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RESUMO

Vérios autores relatam que o metronidazol atravessa a barreira placentéaria e
penetra na circulacdo fetal, sendo ainda excretado no leite materno. Desta forma, ndo
recomendam o uso dessa droga em mulheres gestantes e também a suspenséao do
aleitamento materno por 12 a 24 horas ap0s a administracdo do mesmo. Entretanto
alguns pesquisadores relatam faltar evidéncias de que o uso do metronidazol esta
associado com o0 aumento de riscos teratogénicos quando administrado durante a
gestacdo sendo, portanto, desnecessario a espera do termino da gestacdo para o
tratamento com essa droga. Assim, a presente pesquisa teve como objetivos analisar
o efeito da administragdo do metronidazol durante a prenhez, sobre o
desenvolvimento placentario e fetal de ratas albinas. Foram utilizadas 30 ratas
albinas, que foram divididas em dois grupos. GRUPO | — ratas prenhas tratadas com
placebo e GRUPOII — ratas prenhas tratadas com metronidazol. O metronidazol foi
administrado por gavagem na dosagem diaria de 130 mg/kg durante 7, 14 e 21 dias
de gestacdo. Os resultados mostraram que no grupo tratado houve reducéo
significativa do niumero de sitios de implantacéo, da area total do disco placentario e
nos elementos constituintes das camadas do labirinto e trofospbngio. A analise
histoquimica ndo revelou alteracBes significativas no teor de fibras colagenas,
elasticas e reticulares. O teste de TUNEL mostrou atividade apoptética nos sitios de
implantacdo e placentas com 14 dias de desenvolvimento independente do
tratamento. Nao foram observados nenhum indicio de malformacéo na cabeca, tronco
e membros dos neonatos. No entanto, houve uma redugéo significativa no nimero e
peso dos neonatos no grupo tratado com o metronidazol em relagcdo ao controle.
Assim, concluimos que o metronidazol administrado em ratas prenhes, por via oral, na
dosagem de 130 mg/Kg, nos dois tercos iniciais da gestacdo interfere na interacao
blastocisto endométrio, no desenvolvimento placentéario e fetal, sugerindo que o uso

desse medicamento deve ser evitado nas fases iniciais da gestagao.

PALAVRAS-CHAVE: Metronidazol, prenhez, desenvolvimento placentario,
desenvolvimento fetal
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ABSTRACT

Several authors have reported that metronidazole crosses the placental barrier
and enters the fetal circulation and is still excreted in breast milk. Thus, not
recommend the use of this drug in pregnant women and also the breastfeeding
suspension for 12-24 hours after administration. However, some investigators report
lack of evidence that the use of metronidazole is associated with increased risk
teratogenic when administered during pregnancy is therefore unnecessary waiting for
the termination of pregnancy for treatment with this drug. Thus, this study aimed to
analyze the effect of administration of metronidazole during pregnancy on placental
and fetal development of albino rats. 30 albino rats were used, which were divided into
two groups. GROUP | - pregnant rats treated with placebo and GRUPOII - pregnant
rats treated with metronidazole. The metronidazole was administered daily by gavage
at a dose of 130 mg / kg for 7, 14 and 21 days of gestation. The results showed that
the treated group a significant reduction in the number of deployment sites, the total
area of the placental disc and the constituents of the layers of the labyrinth and
trofospdngio. The histochemical analysis revealed no significant changes in the
content of collagen and elastic fibers and reticular. The test showed TUNEL apoptotic
activity at the site of implantation and placental development 14 days regardless of
treatment. We did not observe any evidence of malformation in the head, trunk and
limbs of neonates. However, a significant reduction in weight and number of neonates
in the group treated with metronidazole compared to control. Thus, we conclude that
metronidazole in pregnant rats administered orally at a dosage of 130 mg / kg, in two
thirds of early pregnancy interferes with the interaction blastocyst endometrium, in
placental and fetal development, suggesting that this drug should be avoided in the

early stages of pregnancy.

Key Words: Metronidazol, pregnancy, placental development, fetal development
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CAPITULO |

1. INTRODUCAO

O metronidazol (1-(B-hidroxietil)-2-metil-5-nitroimidazol) € um agente sintético
pertencente a classe dos nitroimidazois. Ele foi sintetizado na década de 1950 e
introduzido inicialmente para o tratamento da tricomoniase, sendo posteriormente
utilizado para tratamentos de infec¢des por outros protozoarios e bactérias anaerdbias
(BENDESKY; MENENDEZ, 2001; BRUNTON; LAZO; PARKER, 2006).

Essa substancia foi o primeiro derivado 5-nitroimidazol introduzido na terapéutica
humana e continua até hoje como o principal representante do grupo (TAVARES,
1999; BRUNTON; LAZO; PARKER, 2006). Atualmente, além de ser util no tratamento
de algumas infec¢Bes provocadas por diferentes tipos de parasitos, 0 mesmo, é um
antibiético com grande atividade bactericida frente a um grande numero de bactérias
anaerobias, tanto gram-negativas como gram-positivas, e algumas microaerofilas
(BENDESKY; MENENDEZ, 2001; BENDESKY; MENENDEZ; OSTROSKY-WEGMAN,
2002; SISSON et al., 2002; GARCIA; DIAZ; BRUGUERAS, 2003; PEREZ-
TRALLERO; IGLESIAS, 2003; MIMS et al., 2005; KOROLKOVAS, 2007).

De acordo com Sisson et al. (2000) e Menéndez et al. (2001), o grande
responsavel pela atividade antiparasitaria, antimicrobiana e mutagénica do
metronidazol é seu grupo nitro (NO2), que € quimicamente reduzido por proteinas do
metabolismo anaerdbico, exclusivas de alguns parasitos, bactérias anaerdbias e de
algumas microaerdfilas, causando desestabilizacdo da hélice de DNA, inibicdo da
sintese de &cidos nucléicos e gerando compostos que sao toxicos para a célula
(SAMUELSON,1999; PEREZ-TALLERO; IGLESIAS, 2003).

Estudos em linfécitos humanos mostraram um aumento significativo de quebras
no DNA um dia apés o término do tratamento com o metronidazol. Curiosamente, a
guantidade de danos no DNA retornou aos niveis basais apés 15 dias ao término do
tratamento (MENENDEZ et al., 2001). Também foi observado um aumento
significativo de anafase anormal na cultura de linfocitos humanos e em ovério de
hamster chinés (MUDRY et al., 1994; 1995).

Sabe-se que, nos mamiferos, o metronidazol se distribui amplamente pelo

organismo, alcancando todos os tecidos e liquidos do corpo como a saliva, bile,
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figado, pulmdes, liquido peritoneal, sémen e secrec¢des vaginais, quando administrado
via oral ou intravenosa. Pela via oral, o metronidazol é absorvido rapidamente e sua
biodisponibilidade € superior a 90%, com excelente penetracdo nos tecidos. Os
alimentos ndo impedem sua absorcao, porém retarda a mesma. A vida média é de 6 a
12 horas e as concentraces maximas se observam entre 1 e 2 horas depois de sua
administracdo, sendo proporcionais a dosagem administrada (250mg, 500 mg ou 2 g
via oral de metronidazol produzem concentracbes séricas maximas de 6, 12 e 40
g/ml, respectivamente). Sua metabolizacdo ocorre no figado e sua eliminacdo é de
60-80% através da via renal e 6-15% pelas fezes (PEREZ-TRALLERO; IGLESIAS,
2003; BLACK; ELLSWORTH, 2004).

Nos humanos, o metronidazol € uma droga formalmente usada em ginecologia e
obstetricia para o tratamento de infecgces como a vaginite causada por Trichomonas
vaginalis (PEIXOTO, 2007) e vaginose bacteriana (PAAVONEN et al., 2000;
PEIXOTO, 2007), que sao infeccbes que afetam milhdes de mulheres em idade
reprodutiva. Tanto a tricomoniase (KLEBANOFF et al., 2001) como a vaginose
bacteriana (HILLER; HOLMES, 1999; FARO, 2000) tem sido associadas a varias
complicagBes ginecologicas e obstétricas. Porém, apesar desta droga ter uso clinico
por mais de trés décadas, questdes sobre a seguranca do uso do metronidazol

durante a gestacao ndo tem sido bem esclarecidas.

Pesquisas mostraram que 0 metronidazol atravessa a barreira placentéria e
penetra na circulacéo fetal, sendo ainda excretado no leite materno (MURFY; JONES,
1994; PEREZ-TRALLERO; IGLESIAS, 2003; BLACK; ELLSWORTH, 2004). Devido
ao seu potencial de risco ainda desconhecido, o0 uso do metronidazol ndo é
recomendado em mulheres gestantes (PEREZ-TRALLERO; IGLESIAS, 2003; BLACK;
ELLSWORTH, 2004). Também se recomenda a suspensdo do aleitamento materno
por 12 a 24 horas ap6s a administragcdo do mesmo (HOWARD; LAWRENCE, 1999).

Mudry et al. (2001) avaliando o potencial de danos reprodutivos do metronidazol
em fémeas de Rattus norvegicus relataram uma diminuicdo na viabilidade de
embrides implantados. Esses autores, ainda reforcam que ha uma necessidade de se
realizar estudos de reprodugdo em modelos animais, para avaliar se os tratamentos

com metronidazol ndo representam risco para a vida reprodutiva.
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Em estudos toxicolégicos de duracdo de 14 dias consecutivos, administrando-se
metronidazol, por gavagem, na dose de 500mg/kg revelaram severos efeitos na
fertilidade em ratos machos (EL-NAHAS; EL-ASHMAWY, 2004). Também foi
observado anormalidades morfoloégicas em espermatozéides de ratos aplds o
tratamento com o metronidazol na dosagem terapéutica de 130 mg/kg, por via
intraperitoneal, sugerindo desta forma que essa droga tem um efeito genotdxico em

células germinativas de ratos (MUDRY et al., 2007).

Um estudo epidemioldgico controlado realizado por Kazy; Puhd; Czeizel (2005a)
indicou uma possivel associacdo entre o uso tépico do metronidazol vaginal durante a
gravidez com a hidrocefalia congénita. No entanto, estes mesmos autores concordam
gue mais estudos sao necessarios para confirmar ou rejeitar esta conclusdo. Em outra
publicacdo esses mesmos autores observaram também que o risco de teratogénese
aumenta seis vezes quando o metronidazol € associado ao miconazol topico,
principalmente o risco de polissindactilia (KAZY; PUHO; CZEIZEL, 2005b).

Em contra partida Diav-Citrin et al. (2001) relatou em seus estudos que a
exposicdo ao metronidazol na gravidez ndo aumentou a taxa de anomalias quando
usado nas doses recomendadas, porém foi observada uma reducéo do peso neonatal
no grupo tratado com metronidazol comparados com os controles. Chin et al. (2001)
relataram também que néo ha evidéncias documentadas que suportem a indicacdo ou

oposicao da suspensdo do aleitamento materno apés a utilizagdo do metronidazol.

Diante do exposto, os dados obtidos da literatura provéem controvérsias e pouca
certeza sobre a seguranca do uso do metronidazol, quando administrada ao longo da
gestacdo e lactacdo. Dessa forma, pesquisas sd0 necessarias no sentido de
esclarecer se o tratamento com o0 metronidazol exclui por completo resultados
adversos inesperados, como anormalidades durante a gestacdo e ao nascimento.
Portanto, a presente pesquisa teve o objetivo de analisar o efeito do metronidazol em

ratas albinas durante a prenhez, sobre desenvolvimento placentario e fetal.
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REVISAO DE LITERATURA

2.1. Nitroimidazobis

Os 5-nitroimidazois apresentam uma estrutura heterociclica consistindo de um
nicleo imidazol com um grupo nitro, NO,, na posi¢do 5 (RAETHER; HANEL, 2003).
Na industria farmacéutica a producdo de substancias com atividade terapéutica
envolve uma série de estratégias e conhecimentos da influéncia da introducdo de
grupamentos quimicos especificos nas propriedades fisico-quimicas e eletrénicas da

molécula e consequentemente em sua atividade biologica (WERMUTH, 2006).

O grupo nitro estad presente em uma grande variedade de substancias que
apresentam atividade antimicrobiana e antiparasitaria, como por exemplo:
furazolidona, metronidazol, secnidazol, tinidazol, cloranfenicol, nitrofurantoina,
nitrofural, nitrofurazona, benznidazol, nifurtimox, como também em outras diversas
classes terapéuticas como: ranitidina, nimesulida e clonazepam (BOSQUESI et al.,
2008).

Durante os estudos de sintese, ficou evidenciado que a presenca do grupo nitro
na posicdo 5 do anel imidazdlico era essencial para a atividade bioldgica. Alguns
estudos ainda afirmam que a reducédo do grupo nitro é pré-requisito para a atividade
biologica destes compostos (KEDDERIS; MIWA, 1988; EDWARDS, 1993). Segundo
Guido et al. (2001), entre as varias substancias quimicas mutagénicas existentes, 0s
nitrocompostos sao considerados um dos grupos mais importantes devido ao grupo

nitro presente na molécula.

A classe dos nitroimidazéis foi descoberta em 1955 apds cientistas franceses do
grupo Rhéne-Poulenc descreveram a atividade de um extrato de Streptomyces 6670
contra Trichomonas vaginalis. Esse extrato j& havia sido analisado em 1953 por
Maeda e colaboradores e identificado como 2- nitroimidazol, também chamado de
azomicina (BENDESKY; MENENDEZ, 2001; NIGRO; CARBALLO, 2008).

Com o isolamento da azomicina, gerou a sintese quimica e ensaios bioldgicos
de diversos compostos nitroimidazolicos. Dentre estes, surge o metronidazol, de
nome quimico 1-(B-hidroxietil)-2-metil-5-nitroimidazol, o qual foi sintetizado em 1957

por Anon no laboratério Rhéne-Poulenc, tendo-se descoberto sua atividade contra
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Trichomonas spp (HARDMAN; LIMBIRD; GILMAN, 2001; NIGRO; CARBALLO, 2008),
e contra Entamoeba na década de 60 (BRUNTON; LAZO; PARKER, 2006).

O metronidazol foi comercializado a partir de 1960 com o nome Flagyl, sendo o
primeiro farmaco para o tratamento contra infeccbes por protozoarios (BUSATTI,
2006). Devido ao seu sucesso, outros derivados 5-nitroimidazois com estrutura
guimica e atividade bioldgica semelhante foram desenvolvidos. O metronidazol e o
ornidazol sdo os mais conhecidos, porém existem outros menos usados como 0O
nimorazol, carnidazol, secnidazol e alguns de uso veterinario como dimetridazol,
ipronidazol e ronidazol. Todos sdo derivados heterociclicos com um nucleo de cinco
atomos e um radical NO, (CUE; MOREJON, 1999; SALLES; SALLES, 2000;
BRUNTON; LAZO; PARKER, 2006).

2.2. Metronidazol

O metronidazol é um dos medicamentos mais utilizados na pratica médica,
devido a seu grande espectro antimicrobiano, sendo, portanto, classificado como
agente antiprotozoario e antibacteriano diverso (RANG; DALE; RITTER, 2001). Seu
espectro de acdo compreende protozoarios, bactérias anaerdbias, tanto gram-
negativas como gram-positivas e algumas microaerofilas. Dentre os anaerdbios
incluem-se os bacteréides do grupo fragilis, Fusobacterium spp. Veillonella spp., e
Clostridium spp. Entre as microaerdfilas € muito ativo frente a Gardnerella vaginalis e
Helicobacter pylori. A eficiéncia frente a protozoérios inclui Entamoeba histolytica,
Giardia lamblia, T. vaginalis e Balantidium coli (REBORA, 2002; PEREZ-TRALLERO;
IGLESIAS, 2003; BLACK; ELLSWORTH, 2004).

Organismos anaerébios ou microaerofilicos susceptiveis ao metronidazol geram
sua energia por meio da fermentacdo oxidativa de cetoacidos como o &acido piravico.
A descarboxilacdo do piruvato catalisada por ferridoxina-piruvato oxidoredutase
produz elétrons que reduzem a ferridoxina a qual cataliticamente doa seus elétrons
para aceptores de elétrons bioldgicos ou ao metronidazol (SISSON et al., 2002;
BRUNTON; LAZO; PARKER, 2006). A transferéncia de um anico elétron forma um
radical anidnico nitro (NO-) altamente reativo, o0 qual elimina os organismos

susceptiveis por mecanismos de metilacdo direcionados ao DNA e possivelmente
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outras biomoléculas vitais (BENDESKY; MENENDEZ; OSTROSKY-WEGMAN, 2002;
SISSON et al., 2002; BRUNTON; LAZO; PARKER, 2006).

Com o aumento dos niveis de O,, pode-se observar uma diminuicdo na
citotoxicidade do metronidazol, devido ao O, competir com o farmaco pelos elétrons
gerados no metabolismo energético dos organismos anaerdbios. Portanto, o O, é
capaz de diminuir a citotoxicidade do metronidazol e de aumentar a reciclagem do
farmaco ativado (BRUNTON; LAZO; PARKER, 2006). A auséncia de proteinas
transportadoras de elétrons, com suficiente potencial redox para reduzir o grupo nitro
(NO,) do metronidazol em células aerdbias torna o farmaco ineficiente para atuar
contra as mesmas (LAND; JOHNSON, 1999; SISSON et al., 2002).

LaRusso et al. (1977) e Ludlum et al. (1988) relataram que este derivado
nitroimidazol liga-se covalentemente com a guanina e citosina, produzindo quebra no
DNA de diferentes espécies, incluindo humanos (EDWARDS, 1977; REITZ; RUMPF,;
KNITZA, 1991). Além disso, efeitos genotoxicos do metronidazol tém sido bem
estudados em humanos e roedores sob diferentes aspectos, dentre estes a gestacéao.
Entretanto, resultados controversos tém sido publicados (DOBIAS et al., 1994;
BENDESKY; MENENDEZ; OSTROSKY-WEGMAN, 2002).

2.3. Indicac0Oes clinicas e dosagem do metronidazol

O metronidazol € um dos mais efetivos antibioticos indicados para o tratamento
de infec¢Bes anaerdbicas, giardiases, amebiases, incluindo infec¢des por H. pylori e
por E. histolytica (PEREZ-TRALLERO; IGLESIAS, 2003). Ele também é usado em
ginecologia e obstetricia para o tratamento de infeccBes parasitarias, como a vaginite
causada por T. vaginalis e outras infecgcdes, como vaginose bacteriana e infec¢des
pélvicas mistas (PEIXOTO, 2007).

A dosagem habitual recomendada do metronidazol em adulto € de 500 mg a
cada 12 horas, seja por via oral ou intravenosa. Porém, ha mudancas em sua
indicacdo que variam de 250 a 750 mg a cada 8 ou 12 h, respectivamente. Em
criancas as doses oscilam entre 15 a 50 mg/kg/dia (sem superar os 750 mg/dia) tanto
por via oral ou intravenosa (PEREZ-TRALLERO:; IGLESIAS, 2003).
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Segundo Forna; Gulmezoglu (2003), o uso dos nitroimidazolicos é o tratamento
mais recomendavel e eficaz para a tricomoniase, apresentando uma taxa de cura de
aproximadamente 90 a 95% com o uso do metronidazol. Ainda segundo Dubouchet
et al. (1998) e Edwards (2004), recomenda-se o uso do metronidazol apenas por via
oral porgque a via topica néo elimina os T. vaginalis presentes nos ductos parauretrais,

uretra e glandulas de Skene.

A tricomoniase apresenta uma ampla variedade de manifestacbes clinicas,
desde quadro assintomatico até severa vaginite e uretrite, afetando milhares de
mulheres em idade reprodutiva (SCHEE et al., 1999; PAAVONEN et al., 2000;
SAKRU et al., 2005). Além disso, ela tem sido associada a resultados adversos na

gravidez, incluindo parto prematuro e baixo peso ao nascer (SCHEE et al., 1999).

Devido a segurancga do uso do metronidazol durante a gestagcdo nao estar bem
esclarecida, surge controvérsias na literatura quanto a recomendacédo do uso deste
medicamento. Pérez-Trallero; Iglesias (2003) e Black; Ellsworth (2004) né&o
recomendam o uso do metronidazol em mulheres gestantes. Porém, Peixoto (2007)
preconiza o tratamento das gestantes sintomaticas com 2 g de metronidazol em dose
Unica, por via oral, com o objetivo de melhora dos sintomas, prevencdo da
transmissdo da infeccdo para o recém-nascido e para o parceiro, em qualquer
trimestre da gestacao. Pujol et al. (2003) ndo recomendam a dosagem Unica de 2 g

durante o primeiro trimestre de gestagao.

Para a vaginose bacteriana, ha autores que alertam que o tratamento com
metronidazol ndo deve ser postergado para ap6s o término do primeiro trimestre,
porque ndo ha registro de efeitos teratogénicos ou mutagénicos em recém-nascidos
(BURTIN, et al.,1995; CARO-PATON et al., 1997). Gilbert; Moelliring; Sande (2000),
recomendam o uso do metronidazol oral de 250 mg, trés vezes ao dia, por sete dias
durante gestacdo. PUJOL et al. (2003) fazem essa mesma recomendacdo, mas

apenas para a partir do segundo trimestre da gestacao.

2.4. Desenvolvimento placentério

A implantacdo embrionaria € o processo pelo qual o blastocisto adquire uma

posicdo estavel no endométrio de modo a tornar possivel a manutencdo de um
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eficiente sistema de trocas metabdlicas e de informacdes entre o organismo materno
e embrionario (RED-HORSE et al., 2004). Durante o processo de implantacéo
também se inicia a diferenciacdo do trofoblasto, que culmina com a formacao de
diferentes tipos celulares, com diferentes potenciais funcionais e que juntos,
posteriormente, vdo compor a parte fetal da placenta (MUNTENER; HSU, 1977;
VERCRUYSSE et al., 2006).

7z

A placenta dos mamiferos é um érgdo que tem como uma de suas funcdes
principais, assegurar uma 6tima nutricdo em todas as fases do desenvolvimento fetal
(GUDMUNDSSON; DUBIEL; SLADKEVICIUS, 2009; RIQUELME, 2009). Isto envolve
a transmissdo de nutrientes, gases e agua para o feto, excrecdo de residuos de
produtos de metabolismo fetal no sangue materno, bem como a adaptacdo do
metabolismo materno em diferentes fases da gestacdo por meio de hormonios
(CETIN; ALVINO, 2009).

Durante a prenhez, as maiorias dos vertebrados viviparos desenvolvem um
sistema complexo de membranas nutricionais que envolvem o feto. No local de
aposicao ou de unido das membranas fetais com a mucosa uterina € formada a
placenta (LEISER; KAUFMANN, 1994). Até que a placenta se desenvolva totalmente,
0 embrido troca substancias com o organismo materno por difusdo através de liquidos
uterinos. Conforme o embrido se desenvolve, a placenta torna-se essencial, uma vez
gue ela coloca o sangue fetal e o materno em estreita aposicdo numa grande
extensdo de superficies formada por uma rede de capilares (CUNNINGHAM, 1999),
devido a aposicdo de membranas fetais justapostas ou em fusdo com a mucosa

uterina, o que proporciona essa troca materno-fetal (BROLIO et al., 2010).

Quatro diferentes estruturas membranosas estao envolvidas no desenvolvimento
placentario dos mamiferos eutérios, podendo haver auséncia de algumas delas ou
ainda junc@es entre uma ou mais membranas durante a gestacdo, ou desde o inicio
dela; sdo elas: o cério, 0 amnio, o saco vitelino e o saco alantoico. O corio é uma
camada epitelial derivada do exterior da parede blastocistica ou trofectoderma. Na
maioria das espécies, o epitélio coridnico ou trofoblasto é a camada mais externa da
unidade fetoplacentaria e representa a barreira de troca decisiva entre 0os organismos
materno e fetal (RIQUELME, 2009).
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Em roedores e primatas, o amnio é derivado do ectoderma embrionario formado
por meio de divisdo celular. Ele ndo desenvolve vasos atuando como uma membrana
adicional. O saco vitelino se desenvolve a partir do endoderma e origina o chamado
intestino primitivo embrionario. Ele consiste numa camada do epitélio endodérmico
acompanhado por mesénquima fetal vascularizado. Em alguns mamiferos como os
roedores, 0 saco vitelino substitui o corio localmente e, portanto, forma a membrana
embrionéria mais externa (LEISER; KAUFMANN, 1994).

O alantéide forma-se a partir de uma evagina¢do do teto do saco vitelinico,
sendo revestido pela mesoderme extra-embrionaria. Com o dobramento caudal do
embrido ele passa a situar-se ventralmente, logo atrds do pedunculo do saco
vitelinico, onde sua parte intra-embrionaria contribui para a formacao da bexiga e do
draco (GARCIA; FERNANDEZ, 2001). Ainda segundo Leiser; Kaufmann (1994), o
alantéide esta pouco envolvido no processo de troca transplacentaria.

De acordo com Cross; Mickelson (2006), o desenvolvimento da placenta &
altamente regulamentado e também altamente adaptavel. Na morfogénese, em
particular das vilosidades, a area de superficie materno-fetal e a espessura da
barreira através da qual passam os nutrientes pode ser alteradas. Além disso, a
extensdo da vascularizacdo dentro das vilosidades é adaptavel e pode ser
comandada por expressao de células do trofoblasto de fatores angiogénicos. Além do
desenvolvimento de estrutura basica, as fungbes da placenta sdo também altamente
adaptaveis e podem mudar tanto em resposta ao ambiente materno ou defeitos

dentro da placenta em si.

Em roedores, a placenta fetal apresenta duas regides distintas: a zona
juncional e a zona do labirinto. A zona juncional esta localizada proxima a decidua
materna e ambas as regifes possuem fun¢cbes enddcrinas e sao normalmente
irrigadas apenas pelo sangue materno (GIBORI, 1994; SOARES et al., 1996). A zona
do labirinto recebe tanto sangue materno quanto sangue fetal, constituindo a principal

regiao de trocas metabdlicas da placenta (FERRO et al., 1999).

7

A placenta de roedores é classificada como hemocorial e as camadas
trofoblasticas se organizam em trés camadas (ENDERS; WELSH, 1993). Em ratos e
camundongos estas camadas se organizam da seguinte maneira: Camada |, formada

por células individualizadas onde estdo em contato com o sangue materno. Algumas
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dessas células sdo gigantes e apresentam funcfes enddcrinas (SOARES et al.,
1996). A camada Il ou intermediaria € formada por células sinciciais, apresentando
funcdo essencialmente endocitica (TAKATA; FUGIKURA; SHIN, 1997); a camada llI,
também sincicial, apresenta uma importante fungéo seletiva por servir como barreira
as macromoléculas (ENDERS et al., 1998). Juncbes comunicantes estao presentes
entre as camadas trofoblasticas Il e 11l (TAKATA; FUGIKURA; SHIN, 1997).

Mathias Duval foi um dos pioneiros na elucidacdo os aspectos histolégicos da
placenta desses animais, onde o0 mesmo subdivide o desenvolvimento placentario em
trés periodos: o periodo de formagdo da ectoplacenta, o que ocorre por volta do
oitavo e décimo dia; o periodo de desenvolvimento da placenta, por fusdo de
membranas, compreendido entre o 11° ao 17° dia e por fim o periodo de maturagdo
final da placenta, onde nos roedores isso ocorre por volta do 18° ao 21° dia de
gestacao (PIINENBORG; VERCRUYSSE, 2006).

Assim os roedores sdo animais frequentemente utilizados em experimentos
reprodutivos devido ao conhecimento de suas estruturas bem como por apresentarem
uma prenhez relativamente curta, ciclos estrais de curta duragéao e por ser animais de
facil manejo (PIINENBORG; VERCRUYSSE, 2006).

2.5. Uso de medicamentos na gestacao

O uso de medicamentos na gestacdo merece especial atencdo pelos riscos
potenciais ao feto em desenvolvimento, devendo ser, por principio, evitado (JONG-
VAN et al.,, 1993). Porém, quando inevitavel seu uso, o médico deve informar ao
paciente sobre 0s riscos inerentes a cada droga e, junto com a gestante, optar ou néo
por seu uso avaliando os riscos e os beneficios (STOCKTON; PALLER, 1990; REED,
1997).

Deve-se considerar que quando uma gravida ingere ou recebe qualquer
medicamento, dois organismos serdo afetados, sendo que o feto ndo tem a mesma
capacidade de metabolizar as substancias que a mae, pois ndo possui 0s sistemas
corporais plenamente desenvolvidos, estando, portanto, mais sujeito a efeitos
negativos nao esperados comumente chamados de teratogénicos (LAPORTE;
TOGNONI; ROSENFELD, 1989).
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O termo teratogénico refere-se especificamente aos defeitos de desenvolvimento
induzido por exposicdes tOxicas que ocorrem entre a concepcao e 0 nascimento
(HODGSON et al., 2000; EATON; KLAASSEN, 2001; ROGERS; KAVLOCK, 2001).
Ainda de acordo com Rogers; Kavlock (2001) e Panter (2002) as anomalias que séo
tipicamente associados com teratogénese incluem morte embrionaria ou fetal,
anormalidades morfoldgicas, funcionais, neurocomportamentais, reducdo da taxa de

crescimento e peso ao nascer.

Os mecanismos de acdo dos agentes teratogénicos ainda nao estédo
completamente esclarecidos, sobretudo na espécie humana. Sabe-se, porém, que as
drogas podem atingir os tecidos maternos e, indiretamente, o feto. Podendo ainda ter
efeito direto sobre as células do embrido, resultando em anomalias especificas ou
alterar a nutricdo do feto, interferindo na passagem de nutrientes através da placenta
(MACHADO, 1990).

O grau de teratogenicidade é amplamente influenciado pelo periodo de
diferenciacdo do concepto, traduzido pela idade gestacional (STOCKTON, PALLER,
1990; WEISSBLUTH; BAKOS, 1992). O primeiro periodo corresponde ao intervalo
entre a fertilizacdo e implantagdo ou nidacao, o qual corresponde na espécie humana
a um periodo de 20 dias. A implantacdo é um fenémeno labil, podendo ocorrer
desprendimento do zigoto diante de um agente toxico. O periodo seguinte é dito
embrionério, indo do vigésimo ao quinquagésimo quinto dia. Essa é a fase de maior
organogénese, sendo maior a susceptibilidade aos efeitos teratogénicos. O terceiro e
altimo periodo é o fetal, do quinquagésimo quinto dia até o momento do parto. E
guando h& menor incidéncia de efeitos teratogénicos e de malformacdes congénitas
associadas (MACHADO; RECH, 1986; STOCKTON; PALLER, 1990; WEISSBLUTH,;
BAKOS, 1992).

Estudos anteriores tém mostrado que devido a facilidade que o metronidazol tem
de atravessar a barreira placentaria, ndo se deve recomendar o tratamento com esse
farmaco durante o primeiro trimestre de gestacdo, sob o risco de ocorrer
teratogenicidades nos fetos (BURTIN et al., 1995; CARO-PATON, et al., 1997). No
entanto, a literatura recente tem focado estudos apenas na investigacdo da
interferéncia dessa substancia no aparelho reprodutor masculino e feminino, sem,
abordarem o desenvolvimento placentario durante o periodo gestacional (MUDRY et
al., 2001; MUDRY et al., 2007; TIBONI; MAROTTA,; CASTIGLIEGO, 2008).
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Assim, em virtude das controvérsias relacionadas, principalmente, as dosagens
e periodo que esta droga pode ser usada na gestacdo, torna-se necessario o
desenvolvimento de pesquisas no sentido de esclarecer os possiveis efeitos adversos
que o metronidazol pode trazer quando administrado durante a gravidez, ajudando a
eliminar as duvidas dos profissionais de salude quanto a seguranca da recomendacéo

deste medicamento.
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Resumo

O metronidazol € um antiprotozoario e antibacteriano usado em ginecologia e obstetricia
para o tratamento de infec¢Bes parasitarias. Porém, apesar de ter uso clinico por mais de trés
décadas, questdes sobre a seguranca do seu uso durante a gestacdo nao esta bem esclarecida.
Assim, a presente pesquisa avaliou o efeito do metronidazol sobre a interagdo blastocisto-
endomeétrio e sobre o desenvolvimento placentario e fetal em ratas prenhes. O metronidazol foi
administrado por gavagem na dosagem de 130 mg/Kg, por sete e 14 dias. Realizou-se analise
morfoldgica, morfometria e imunohistoquimica nos sitios de implantagdo e nas placentas com
14 dias de desenvolvimento. Os resultados mostraram que no grupo tratado houve reducao
significativa do nimero de sitios de implantacdo, da area total do disco placentario e nos
elementos constituintes das camadas do labirinto e trofospongio. A analise histoquimica ndo
revelou alteragBes significativas no teor de fibras colagenas, elésticas e reticulares. O teste de
TUNEL mostrou atividade apoptotica nos sitios de implantagdo e placentas com 14 dias de
desenvolvimento independente do tratamento. N&o foram observados nenhum indicio de
malformacdo na cabeca, tronco e membros dos neonatos. No entanto, houve uma reducao
significativa no numero e peso dos neonatos no grupo tratado com o metronidazol em relacéo
ao controle. Assim, concluimos que o metronidazol administrado em ratas prenhes, por via
oral, na dosagem de 130 mg/Kg, nos dois tercos iniciais da gestacdo interfere na interacédo
blastocisto endometrio e desenvolvimento fetal, sugerindo que o uso desse medicamento deve

ser evitado nas fases iniciais da gestacao.

Palavras-chave: metronidazol, prenhez, desenvolvimento placentario, reproducéo.
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1. Introducéo

O metronidazol é um agente sintético antiprotozoario e antibacteriano diverso pertencente
a classe dos nitroimidazois, e cujo uso na pratica clinica ja se faz hd mais de 35 anos [1]. Esse
medicamento é formalmente usado em Ginecologia e Obstetricia para o tratamento de
infeccBes parasitarias, como a vaginite causada por Trichomonas vaginalis e outras infeccdes,
como vaginose bacteriana e infecgbes pélvicas mistas [2,3]. Porém, apesar desta droga ter uso
clinico por mais de trés décadas, questbes sobre a seguranca do uso do metronidazol durante a

gestacédo nao tem sido bem esclarecidas.

Devido ao seu potencial de risco ainda desconhecido, a Food and Drug Administration
classificou o metronidazol como um medicamento de fator de risco de classe B para a gravidez,
mas que apresenta possiveis riscos nao confirmados para o feto. Portanto, a droga foi contra-
indicada no primeiro trimestre de gestacdo e € considerada como terapia de segunda linha no
final da gestacéo [4,5]. Sabe-se ainda que o uso de metronidazol atravessa a barreira placentaria
e penetra na circulagéo fetal [4,6]. No entanto, ha conflitos entre pesquisadores com relagédo a

seguranga do uso do metronidazol na gestagao.

Struthers; Sear; Skobie [7] afirmam que as literaturas publicadas sobre o uso de
metronidazol em mulheres gravidas indicam que ele ndo é teratogénico, independentemente do
trimestre em que € usado. Entretanto, pesquisas realizadas com a administracdo desse
medicamento indicaram danos reprodutivos em ratos [8,9]. Kazy; Puhd; Czeizel [10] indicou
uma possivel associacdo entre o metronidazol vaginal, utilizado durante a gravidez, e
hidrocefalia congénita. Assim, diante do exposto e dos dados obtidos da literatura, torna-se
necessario pesquisas que esclarecam os possiveis riscos da administracdo desta droga durante a
gestacdo. Portanto, a presente pesquisa teve o objetivo de analisar o efeito da acdo do

metronidazol durante a prenhez, sobre desenvolvimento placentario e fetal em ratas albinas.
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2. Material e métodos

2.1 Animais e grupos experimentais

Este trabalho foi realizado no Laboratério de Histologia da UFRPE, o qual foi submetido
ao Comité de Etica para aprovagio pelo processo de seguinte ndmero: 23082.010870/2010.
Para isso, foram utilizadas 30 ratas albinas (Rattus norvegicus albinus) adultas, com 90 dias de
idade, virgens, pesando aproximadamente 200g, da linhagem Wistar, procedentes do Biotério
do Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal, da Universidade Federal Rural de
Pernambuco. Os animais foram confinados em gaiolas e mantidos com alimentacdo e agua ad
libitum, em temperatura ambiente de 22°C +2 com iluminagdo artificial produzida por
lampadas fluorescentes (marca Phillips, modelo luz do dia, 40 W), que estabeleceu o
fotoperiodo de 12 horas claro e 12 horas escuro, considerando o periodo de luz das 6:00 as
18:00 horas.

Apo6s um periodo de adaptacao, foram colhidos esfregagos vaginais para a determinacao
do ciclo estral. As fémeas que apresentaram trés ciclos estrais regulares foram distribuidas ao
acaso, em dois grupos, cada um constituido por 15 animais a saber: Grupo | - ratas prenhes
tratadas com placebo, e Grupo Il - ratas prenhes tratadas com metronidazol. As fémeas foram
acasaladas na propor¢do de um macho para duas fémeas, sempre no inicio da noite (18:00h).
Na manha (06:00h) do dia seguinte, foram realizados exames colpocitolégicos para a
confirmacdo do acasalamento, tomando-se com parametro a presencga de espermatozdides nos

esfregacos.

2.2. Exame colpocitoldgico
Para a coleta do material foram utilizadas hastes de algoddo umedecidas em solucdo

salina, as quais foram introduzidas na vagina produzindo-se um movimento rotatério. Em
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seguida, o material coletado foi transferido para laminas histoldgicas através de um movimento
rotatério da haste sobre as laminas. Essas laminas foram imediatamente mergulhadas numa
mistura de alcool-éter, em partes iguais, para fixagdo e, a seguir, foram coradas pelo método

Shorr-Harris.

2.3. Tratamento com metronidazol

O metronidazol foi administrado por via oral (gavagem), a partir da confirmacdo do
acasalamento, na dosagem diaria de 130 mg/Kg em 0,5mL de solugéo fisioldgica, por sete e 14
dias. A dosagem foi estabelecida segundo Mudry et al. [9], com alteracdo apenas na via de

administracdo. O grupo | recebeu apenas 0,5mL de solucdo fisioldgica pela mesma via.

2.4. Analise morfoldgica

2.4.1. Numero de sitios implantados e analise das placentas

Cinco fémeas dos grupos | e Il foram eutanasiadas no sétimo e décimo quarto dia de
prenhez, para analise dos sitios de implantacdo e das placentas, respectivamente. Para tanto, as
fémeas foram anestesiadas com hidrocloridrato de cetamina (80mg/kg) e xilazina (6mg/kg), por
via intramuscular [11]. A seguir, foi realizada a abertura da cavidade abdominal desde o pubis
até o rebordo das costelas; procedendo-se em seguida a disjuncdo da sinfise pubica, para
facilitar a remocéo total do utero. Foram, entéo, retirados 0s cornos uterinos contendo sitios de
implantacdo e placentas, os quais foram mergulhados imediatamente em liquido de Bouin,
permanecendo no mesmo por 48 horas. Em seguida foi feito o aprofundamento da anestesia até
a dose letal. Ao final do tempo de fixacdo os cornos uterinos foram colocados, um por um, em
uma placa de Petri e levados a uma lupa para contagem dos sitios de implantacGes (utilizando-

se como referéncia as areas dilatadas apresentadas pelos mesmos) e retirada das placentas.
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Apobs esses procedimentos, os sitios de implantacdo e as placentas foram clivados
transversalmente e longitudinalmente, obtendo-se fragmentos, as quais foram desidratadas em
alcool etilico (concentragdes crescentes), diafanizados pelo xilol, impregnados e incluidos pelo
“paraplast”. Em seguida, os blocos foram cortados em micrétomo do tipo Minot (Leica RM
2035) ajustado para 5 um. Os cortes assim obtidos foram colocados em laminas previamente
untadas com albumina de Mayer e mantidos em estufa regulada a temperatura de 37°C, durante
24 horas, para secagem e colagem. Em sequéncia, os cortes foram submetidos a técnica de
coloracdo pela hematoxilina - eosina (H. E.), Tricrbmico de Mallory, Orceina nitrica e
Impregnacdo argéntica, e analisados em microscopio de luz, da marca OLYMPUS BX-49 e

fotografados em fotomicroscopio OLYMPUS BX-50.

2.4.2. Contagem do nimero, afericdo do peso e comprimento dos neonatos

As cinco fémeas restantes de cada grupo foram acompanhadas durante toda a gestagdo até
0 nascimento dos filhotes, os quais foram contados, pesados em balanca analitica, medidos com
0 auxilio de um paquimetro e analisados macroscopicamente, através da observacao de alguma

malformagéo visivel.

2.5. Analise morfométrica das placentas ao 14° dia de prenhez

Para analise morfométrica das placentas, foram utilizadas dez laminas dos grupos 1 e Il e
analisadas as regifes do disco placentario. As medidas foram restringidas as regides do
labirinto, trofospéngio e células trofoblasticas gigantes. A captura da imagem foi efetuada por
meio de camera de Video Sony®, acoplada ao microscopio Olympus® Bx50. A morfometria
foi realizada através de aplicativo Morfometria de Linhas, calibrado em micrémetros, associado

ao do programa Optimas® 6.2 para Windows.
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A morfometria de pontos foi realizada pela quantificacdo, através da graticula de 110
pontos, onde foram contados os seguintes elementos: Vascularizagdo materna, vascularizagdo
fetal e Células trofoblasticas sinciciais, na regido do labirinto; as células trofoblasticas, e
trofoblastos sinciciais, na regido do trofospdngio, além das células trofoblasticas gigantes,
sendo analisados na objetiva de 40X, onde foram contados 15 campos por regido placentaria

escolhidos aleatoriamente.

2.6. Analise Estatistica

Os dados da quantificacdo dos sitios de implantagdes, 0 nimero de neonatos e seus
respectivos pesos e tamanhos, além das mensurac@es do disco placentario foram submetidos ao
teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, onde as médias foram comparadas pelo teste de

Wilcoxon-Mann-Whitney (P<0,05).

2.7. Teste de TUNEL

Foi utilizado para detectar a ocorréncia de apoptose pela fragmentacdo do DNA. Trés
laminas silanizadas contendo cortes de sitio de implantacdo e placenta com 14 dias de
desenvolvimento, de cada grupo, foram desparafinados, hidratados e incubados por 5 minutos a
temperatura ambiente em 30 mM Tris/HCI (pH 7,8), continuando por mais 10 minutos a 37° C
na presenca de pepsina (800 U/ml) para expor as ligacdes livres de DNA. Apds a lavagem com
Tris/HCI, os cortes foram pré-incubados por 10 minutos com tamp&o A (30 mM Tris/HCI, pH
7,2), 140 nM de cacodilato de s6dio e 1mM de cloreto de cobalto) e entdo colocados em
camara Umida por 60 minutos a 37° C com tampdo A contendo 0,2 U/L deoxinucleotidil
transferase terminal (TdT) e 15 M biotina-16-dUTP. A reacdo foi entdo interrompida por uma
lavagem de 15 minutos em tampdo citrato (300 nM de NaCl 30 mM de citrato de sédio, pH 7,3)

a temperatura ambiente. Os cortes foram lavados novamente em TBS contendo 1% de
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albumina sérica bovina e finalmente com estreptoavidina conjugada Cy-3 por 20 minutos. Os
cortes foram lavados novamente em TBS [12]. Em seguida, as laminas foram montadas e 0s

cortes observados em microscépio dptico de luz e fotografados.

3. Resultados

3.1 Contagem e histologia dos sitios de implantacao

A andlise estatistica das médias do numero de sitios de implantagdo nos animais dos
grupos experimentais revelou que o tratamento com o metronidazol reduziu significativamente
os sitios em relagéo ao controle (Tabela 1).

Os sitios de implantacdo nas ratas do grupo tratadas com placebo apresentaram-se
totalmente inseridos na parede do Utero. Histologicamente esses sitios mostraram-se
constituidos por trofoblastos, alguns com atividade mitdtica, citotrofoblastos poliploides e rica
vascularizacdo. O epitélio luminal apresentou-se caracteristico do tipo simples colunar e na
decidua foram visualizadas varias glandulas endometriais (Figs. 1A, 1B, 1C e 1D). Os sitios de
implantacdo no grupo tratado apresentaram as mesmas caracteristicas histologicas do controle

(Figs. 2A, 2B, 2C e 2D).

3.2. Peso, analise morfologica e histoquimica das Placentas

Houve uma reducéo estatisticamente significativa no peso das placentas das ratas tratadas
com metronidazol quando comparada as dos animais do grupo placebo (Tabela 1).

Na analise morfoldgica das placentas, com 14 dias de desenvolvimento, tanto dos animais
do grupo | como do grupo II, apresentaram as mesmas caracteristicas histologicas,
caracterizando-se pela presenca da regido da decidua bastante vascularizada e a regido do disco

placentario bem desenvolvido, com as trés camadas: camada do labirinto, regido mais externa e
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a mais espessa, caracterizada pela presenca de lacunas contendo vasos maternos e fetais. A
camada do trofospongio na qual se observa trofoblastos indiferenciados. A ultima camada é
formada pelas células trofoblasticas gigantes, as quais se misturam com a decidua (Figs. 3A,
3B, 3C, 3D, 3E e 3F).

A analise histoquimica ndo revelou alteraces significativas no teor de fibras colagenas,

elasticas e reticulares (Tabela 2).

3.3. Andlise morfométrica das placentas

A anélise estatistica das médias da area total do disco placentario mostrou que o grupo Il
apresentou a menor média diferindo significativamente do grupo controle (Tabela 1). Nesse
grupo também foram evidenciadas diferencas significativas na regido do labirinto para os
parametros trofoblastos sinciciais, e vascularizacdo materna e fetal (Tabela 3). Na camada de
trofospongio, a média das células trofoblasticas e trofoblastos sinciciais também foram menores

em relagéo ao controle, diferindo significativamente (Tabela 4).

3.4. Apoptose
O teste de TUNEL mostrou atividade apoptética nos sitios de implantacdo e placentas

com 14 dias de desenvolvimento independente do tratamento (Figs. 4 e 5).

3.5. Contagem e aferi¢céo do peso e comprimento dos neonatos

Né&o foram observados nenhum indicio de malformacéo na cabeca, tronco e membros dos
neonatos. No entanto, houve uma reducdo significativa no nimero e peso dos neonatos no
grupo tratado com o metronidazol em relagcéo ao placebo, porém sem afetar o seu comprimento

(Tabela 5).
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4. Discussao

Os resultados da presente pesquisa mostraram que o tratamento com o metronidazol na
dosagem de 130 mg/kg reduziu significativamente o numero de sitios de implantacdo em
relagdo ao grupo controle, ndo sendo observado locais de absorcdo. Este fato refletiu
significativamente na reducdo do numero dos neonatos, porém ndo causando malformacoes.
Esses resultados estdo compativeis com os achados de Mudry et al [8] que descreveram uma
diminuigdo na viabilidade de embries implantados em ratas tratadas com metronidazol antes
do acasalamento. Esses autores atribuiram esse esfeito a atuacdo do metronidazol sobre os
foliculos ovarianos das fémeas tratadas, descartando um efeito pds-fecundacdo, pois o tempo
decorrido entre a administracdo da droga e o acasalamento foi de 24 horas ou mais. No entanto,
0s resultados dessa pesquisa mostraram que 0 metronidazol pode também interferir na interacéo
blastocisto endométrio quando administrado ap6s o acasalamento. Assim, levando-se em
consideracdo que o tempo de vida média plasmatica do metronidazol é de 8 a 10 horas [13,14],
poderia haver um efeito citotoxico sobre alguns ovdcitos liberados, que seria proporcional a
dose ou tempo de administracdo, como sugerido por varios autores em estudos com o

metronidazol em células germinativas masculinas [9,15].

A andlise estatistica das médias dos pesos das placentas, area total do disco placentario,
dos parametros trofoblastos sinciciais, vascularizacdo materna e fetal, na regido do labirinto, e
dos parametros células trofoblasticas e trofoblastos sinciciais, na regido do trofospongio, aos 14
dias de getacdo nos animais do grupo tratado, diminuiram significativamente quando
comparados aos do grupo controle, tendo reflexo na reducéo do peso dos neonatos. Isto poderia
estar associado a reducdo dos niveis dos horménios gonadotréficos LH e FSH, visto que a
administracdo do metronidazol na dosagem de 200 e 400mg/kg durante 30 dias e 60 por via
intraperitoneal levou a reducao dos niveis de testosterona, FSH e LH em ratos machos [16,17].

Dessa forma, alteracdes nos niveis dessas gonadotrofinas, que desempenham um papel
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sinérgico no desenvolvimento dos foliculos ovarianos, ovulacdo e implantacdo [18], poderia
levar a diminuicdo de liberacdo de androgenos, estrogeno e progesterona responsaveis pela
diferenciacdo morfoldgica e funcional do trofoblasto durante a gestacdo, além de atuarem
gradativamente sobre a camada basal do endométrio, aumentando a sua espessura devido a
mitose e crescimento das glandulas endometriais, proliferacdo do estroma e neoformagéo
vascular e formacao das artérias espiraladas, eventos importantes para desenvolvimento normal
da placenta e consequentemente, do feto [19, 20, 21].

A atividade apoptdtica foi observada nos sitios de implantacéo e placentas com 14 dias de
desenvolvimento independentemente do tratamento, mostrando desta forma que o tratamento
com o metronidazol na dosagem de 130 mg/kg por via oral, ndo interferiu com 0 processo
apoptético natural da placenta durante a gestacdo. Segundo Smith; Baker; Symond [22], a
apoptose atinge todas as células da placenta ocorrendo durante toda a gestacdo, porém com
maior freqliéncia no periodo final [23, 24, 25], exercendo um papel importante no mecanismo
de remodelacdo placentaria, auxiliando na manutencdo adequada das proporcdes teciduais
[22,26], pois para o sucesso da implantacdo embrionaria € necessario que haja um equilibrio
entre proliferacdo e morte celular. 1sso se torna importante, pois o aumento da taxa de apoptose
nas células deciduais e trofoblasticas estdo associados aos casos de aborto espontaneo [27].

Com relacdo a analise histoquimica, ndo houve alterac6es significativas no teor de fibras
colagenas, elasticas e reticulares, nos sitios e placentas dos animais do grupo tratado quando
comparado ao grupo controle. Varias pesquisas tém demonstrado acdo do metronidazol, na
dosagem de 180 mg/kg, por via oral, no processo de reparacao tecidual acelerando da contracédo
da ferida, sintese de coldgeno e epitelizacdo, promovendo precocidade na cicatrizacdo
estimulando diretamente os fibroblastos, principais células envolvidas nesse processo, porém
em doses mais altas pode produzir citotoxicidade nessas células [28, 29], impedindo a sintese

de colageno, elastina, fibronectina, glicosaminoglicanas e proteases, necessarios para o
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remodelamento tecidual durante a cicatrizacdo [30, 31]. Contudo, ha indicios de que o
metronidazol ndo atue diretamente sobre os fibroblastos, e sim, diminuido a duracdo da fase
inflamatoria, permitindo a acdo mais rapida dessas células no processo de cicatrizacdo [32] o
que foi reforcado pelo nosso estudo, pois tanto nos sitios de implantacdo como nas placentas
ndo ha processos inflamatorios. Assim, concluimos que o metronidazol administrado em ratas
prenhes, por via oral, na dosagem de 130 mg/Kg, nos dois tercos iniciais da gestacdo interfere
na interacdo blastocisto endométrio e desenvolvimento fetal, reduzindo o nimero de embrides
implantados, peso e componentes da placenta, além do nimero e peso dos neonatos, sem no
entanto, alterar a taxa de apoptose e componentes da matriz extracelular decidual e placentéria.

Isto sugere que o uso desse medicamento deve ser evitado nas fases iniciais da gestacao.
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Figura 1: Fotomicrografia do Utero de ratas do grupo placebo. A - Sitio de implantagdo (*) de

ratas do grupo controle totalmente inserido na parede do Utero. H.E. + 42X. B - Trofoblasto em
mitose (ponta de seta) e citotrofoblasto polipléide (seta). H.E + 428X. C - Epitélio luminal (el).

H.E + 428X. D - Vasos sanguineos (vs) e glandulas endometriais (setas curtas). H.E. = 107X.

45



Figura 2: Fotomicrografia do Gtero de ratas do grupo tratado. A - Sitio de implantacdo (*) de

ratas do grupo tratado totalmente inserido na parede do utero. H.E. + 42X. B - Trofoblasto em
mitose (ponta de seta) e citotrofoblasto polipléide (seta). H.E + 428X. C - Epitélio luminal (el).

H.E + 428X. D - Vasos sanguineos (vs) e glandulas endometriais (setas curtas). H.E. + 107X.
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Figura 3: Fotomicrografia do disco placentario de ratas do grupo controle: A - labirinto (L),
trofospongio (Tg) e Célula trofoblastica gigante (CTg). H.E. 107X. B — Detalhe do labirinto
contendo trofoblastos sinciciais (setas), vasos maternos (setas curtas) e fetais (ponta de setas).
H.E. 428X. C — Detalhe do trofospongio (Tg) e celulas trofoblasticas gigantes (Ctg). H.E.
428X. Disco placentario de rata do grupo tratado: D - labirinto (L), trofospongio (Tg) e Célula
trofoblastica gigante (CTg). H.E. 107X. E - Detalhe do labirinto contendo trofoblastos
sinciciais (setas), vasos maternos (setas curtas) e fetais (ponta de setas). H.E. 428X. F — Detalhe

do trofospongio (Tg) e células trofoblasticas gigantes (Ctg). H.E. 428X.
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Figura 4: Teste de TUNEL. Sitio de implantacdo (A) e (B) controle e (C) e (D) tratado.

Observar marcacéo positiva apenas na decidua (De). £ 42X (A e C) e 107X (B e D).

48



Figura 5: Teste de TUNEL. Disco placentario. Labirinto (L), Trofospongio (Tg) e Células
trofoblasticas gigantes (Ctg). (A), (C) e (E) controle, (B), (C) e (D) tratado. Observar marcagéao

positiva (setas). £ 428X.
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Tabela 1: *Médias e desvio padrdo do nimero de sitios de implantacdo (SI), pesos (g) das
placentas (PL) aos 14 dias de prenhez e 4rea (um?) total (AT) do disco placentério

Nos grupos experimentais.

Gl Gl =
Sl 14,20 + 0,83a 11,80 +1,64b 5,20200129
PL 0,284 +0,015a 0,231 +0,027b 3,231%00%
AT 4251,83 +16,87a 3542,51+13,72b 4,402%03%

*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste de

Wilcoxon-Mann-Whitney (P<0,05).

Tabela 2: Histoquimica do disco placentario nos grupos experimentais. Reacdo intensa (++),

moderada (£) e fraca (+).

Gl Gll
Fibras colagenas ++ ++
Fibras elastcas + +
Fibras reticulares + +
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Tabela 3: *Médias e desvio padrdo dos elementos constituintes da regido do labirinto do disco

placentario, com 14 dias de desenvolvimento, nos grupos experimentais.

Gl Gll F
VM 18,35 + 1,16a 15,03 + 1,18b 2,053704%
VF 15,26 + 1,442 12,32 +1,04b 3,388%%%
TS 59,32 + 2,09a 52,50 + 2,33b 5,2320004

*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste de
Wilcoxon-Mann-Whitney (P<0,05). VM = vasos maternos; VF = vasos fetais e TS =
trofoblasto sincicial.

Tabela 4: *Médias e desvio padrdo dos elementos constituintes da regido do trofospongio e
células trofoblasticas gigantes do disco placentario, com 14 dias de

desenvolvimento, nos grupos experimentais.

Gl GlI =

CT 42,18 +1,78a 39,15+0,96b 2,315 """

TS 7,28 +0,15a 6,19 +0,67b 7,432 %9492

CTG 67,89 + 2,34a 62,08+224a 7,012 °%%

*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste de
Wilcoxon-Mann-Whitney (P<0,05). CT = células trofoblasticas; TS = trofoblasto sincicial e
CTG = células trofoblasticas gigantes.
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Tabela 5: *Médias e desvio padrdo do peso (g) e comprimento (cm) dos filhotes com um dia de

nascido dos grupos experimentais.

Gl Gll P
NUmero 12,60 + 0,54a 10,80 + 1,30b 2,751 7%
Peso 6,78 £ 0,17a 5,54 + 0,58b 4,657 0010
Comprimento 6,22 +0,31a 6,12 +0,23a 1,702 %07%

*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste de

Wilcoxon-Mann-Whitney (P<0,05).
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