéncia mater-
no-fetal durante a lactacdo e conseqiiéncias em proles adjacentes,
afetando o comportamento sexual e reprodutivo da cria quando atingir
a vida adulta. Neste trabalho, propde-se investigar o efeito cumulativo
do antimoniato de meglumina na geracdo FI (prole de progenitores
expostos a0 composto), avaliando sua capacidade reprodutiva, e as
conseqiiéncias da intoxicacdo cronica em proles adjacentes.

MEtopos

Para este estudo foram utilizados 59 camundongos fémeas Swiss,
pesando entre 25 e 35 gramas, oriundos do Laboratério de Experimen-
tacdo Animal da URI — Campus de Erechim, mantidos em ambiente
adequado, com temperatura controlada (22 + 2°C), ciclo de 12 horas
clarofescuro, com dgua e alimentagao a vontade. O projeto foi aprova-
do pelo Comité de Etica em Pesquisa da URI — Campus de Erechim
com registro n® 044/PPA/2006 e foram seguidos os principios éticos de
experimentacdo animal estabelecidos pelo Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA).

Em trabalho anteriormente realizado, foram utilizadas camun-
dongos Swiss (geracdo FO) que foram acasalados com machos da
mesma linhagem e, apos a detec¢do do plug vaginal, foi considerado
primeiro dia de gestacdo (1°ddg)”. Em seguida, os animais foram
tratados com antimoniato de meglumina, (Glucantime®,
Aventispharma, lote 206305, ampolas de 5 ml), adquirido comerci-
almente, contendo aproximadamente 85 mg Sb¥/ml, administrado via
subcutdnea, diariamente, do sétimo ao 12° dia de gestacdo
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(organogénese), na dose equivalente a 100mgSb'/kg peso/dia. Esta
dose equivale a terapéutica (20mg/kg/dia) por 30 dias. O grupo
controle recebeu apenas o veiculo (dgua destilada). Apds o nasci-
mento da prole (geracdo Fl), foi realizado teste de reflexos para
avaliar o desenvolvimento fisico e neuromotor.

As ninhadas nascidas de maes controles (Flc) e de mées tratadas
(FIt), com aproximadamente 50 dias de idade, foram examinadas
diariamente, no perfodo da manha, para determinagio do ciclo estral.
Para tanto, foi coletada a secrecéo vaginal com cotonete embebido em
solucdo salina (NaCl 0,9%), introduzindo, ndo profundamente, a ponta
dentro da vagina do camundongo fémea para determinar o ciclo
reprodutivo; realizou-se o esfregaco para posterior coloracdo com HE
e andlise microscopica da citologia da secrecdo'.

Quando determinado o ciclo estro, as fémeas virgens foram
acasaladas com machos da mesma linhagem e a presenca do plugvaginal
foi tomada como indicativo de prenhez e considerado primeiro dia de
gestacdo (ddg).

No [8° ddg, os animais controles e experimentais foram
eutanasiados por camara de CO,, o abdémen incisado e o Utero
exposto e removido, quando se avaliou os sitios de desenvolvimen-
to embriondrio e fetal quanto ao nimero de reabsorcoes, fetos
vivos e fetos mortos. A viabilidade fetal foi determinada pelo
estimulo tactil. Com os pardmetros reprodutivos foram calculados
os dados a seguir:

* Indice de perda pds-implantacdo:
n® de implantagoes — n° de fetos vivos X 100
n° de implantacbes
* Taxa de viabilidade fetal:
total de fetos vivos X 100
total de sftios
Realizou-se também o peso do feto e da placenta, a fim de verificar o
indice placentario:
* Indice placentario: peso placenta
peso do feto

Todos os fetos foram examinados quanto a anomalias externas
grosseiras, € suas respectivas placentas foram processadas pela técnica
rotineira em parafina.

Foi utilizado o teste T Student para a andlise dos indices de perda
pré-natal e taxa de viabilidade fetal; e o indice de fertilidade foi analisado
pelo teste de Fisher. Foi considerada diferenca estatisticamente
significativa quando p<0,05.

ResuLTADOS

Ao longo do perfodo observado, ndo houve diferencas estatistica-
mente significativas entre o intervalo precoital dos animais controles e
experimentais, uma vez que o perfodo do ciclo reprodutivo foi
semelhante em ambos os grupos.

O indice de fertilidade ndo apresentou diferenca significativa entre
o grupo controle e experimental (Tabela 1). Nota-se que 88,8%
(n=24) das fémeas do grupo experimental e 81,2% (n=26) do grupo
controle foram copuladas, sendo que seis animais experimentais
apresentaram infertilidade no decorrer do estudo, porém, isto néo foi
relevante quando comparado ao grupo controle.
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Tabela | - Efeito cumulativo do antimoniato de meglumina na
performance reprodutiva de progénies F|

Parametros Grupo Controle Grupo Experimental
Total de fémeas 2 32

Total de fémeas copuladas 24 26

Intervalo precoital* 211 £ 1,69 2,44 £0,88
Indice de fertiidade (%) 88,8 81,25

* Valores expressos como médiaerro (p<0,05)
¢ Indice de Fertilidade (%) = n° de fémeas grvidas/in® de total de fémeas

Tabela2 - Efeito do antimoniato de meglumina na transferéncia materno-fetal
de camundongos da geracao F| e embriofetotoxidade em progénies F2

Parametros Grupo Controle Grupo Experimental
N° de fmeas 09 [

N° de implantagdes [1,67+394 [1,00 2,60
N° de reabsorcbes |44 £ 1,67 044+0,53
N de fetos vivos 10,11 £3,51 10,55 2,65
N de fetos mortos 011£033 0,00+ 0,00
Indice de perda pré-nata 11,60+ 541 448 5,63
Taxa de viabilidade fetal 86,18 £ 15,65 96,26 5,45
Peso corporal dofeto (g) 086+0,20 082+0,12
Peso da placenta (g) 0,12£0,007 0,12+0,0010
Indice placentario 0,14+0,029 0,15+002

Valores expressos como média+erro (p< 0,05)

Vinte fémeas matrizes F|, controle e experimentais, completaram
os 18 dias do periodo gestacional estabelecido, sendo as mesmas
utilizadas para a andlise da performance reprodutiva.

Os pardmetros reprodutivos das fémeas F| estdo descritos na Tabela 2.

Néo foram observadas diferencas estatisticamente significativas no
nUmero de sftios de implantacéo, reabsorcdes e fetos vivos dos animais
experimentais quando comparado ao grupo controle.

Observa-se que somente um feto morto foi encontrado no grupo
controle, aumentando o indice de perda pré-natal no grupo descrito;
no entanto considera-se essa diferenca sem significancia, uma vez que
ndo alterou os pardmetros estatisticos.

A taxa de viabilidade fetal, o peso corporal do feto e o peso da
placenta foram semelhantes no grupo experimental e controle.

Avaliando-se o indice placentdrio, ndo foi observada diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos controle e experimental.

A andlise histoldgica das placentas de progénies F2 ndo apresentou
diferencas significativas quando comparadas com o grupo controle; e
ndo foi relatada a ocorréncia de malformacdo externa grosseira.

Discussio

A exposicio materna a agentes quimicos durante o perfodo
gestacional pode resultar em alteracées no desenvolvimento do
concepto, dependendo de fatores inerentes ao organismo materno, da
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funcionabilidade placentdria ou da acdo direta no proprio organismo
embriofetal. Essas alteraces podem levar a morte embriofetal,
malformagdes ou anomalias ao nascer ou ainda prejuizo no desenvol-
vimento fisico e/ou comportamental do recém-nascido'”.

O antimoniato de meglumina é um antimonial pentavalente (SbV)
utilizado como primeira escolha no tratamento das leishmanioses,
inclusive durante o periodo gestacional, mesmo apresentando caracte-
risticas extremamente toxicas e irritantes”,

Sabe-se que doses repetidas de antimoniato de meglumina durante
a gestacdo leva ao acimulo gradual em érgaos maternos,' levando-nos
a0 questionamento do periodo de duragao desses efeitos no organismo
materno, assim como a seguranga da prole que sera exposta indireta-
mente a esta droga, com eventual alteragao no comportamento sexual
e reprodutivo da cria quando atingir a vida adulta.

Estudo realizado com antimoniato de meglumina na dose de
[00mgSb/kg/dia, em camundongos, apresentou embriofetotoxidade e
morfologia placentdria alterada quando administrado no periodo de
organogénese e fetal; sugerindo-se acdo do medicamento na
desestruturacdo das camadas da placenta, podendo causar alteracoes
de funcionabilidade e, por conseguinte, podendo agir no organismo
embriofetal .

A possivel toxicidade do antimoniato de meglumina é resultante do
acimulo gradual de Sb* nos tecidos maternos e embrionarios, devido
a doses repetidas de antimoniato de meglumina'".

Em estudos realizados com ratas tratadas com 300mg SbY/kg/dia
durante todo perfodo gestacional (20 dias), foram apresentadas
malformagdes dsseas e também malformacdes viscerais. Essas altera-
cOes sao consideradas indicativos de teratogenicidade. Porém, quando
administrou-se trés doses de 300mg Sb* /kg em um Unico dia, no
[1°ddg, ndo observou-se efeitos embriofetotdxicos. Estudos de
cinética com o antimoniato de meglumina apoiam essa hipétese,
demonstrando que o mesmo apresenta trés tempos farmacocinéticos,
e a Ultima fase de eliminacdo € bastante lenta, resultando no acimulo
de SbY, quando administrado em doses repetida’".

Conforme foi observado em nossos resultados, o antimoniato de
meglumina nao apresentou efeito sobre a prole F2, uma vez que ndo
foram observadas alteracdes nos parametros reprodutivos, poden-
do-se sugerir que o acimulo gradual do antimoniato de meglumina
ocorre com maior eficacia durante o periodo em que o mesmo esta
sendo administrado no organismo materno, com posterior elimina-
cdo lenta, porém completa, deste farmaco. Os resultados encon-
trados confirmam os dados de Krignill"®, que observou que o
antimoniato de meglumina ndo interferiu no desenvolvimento fisico
e neuromotor da prole. Porém, no significa que o mesmo néo possa
interferir com a capacidade reprodutiva, pois a capacidade
reprodutiva de uma fémea envolve aspectos variados da fisiologia
reprodutiva: capacidade de producio de gametas adequados, produ-
¢do hormonal equilibrada, alteracbes morfoldgicas e bioquimicas de
oviduto e Utero compativeis com os processos de transporte de
espermatozoides, zigoto, fases precoces e tardias do desenvolvi-
mento do concepto”. Sob tal ponto de vista, as fémeas F| gestantes
de nosso experimento, provenientes dos grupos controle e tratado,
apresentaram intervalo precoital e indice de fertilidade semelhantes,

15



RODRIGUES M ET AL.

portanto, a capacidade e eficiéncia reprodutiva pode ser considerada
normal, indicando que o antimoniato de meglumina ndo interferiu no
comportamento sexual das crias.

O SbY apresenta peso molecular de 121,75 e conseqlientemente
ultrapassa facilmente a barreira placentaria de ratos e pode ser
transferido pelo leite materno”. O fato de nossos experimentos nao
apresentarem alteracdes placentarias, ndo significa auséncia de
toxicidade, uma vez que agentes nocivos ao concepto nem sempre
provocam alteracdes estruturais na placenta sendo que os dados
analisados sdo insuficientes para inferir sobre a passagem placentaria
do farmaco.

CoNcLusAo

No modelo experimental usado, a exposicio de camundongos ao
antimoniato de meglumina ndo afetou a capacidade reprodutiva de
fémeas FI, no entanto sugere-se que mais estudos sejam realizados a
fim de analisar a transferéncia materno-fetal ou eliminacao do farmaco,
0 que viria a confirmar seu efeito cumulativo.

Conflito de interesse: nio ha

SUMMARY

EVALUATE THE  CUMULATIVE EFFECT OF  MEGLUMINE
ANTIMONIATE ON THE PROGENY OF SWISS MICE: BIOLOGIC ASSAY

OsjecTives. Evaluate the effect of Meglumine Antimoniate on maternal-
fetal transference in F| generations (offspring of dams exposed to the
drug), and embryotoxicity in F2 generations.

MeTHobs. Female Swiss mice were treated with daily s.c. injection of
Meglumine Antimoniate (1 00mgSb'/kg bw/day) fromday 7 until day 12 of
pregnancy. The control group received only the vehicle (distilled water).
After birth of offspring (F| generation), 59 females were examined daily for
determination ofthe estral cycle. When the cycle estrus was determined,
males were mated with |8 females of the same lineage. On day 18 of
pregnancy, females were euthanasied in a chamber of CO, and after
incision ofthe abdomen, the uterus was exposed. Then, resorptionsas well
as livingand dead fetuses were evaluated, also the number ofembryo/fetal
implantation sites. Fetuses and their placenta were weighted to calculate
the placental index. Three placentas of each litter were separated for
microscopic analysis.

ResuLts. Administration of the Meglumine Antimoniate did not interfe-
reinthe estral cycle ofthe treated group, since it did not alter the precoital
interval and fertility index. Placenta alterations were not observed in the
F2 generations.

Conctusion. Meglumine Antimoniate did not interfere in the
reproductive performance, after chronic exposition of dams. Data
suggest that there is a gradual elimination of Meglumine
Antimoniate by the maternal organism without damaging the future
offspring. [Rev Assoc Med Bras 2008; 54(1): 13-6]

Kev worps: Meglumine. Mice. Teratogens. Contraception.
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