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RESUMO

A dipirona sodica é um dos farmacos mais utilizados durante a gestacéo e lactacéo,
mas até o momento, ndo foi demonstrado as possiveis alteracbes no cuidado
materno e da prole. Portanto, nds avaliamos a influéncia da dipirona sodica sobre o
comportamento materno (CM) de camundongos fémeas lactantes e a repercussao
nos filhotes, observando o desenvolvimento fisico e de reflexo nos primeiros dias de
vida e o comportamento na fase de adolescéncia. A dipirona sédica foi incorporada
na &agua de consumo dos camundongos fémeas lactantes, nas doses de
100mg/kg/dia, 300mg/kg/dia, 500mg/kg/dia e Omg/kg/dia (auséncia de dipirona -
grupo controle), durante oito dias de lactacdo (DL). Os filhotes, machos e fémeas,
foram submetidos a andlise da vocalizacao ultrassénica no 7° ou 8°dia de vida e a
andlises de desenvolvimento fisico e de reflexo até o 20° DL. No periodo de
adolescéncia, foram submetidos aos testes de campo aberto, labirinto em cruz
elevado e ao teste de esconder esferas. O tratamento com dipirona sédica reduziu o
comportamento materno das maes com maior dose (500mg/kg/dia), além de
apresentarem reducdo da locomocao significativa. Os filhotes destas maes
apresentaram retardo no desenvolvimento fisico e de reflexo. Os machos
adolescentes de maes com maior dose apresentaram reducdo da locomocéo e
comportamento tipo ansioso e as fémeas adolescentes provindos de méaes que
receberam dipirona, na dose de 100mg/kg/dia, 300mg/kg/dia ou 500mg/kg/dia,
também apresentaram comportamentos preditivos de ansiedade. Diante dos
resultados obtidos, podemos concluir que, a dipirona sédica utilizada durante a
lactacdo reduziu o CM de camundongos fémeas lactantes e que esta reducdo pode
estar relacionada com as alteragcbes encontradas no desenvolvimento e no
comportamento dos filhotes machos e fémeas adolescentes. Todos 0s experimentos
foram realizados nas instalagbes do Laboratério de Neuroendocrinologia
Comportamental do Programa Multicéntrico de Pdés-graduacdo em Ciéncias

Fisiologicas da Universidade Federal de Alfenas.

Palavras-chave: Comportamento materno. Dipirona sédica. Filhotes.



ABSTRACT

The dipyrone is one of the drugs used during pregnancy and lactation, but so far has
not been shown possible changes in breast care and offspring. Therefore, we
evaluated the influence of dipyrone on maternal behavior (CM) of lactating female
mice and the effect in the offspring, noting the physical and reflex in the first days of
life and behavior in adolescence phase. The dipyrone was incorporated in drinking
water of mice lactating females at doses of 100mg/kg/day, 300mg/kg/day,
500mg/kg/day and Omg/kg/day (no dipirone - control group) during eight days of
lactation (DL). Pups, male and female, were subjected to ultrasonic vocalization
analysis on the 7th or 8th day of life and physical analysis and reflection until the 20th
DL. In the adolescent period, they underwent the open field test, elevated plus maze
and testing to hide balls. Treatment with dipyrone reduced maternal behavior of
mothers with higher dose (500mg/kg/day) , in addition to having significantly reduced
locomotion. The pups of these mothers had delayed physical development and
reflection. Adolescent males of mothers with higher dose had reduced locomotion
and behavior type anxious and adolescent females stemmed from mothers who
received dipyrone, at a dose of 100mg/kg/day, 300mg/kg/day or 500mg/kg/day also
showed predictive behaviors of anxiety. Based on these results, we can conclude
that the dipyrone used during lactation reduced the CM of lactating female mice and
that this reduction may be related to the changes found in the development and
behavior of males and adolescent females puppies. All experiments were performed
in the Laboratory of Neuroendocrinology facilities Behavioral the Multicenter Program

Postgraduate Physiological Sciences, Federal University of Alfenas.

Keywords: Maternal behavior. Dipyrone sodic. Pups.
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1 INTRODUCAO

As alteracbes hormonais e modificacdes fisicas no organismo materno, que
antecedem e continuam logo apoés o parto, sdo de extrema importancia para definir
um comportamento, caracterizado por diversos cuidados da mae em relacdo a
prole recém nascida, sendo denominado de comportamento materno (CM)
(NUMAM; INSEL, 2003; PIRES et al., 2013; SHEEHAN et al., 2001).

O CM englobam acdes de cuidados diretos com a prole além de envolver
acOes indiretas, como ansitlise maternal e a defesa da mae contra um intruso
(FLEMING; ROSENBLATT, 1974; GROTA; ARDER, 1969).

Dentre os varios fatores como o estresse, mudancas no ambiente e na
alimentacéo, o uso de drogas durante o periodo gestacional e lactacional podem
alterar o CM, além de comprometer o desenvolvimento da prole. (BOSCH et al.,
2007; COSTA,; VILELA; GIUSTI-PAIVA, 2013).

De acordo com os estudos de Cook et al., (2003) e Lamounier et al., (2002),
os farmacos mais prescritos sdo os anti-inflamatérios ndo esteroidais (AINES),
sendo que a dipirona sédica é a mais utilizada no pés-parto.

A dipirona sédica € um comum antipirético, com grande poténcia analgésica,
porém é considerado um anti-inflamatorio fraco (CRUFLIN; VILELA; GIUSTI-
PAIVA, 2015; SCHLOSBURG et al., 2012). Seu mecanismo de acdo ndo estad bem
definido, acredita-se que os metabdlitos da dipirona sejam inibidores de baixa
poténcia das ciclooxigenases, além de possuirem um possivel envolvimento com
outros sistemas, como dos endocanabinddeis (CRUFLIN; VILELA; GIUSTI-PAIVA,
2015; PAMPLONA et al., 2013; SCHLOSBURG et al., 2012).

Ha muitas controvérsias quanto ao uso da dipirona, sendo que em muitos
paises ela foi proibida, apds a publicacdo de estudos que descreviam a morte por
depressdo medular, agranulocitose e anemia aplastica (HUTCHISON; CONWAY,
1955; PATUCK, 1954). Porém, estudos atuais afirmam que estes riscos sao
insignificantes, pois outras drogas e pesticidas também podem causar oS mesmos
problemas (BENSENOR, 2001; NASCIMENTO, 2005).

Portanto, observa-se que até o presente momento, pouca ou nenhuma atengao
foi dada as pesquisas que utilizam a dipirona sodica, durante a lactagdo, bem como
estudos voltados a elucidar o seu mecanismo de acdo e as influéncias geradas nas

respostas comportamentais das mées e da prole.
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Desta forma, o presente trabalho avaliou as possiveis alteragbes no
comportamento materno provocadas pelo uso da dipirona sodica, as alteracdes
fisicas e de reflexo nos filhotes no periodo lactacional e, a analise comportamental

da prole adolescente.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Ao final da gestacdo e inicio da lactacdo, as méaes apresentam um perfil
hormonal e caracteristicas proprias, expressas em modalidades, contextos e
condicdes fisiolégicas diferentes. Tais condi¢gbes resultam em um comportamento
complexo, natural e involuntario, chamado de comportamento materno (MATTSON
et al., 2001; NUMAN, 1994; OLAZABAL et al., 2013).

Este comportamento se caracteriza por acdes que envolvem um cuidado da
mae com a prole, sendo indispensavel para a sobrevivéncia, desenvolvimento
adequado e o0 sucesso reprodutivo dos filhotes, pois ao nascerem, os filhotes de
roedores sao parcialmente imodveis, desprovidos de pelos, surdos, cegos e
incapazes de regularem a prépria temperatura (ANGOA-PEREZ et al., 2014,
FERREIRA et al., 2002; GROTA; ADER, 1969; GUBERNICK; KLOPFER, 1981;
VILELA, 2011).

O inicio do CM é desencadeado por influéncias hormonais no final da
gestacdo, como reducdo dos niveis de progesterona, aumento do estradiol e
prolactina. Estudos sugerem que estes hormoénios exercem suas atividades em
regides hipotalamicas, tais como, area pré-optica medial e por¢céo ventral do ndcleo
intersticial da estria terminal, modulando assim tal comportamento (NUMAM; INSEL
2003; SHEEHAN et al., 2001).

Segundo Numan (1994), o CM tem seu auge nas duas primeiras semanas
apos o parto, diminuindo gradativamente durante o crescimento dos filhotes, até
tornarem-se mais independentes na auto-regulagem térmica e na procura de
alimento e, a mée torna-se menos responsiva as demandas da prole.

Em relacéo aos filhotes, o cuidado materno inclui acées diretas e indiretas; as
diretas sdo: amamentacdo (posicao de cifose e sobre os filhotes), self grooming
maternal (auto limpeza da regido mamaria), pup grooming (limpeza da ninhada),
construgdo do ninho e recuperacdo dos filhotes. Ja as acdes indiretas sao:
comportamento agressivo contra o intruso (defesa propria e da ninhada) e
comportamentos preditivos de ansiedade reduzida, denominado de ansiolise
maternal (BOSCH et al., 2005; FLEMING; LUEBKE, 1981; VILELA; GIUSTI-PAIVA,
2011).

Na figura 1 sdo apresentados alguns parametros maternos e ndo maternos,

gue sao observados durante a analise do comportamento materno em roedores.
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Figura 1 - Representagdo esquematica de alguns parametros analisados no comportamento materno
em roedores.

T - F

Fonte: Criacdo da autora, desenho de Willian Firmino?.
Nota: Posicédo de cifose (A), carregando filhote (B), lambendo filhote (pup-grooming/licking pups) (C),
construindo ninho (D), fora do ninho (E), agrupando os filhotes (F), sobre os filhotes (G).

Alteracbes destas agbes no CM, como a reducdo do tempo de lambida nos
filhotes, podem influenciar nas respostas comportamentais e neuroendécrinas dos
filhotes, na fase da adolescéncia e adulta. Isso porque, a estimulacdo dada pela méae
€ uma relevante fonte de estimulos sensoriais, para o desenvolvimento inicial dos
filhotes (CIRULLI; BERRY; ALLEVA, 2003; LEVINE, 2000; URIARTE et al., 2007).

Estudos com filhotes de mées classificadas como ‘high licking” (classificacao
dada as mées que lambem mais sua prole) tiveram a ansiedade diminuida no teste
de campo aberto (CALDJI et al.,, 1998; URIARTE et al., 2007). Outro estudo
demonstrou que estes filhotes sdo hiporresponsivos, ou seja, respondem menos ao

medo no shock probe-burying test, quando comparados com filhotes de mées “low

1 Desenhado pelo cirurgido dentista e desenhista Willian Firmino da cidade de Alfenas, Minas Gerais,
a partir da criacéo e explicacdo da autora.
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licking” (classificacdo dada as maes que lambem menos sua prole) (MENARD et al.,
2004).

Como ja dito anteriormente, a relagcdo mae-filhote se torna fundamental para a
prole, mas também, a relacdo entre filhote e mée €& muito importante para a
manuten¢do do comportamento materno e na investigacéo da ontogenia da emocao,
como pode ser observado na vocalizagdo ultrassonica (USV) dos filhotes. Esta
analise, atualmente, tem sido uma medida bem estabelecida para avaliar a
comunicacdo em roedores (HAHN; LAVOOY, 2005; VELZEN; TOTH, 2010) e se
tornou de extrema utilidade na deteccéo de efeitos, muitas vezes imperceptiveis, em
tratamentos nocivos durante o desenvolvimento da prole. JA& que geralmente o
aumento das taxas de USV, é um comportamento indicativo de ansiedade nos
filhotes (BRANCHI; SANTUCCI; ALLEVA, 2006; CUOMO et al., 1987; TREZZA et
al., 2008).

Assim, os periodos pré e pés natal devem ser tratados com muita cautela
pois, diversos fatores sao capazes de influenciar o CM e comprometer
prejudicialmente o futuro desenvolvimento comportamental dos filhotes. Como € o
caso da exposicédo ao estresse (social ou de contencao), de modificacbes na dieta
(dietas hipo/hiperproteica ou hipercaléricas) e o uso de farmacos no periodo
gestacional ou lactacional (BOSCH et al., 2007; COSTA; VILELA; GIUSTI-PAIVA,
2013, TREZZA et al., 2008).

Portanto um ambiente materno tranquilo € fundamental para que ndo ocorram

problemas futuros irreversiveis.

2.1 ALTERACAO NO COMPORTAMENTO MATERNO PELA EXPOSICAO A
FARMACOS

O uso de farmacos deve ser empregado de maneira mais racional,
principalmente quando a paciente requer cuidados especiais, como é o caso
daquelas que se encontram no periodo gestacional e lactacional, sendo que na
maioria dos casos, 0 tratamento medicamentoso é Unica conduta terapéutica
adotado (MELO; RIBEIRO; STORPIRTIS, 2006; NASCIMENTO, 2002).

A necessidade do uso de farmacos, durante a gestacdo e amamentacéo é

um assunto muito importante e preocupante na pratica clinica, ja que alguns



26

farmacos podem acarretar possiveis problemas iatrogénicos, além dos efeitos que
podem ser induzidos nas criangas amamentadas, em razado da dificuldade de
mensurar a exata quantidade de droga e dos metabdlitos excretados no leite
materno (ALLASTAR e WOOD, 2000).

Estudo de Liles et al. (2012), realizados em humanos, apresentaram relatos
de comportamentos depressivos fortes e aumento do estresse lactacional, em maes
que fizeram uso de metanfetamina durante a gravidez.

Estudo em roedores, demonstrou prejuizos do cuidado da mée quando ha
exposicdo a farmacos, como é visto no trabalho de Moura et al. (2010), no qual ratas
lactantes tiveram uma inibicdo dos parametros de agrupamento, construgdo do
ninho e CM total, apds receberem injecdes centrais de morfina na substancia
cinzenta periaguedutal rostrolateral.

Outro estudo é de Vilela e Giusti-Paiva (2014) que demonstrou uma
reducdo do CM, aumento do tempo para o recolhimento do primeiro filhote e,
diminuicdo no tempo de amamentacao em cifose, em ratas tratadas com o agonista
de receptor de canabindides.

Além das alteracBes comportamentais, 0 uso de drogas em tais periodos
tem sido relacionado com problemas de desenvolvimento, comportamento e até de
malformagdes nos filhotes, como foi descrito no trabalho de Burdan et al. (2011), no
qual utilizaram inibidores de ciclooxigenases na gravidez gerando defeitos no septo
ventricular e mas formacGes na fenda do esterno, além de uma mineralizacéo
incompleta dos ossos do cranio e do esterno.

Mesmo com trabalhos discutindo os riscos e demonstrando problemas com
o risco da utilizacdo de farmacos durante todo o periodo gestacional e lactacional,
ainda é encontrado muitas prescricées utilizando-os durante estes periodos, sendo
gue os AINES séo as classes de farmacos mais prescritos para mulheres gravidas
(COOK et al., 2003) e no pés-parto (LAMOUNIER et al., 2002).

Em uma pesquisa de levantamento de dados sobre o uso de medicamentos
nos periodos neonatal e pds-natal em uma cidade brasileira, apresentou que 0s
AINEs mais usados durante o periodo neonatal foram: Diclofenaco (36,3%),
clonixinato de lisina (30,2%), cetoprofeno (18,7%), dipirona (13,5%), paracetamol
(0,7%), acido acetilsalicilico (0,4%) e tenoxicam (0,2%), sendo que apoOs a saida do
hospital (pds-natal), num periodo observado de 12 meses, a dipirona sédica foi o
farmaco mais utilizado (CHAVES, 2004; CHAVES et al., 2006).
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A partir destes relatos relevantes, alguns estudos passaram a descrever
sobre a seguranga da maioria dos farmacos da classe dos AINES, principalmente
durante o periodo da amamentacdo, demonstrando que tal classe é responsavel por
apenas 8% das queixas prescritas (CHAVES, 2004; HALE, 2003; HALE, 2004).

Dessa maneira, as pesquisas relacionadas ao uso de farmacos,
principalmente da classe dos AINES durante a gestacdo e lactacdo, precisam ser
intensificadas pois ainda ndo conseguem esclarecer todas as possiveis alteracdes

no comportamento das maes e/ou nos filhotes.

2.2 DIPIRONA SODICA

A dipirona sédica é um dos derivados da familia das pirazolonas, também
conhecida como noramidopiriniometanossulfonato sodico, analgina, metamizol,
metampirona, noramidopirona, sulpirina (NASCIMENTO, 2005).

No século XIX, devido a grande escassez de medicamentos, houve uma
intensa pesquisa clinica na area da analgesia e anestesia com sintetizacdo de novas
moléculas. Comecando em 1884 na Alemanha, com a sintetizagcdo da antipirina
(pertencente a classe das pirazolonas), mais tarde, Hoechst AG sintetizou a
melubrina, primeiro composto injetavel da familia, e em 1922, houve a introducéo da
dipirona no mercado brasileiro pela Hoechst AG (hoje, parte do laboratério Sanofi
Aventis) com o nome de Novalgina® (BRASIL, 2001).

A dipirona sédica é uma droga anti-inflamatoria ndo esteroidal, sendo um
potente analgésico e antipirético, e estd entre as drogas mais utilizadas no Brasil
(31,8%), em comparacdo com o paracetamol (29,7%) e o acido acetilsalicilico
(27,1%). E comercializada, por mais de oitenta anos, em diversos paises (BRASIL,
2001; PIZZOL et al., 2009).

Nos Estados Unidos a sua comercializacdo estd proibida desde 1937,
devido a um possivel efeito depressor da medula 6ssea, levando a uma anemia
aplastica e agranulocitose (BENSENOR, 2001). Desde 1932, quando expuseram
pela primeira vez a pesquisa, correlacionando o uso da aminopirina e
agranulocitose, muitos paises proibiram o seu uso. Até que o estudo internacional
sobre a agranulocitose e anemia aplastica concluiu que, o risco de agranulocitose

causada pela dipirona era muito baixo e tal efeito poderia ser ocasionado por outros
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medicamentos e pesticidas, ndo havendo assim uma nitida correlacdo
(NASCIMENTO, 2005; SHAPIRO, 1986).

Pesquisas realizadas em humanos por Levy et al., (1984), demonstraram
que a dipirona apresenta quatro metabolitos, 4-metil-aminoantipirna (4-MAA), 4-
amino-antipirina (4-AA), 4-acetil-aminoantipirina (4-AAA) e 4-formil-aminoantipirina
(4-FAA), sendo que os dois primeiros metabdlitos, 4-MAA e 4-AA, estdo
relacionados aos efeitos analgésicos (SCHUG; ZECH; DORR, 1990).

A dipirona é uma pré-droga e, quando administrada via oral sofre uma
hidrélise, ndo enzimatica formando o metabdlito 4-MAA que é metabolizado no
figado, ocorrendo assim uma demetilacdo e uma oxidacdo formando o 4-AA e 4-
FAA, respectivamente (ERGUN; FRATTARELLI; ARANDA, 2004). Todos os
metabdlitos sdo excretados pelos rins e nenhum se liga fortemente as proteinas
plasméticas (ROHDEWALD et al., 1983).

Figura 2 - Estrutura da dipirona e dos metabdlitos responsaveis pela analgesia, 4-MAA e

4-AA.
CH, CH, H
H,C N—CH,SO,Na H,C N—H H,C, N—H
~N. N N
H,C™ °N” 7O H,C” "N O H,C™ “NT O
Dipyrone 4=Methyl=aminc= 4-Amino-antipyrine
antipyrine

Fonte: HINZ et al., 2007

O mecanismo de acao da dipirona ndo apresenta uma elaboragdo completa
e bem elucidada, propondo mecanismos periféricos e centrais alternativos tais como:
a inibicdo das prostaglandinas no sistema nervoso central (SACHS; CUNHA;
FERREIRA, 2004); ativacdo de uma via arginina-oxido nitrico, para analgesia
periférica e espinal (LORENZETTI; FERREIRA, 1996) e possivel inibicdo de uma
outra isoforma da ciclooxigenase (ANDRADE, 2005)
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Um outro mecanismo proposto € por via do sistema endocanabindide, ja
que estudos tem relacionados os AINES com tal sistema, como € demonstrado no
estudo de Ottani et al. (2006), no qual sugeriram que o paracetamol, que € uma
AINE, tem sua acédo antinociceptiva induzida pelo sistema canabindides.

Assim, levando tal informacdo em consideragdo Cruflin, Vilela & Giusti-
Paiva (2015) demonstraram que o sistema endocanabindide estd, também,
envolvido nas acdes da dipirona em promover hipolocomocéo, catalepsia e
analgesia via receptores de canabindides CB1.

Até o presente momento, ndo foram encontrados relatos na literatura, com
relacdo ao uso da dipirona no periodo gestacional ou lactacional e, suas possiveis
consequéncias no comportamento materno, desenvolvimento e comportamento dos

descendentes.
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3 JUSTIFICATIVA

A utilizacdo de farmacos pela mée, durante o periodo de lactacdo, apresenta
relevante preocupacao, pois muitas drogas sao capazes de alterar os cuidados da
mae com a prole, provocando possiveis prejuizos futuros na vida dos filhotes.

Uma das drogas mais prescritas e utilizadas pelas gravidas e lactantes é a
dipirona sdédica, pertencente a classe dos AINES, que € utilizada em quase todo o
mundo, porém seu mecanismo de acdo ainda ndo esta bem elucidado, havendo
hipéteses de que seus efeitos possam ser mediados pelos endocanabindides.

Até o presente momento ndo encontramos pesquisas que avaliam a a¢ao da
dipirona no comportamento materno e as possiveis alteracées no desenvolvimento
futuro dos filhotes.

Diante disto, este estudo avaliou as influéncias comportamentais que as méaes
lactantes poderiam sofrer, quando submetidas a diferentes doses de dipirona sddica,
observando ainda as consequéncias no desenvolvimento inicial dos filhotes e em

parametros comportamentais na adolescéncia.
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4 OBJETIVOS

Os obijetivos deste trabalho estdo descritos abaixo.

4.10BJETIVO GERAL

a)

Avaliar a influéncia da dipirona sédica sobre as respostas comportamentais
em camundongos fémeas lactantes e a repercussdao no desenvolvimento

sobre a prole adolescente.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a)
b)
c)

d)

f)

)

h)

Verificar a influéncia da dipirona sodica no peso da mée e da ninhada;
Verificar a influéncia da dipirona sodica na ingestéao liquida da mae;

Verificar a influéncia da dipirona sddica sobre o comportamento materno em
camundongos fémeas lactantes;

Verificar a influéncia da dipirona sodica nos aparatos labirinto em cruz
elevado e de campo aberto em camundongos fémeas lactantes;

Verificar a influéncia da dipirona sédica sobre o desenvolvimento fisico, de
reflexo e de crescimento dos filhotes;

Verificar a influéncia da dipirona sédica na modulagcdo do numero de
vocalizacado ultrassénica emitida pelos filhotes;

Verificar a influéncia da dipirona sédica nos aparatos labirinto em cruz
elevado e de campo aberto nos filhotes machos e fémeas adolescentes;
Verificar a influéncia da dipirona sodica nos filhotes machos e fémeas

adolescentes no teste de esconder as esferas.
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5 MATERIAIS E METODOS

Os materiais e métodos utilizados neste trabalho estdo descritos a abaixo.

5.1 ANIMAIS

Foram utilizados camundongos fémeas e machos Swiss pesando de 25 a
30g, a partir de sete semanas de vida provenientes do Biotério Central da UNIFAL-
MG. Os camundongos foram alojados no Biotério do Laboratorio de
Neuroendocrinologia Comportamental - Campus |l em Alfenas, em caixas de
polipropileno, adequadas a sua manutencdo e tratados com racdo comercial
Nuvilab® (22% de proteina) e agua filtrada “ad libitum” e mantidas em sala
climatizada a 21 = 2 °C em ciclo 12 horas claro-escuro.

Todos os procedimentos com os animais foram aprovados pelo comité de

ética em experimentacéao animal da Unifal-MG (CEUA — protocolo n° 627/2015).

5.2 ACASALAMENTO

O acasalamento foi realizado no periodo do entardecer (entre as 17:00 - 18:30
horas), ap6s 10 dias da chegada dos animais no Biotério do Laboratério de
Neuroendocrinologia Comportamental - Campus Il. Os camundongos fémeas foram
colocados na gaiola com camundongo macho sexualmente experiente, na proporcéo
de duas fémeas para um macho. O dia em cuja manha foi constatada a presenca de
rolha vaginal foi considerado como sendo o dia 0 de gestacdo. Os camundongos
fémeas que estavam prenhas foram separadas individualmente em uma caixa e
aguardaram os 21 dias de gestacgao.

O dia de nascimento dos filhotes foi considerado como o primeiro dia de
lactacdo. No segundo dia de lactacdo, as ninhadas foram padronizadas em oito
filhotes, sendo quatro machos e quatro fémeas para todos os procedimentos
experimentais. Neste mesmo dia as maes e os filhotes foram pesados e o

tratamento foi iniciado.
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5.3 TRATAMENTO COM DIPIRONA SODICA

No segundo dia de lactacdo foi iniciado o tratamento com a dipirona sddica via
oral nos camundongos fémeas lactantes e no nono dia de lactacdo o tratamento foi
encerrado.

A droga utilizada foi a Novalgina®, infantil sabor framboesa do laboratorio
Sanofi Aventis de 50mg/mL, nas doses de 100mg/kg/dia, 300mg/kg/dia e
500mg/kg/dia e tais doses foram utilizadas segundo Schlosburg et al. (2012).

A partir da média de consumo diario de 4gua pelos camundongos fémeas
lactantes do grupo controle e baseando-se no peso dos animais, foi incorporada na
agua de beber determinada quantidade de dipirona, com o objetivo de que ao final

de um periodo de 24 horas cada animal tivesse ingerido 100, 300 ou 500 mg/kg/dia.

5.4 GRUPOS EXPERIMENTAIS

Os grupos experimentais do estudo consistiram em: Controle; aqueles que
receberam apenas agua, e animais que foram submetidos ao tratamento com
dipirona sédica incorporada na agua em trés doses diferentes, os quais foram
dipirona 100mg/kg/dia (Dipi 100), dipirona 300mg/kg/dia (Dipi 300) e dipirona
500mg/kg/dia (Dipi 500).

Os grupos experimentais dos filhotes consistiram em: Machos e Fémeas
dessas maes.

Os animais, maes e filhotes, foram direcionados aos seguintes testes:

a) Avaliacdo do comportamento materno: n = 9 maes por grupo;

b) Avaliacdo do peso da mae: n =7 a 9 maes por grupo;

c) Avaliacdo da ingestédo liquida diaria das maes durante a lactacdo: n = 10

maes por grupo;

d) Desempenho comportamental de camundongos fémeas lactantes no aparato

de campo aberto: n =8 a 11 maes por grupo;
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e) Desempenho comportamental de camundongos fémeas lactantes no aparato
de labirinto em cruz elevado: n = 8 a 11 méaes por grupo;

f) Avaliacédo do peso da ninhada: n = 10 ninhadas por grupo;

g) Avaliacdo do desenvolvimento dos filhotes: n= 5 ninhadas por grupo (4
machos e 4 fémeas de cada ninhada por grupo) total de 18 a 19 machos e

fémeas por grupo;

h) Avaliacdo do crescimento dos filhotes: n= 5 ninhadas por grupo (4 machos e 4

fémeas de cada ninhada por grupo) total de 18 a 19 machos e fémeas por

grupo;

i) Avaliacdo do numero de vocalizacBes dos filhotes: n = 8 animais por grupo (1

macho e 1 fémea por ninhada);

J) Desempenho comportamental dos filhotes adolescentes machos e fémeas no
aparato de campo aberto: n = 6 a 9 animais por grupo (2 machos e 2 fémeas

por ninhada);

k) Desempenho comportamental dos filhotes adolescentes machos e fémeas no
aparato de labirinto em cruz elevado: n = 8 a 10 animais por grupo (2 machos

e 2 fémeas por ninhada);

l) Desempenho comportamental dos filhotes adolescentes machos e fémeas no
teste de esconder esferas: n = 7 a 8 animais por grupo (2 machos e 2 fémeas

por ninhada).

5.5 AVALIACAO DO PESO DA MAE E NINHADA

No segundo, quarto, sexto, oitavo, nono e décimo segundo dia de lactacéo a
mae foi pesada separadamente, em balan¢ca semianalitica e 0 seu peso em gramas
foi registrado para futura analise estatistica.

Posteriormente a ninhada foi pesada em balanca semianalitica e o peso

também foi anotado para futura analise.
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5.6 AVALIACAO DA INGESTAO LIQUIDA DIARIA DAS MAES DURANTE A
LACTACAO

Diariamente a quantidade de liquido retido, na mamadeira de cada mae, foi
mensurado separadamente, e a quantidade em mililitros (mL) foi anotado para futura
andlise estatistica.

No nono dia de lactacdo as maes que recebiam dipirona tiveram a suspensao

da administracao, passando a receber agua sem incorporacéao da dipirona.

5.7 AVALIACAO DO COMPORTAMENTO MATERNO DE CAMUNDONGOS
FEMEAS LACTANTES

A avaliagdo do comportamento materno foi realizada no terceiro, sexto, nono e
décimo segundo dia de lactacdo, através de filmagem de 2 horas no periodo da
manha, para posterior analise (modificado de VIEIRA, et al. 2013).

A analise foi baseada no registro do comportamento do camundongo fémea a
cada minuto conforme os parametros abaixo:

a) Fora do ninho;

b) Agrupando;

c) Posicao de cifose (More - com 4 ou mais filhotes);

d) Sobre os filhotes (More - com 4 ou mais filhotes);

e) Posicao de cifose (Less — com 3 ou menos filhotes);

f) Sobre os filhotes (Less — com 3 ou menos filhotes)

g) Self grooming maternal;

h) Pup grooming;

i) Carregando os filhotes;

j) Construcao do ninho.
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5.8 DESEMPENHO COMPORTAMENTAL DE CAMUNDONGOS FEMEAS
LACTANTES NO LABIRINTO EM CRUZ ELEVADO E NO CAMPO ABERTO

Abaixo os testes de campo aberto e labirinto em cruz elevado foram descrito.

5.8.1 Campo aberto

O aparato de campo aberto consiste de uma arena circular de acrilico, com
didmetro de 60 cm e paredes com 50 cm de altura, com o piso dividido em
guadrantes, dos quais 8 areas junto as paredes do aparato sao consideradas
periferia e os 4 demais as centrais. Cada camundongo fémea lactante (n= 8 animais
por grupo) foi colocada no centro da arena e filmada por cinco minutos, para
posterior analise. Foi registrado o niUmero de cruzamentos com as quatro patas no
centro, na periferia e o efeito anti-tigmotatico (nUmero de entradas no centro/nimero
total de entradas). O numero de rearings, numero de vezes em que o roedor ficou
sobre as duas patas traseiras, também foram analisados (VALLE, 1970).

Este teste também foi utilizado para avaliar a atividade locomotora dos
animais, analisando o niumero de entradas com as quatro patas na periferia e o total
de cruzamentos. Foi realizado no sétimo ou oitavo dia de lactacao, logo apoés o teste
de labirinto em cruz elevado.

Apbs o experimento com cada animal, o aparato foi limpo com alcool 10%.

Figura 3 - Representacdo do aparato de campo aberto

Fonte: SCIENLABOR, 199-?
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5.8.2 Labirinto em cruz elevado

O labirinto em cruz elevado é um aparato que possui dois bracos abertos e
dois bracos fechados, sendo ligados por uma plataforma central. Os animais foram
colocados no centro do aparato, de frente para um dos bragcos fechados. O
comportamento do animal foi filmado durante 5 minutos, avaliando a frequéncia de
entradas e o tempo gasto nos bracos abertos e fechados. Tal teste foi realizado no
sétimo ou oitavo dia de lactacao.

ApGs o experimento com cada animal, o aparato foi limpo com alcool 10%
(BISON et al., 2009).

Figura 4 - Representagdo do aparato de labirinto em cruz elevado.

Fonte: INSIGHT, 199-?

5.9 AVALIACAO DO DESENVOLVIMENTO DOS FILHOTES

Do periodo pés-nascimento (segundo dia de lactacdo) até antes do desmame
(vigésimo dia de lactacdo), as ninhadas controle e as ninhadas Dipi 500, foram

submetidas a avaliagdo dos parametros de desenvolvimento fisico, reflexo e das
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medidas biométricas: comprimento nasoanal (CNA), distancia anogenital (DAG) e o
indice de crescimento (IC = DAG dividida pela CNA).

a) Desenvolvimento fisico:

Desdobramento da orelha (DO); Separacao dos digitos das patas dianteiras
(SDD); Separacao dos digitos das patas traseiras (SDT); Revestimento primario
(RP); Erupcéo dos incisivos superiores (EIS); Erupcdo dos incisivos inferiores (Ell);

Abertura dos olhos (AO) e Aparecimento dos mamilos (AM, apenas para as fémeas).

b) Desenvolvimento reflexo:

Reflexo de endireitamento de superficie (ES); Geotaxia negativa (GN);
Agarramento das patas dianteiras (APD); Reflexo de Rooting (RR) e Resposta
Auditiva (RA).

c) Parametros biométricos:
O CNA e a DAG em milimetros foram medidos nos dias 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14,
16, 18 e 20, separadamente em machos e fémeas.

5.10 AVALIACAO DO NUMERO DE VOCALIZACOES DOS FILHOTES MACHOS E
FEMEAS

No sétimo ou oitavo dia de lactacdo, um filhote macho e um filhote fémea de
cada camundongo lactante foram colocados individualmente em uma caixa, com
microfone conectado a um detector de vocaliza¢des ultra sonicas a 40-100 kHz. A
analise comecou ap0s a ambientac&o do filhote na caixa, por 60 segundos e 0s sons
foram gravados por 3 minutos. Foram analisados o numero de vocalizacbes no
primeiro, segundo, terceiro minuto e o numero total nos trés minutos (modificada de
BRANCHI et al., 2004).
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5.11 DESEMPENHO DOS FILHOTES ADOLESCENTES NO LABIRINTO EM CRUZ
ELEVADO E CAMPO ABERTO

O teste no labirinto em cruz elevado e de campo aberto foram realizados
como descritos anteriormente.

Foram realizados com os filhotes adolescentes, no tempo de uma semana
apos o desmame (entre 28 a 30 dias de vida), utilizando dois camundongos fémeas
e dois camundongos machos de cada grupo para o teste de labirinto em cruz
elevado. No dia seguinte ao teste de labirinto foi realizado o teste de campo aberto,

utilizando mais dois animais de ambos 0s sexos.

5.12 AVALIACAO DO DESEMPENHO DOS FILHOTES MACHOS E FEMEAS
ADOLESCENTES NO TESTE DE ESCONDER ESFERAS

O teste de esconder esferas (Marble Burying) foi realizado no periodo da
adolescéncia dos filhotes machos e fémeas (29° dia de vida dos filhotes).

Para o teste foi utilizado uma caixa de dimensdes 30X60 cm de cor branco
leitosa, com cerca de 5 cm de serragem bem compactada. Sobre a serragem foram
colocadas 20 esferas translicidas espacadas uniformementes, como demonstrado
na figura 5. Cada animal foi colocado individualmente dentro da caixa com as
esferas por um periodo de 30 minutos e a andlise foi realizada pela contagem do
namero de esferas escondidas completamente (modificado DE BOER e
KOOLHAAS, 2003).



Figura 5 - Representacdo da caixa para o teste de esconder esferas.

Fonte: Da autora

iz |
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6 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos foram analisados utilizando o software GraphPad Prism
versao 5.0 e serdo expressos como meédia + erro padrdao da média (SEM). Os
resultados foram analisados por teste t Student para comparacéo de 2 grupos; One-
way ANOVA seguida pelo pés-teste de Dunnet para comparacdo de mais de 2
grupos.

Foram considerados estatisticamente diferentes grupos analisados em que
p<0,05.
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7 RESULTADOS

Os resultados do estudo estao apresentados a seguir.

7.1 AVALIACAO DO PESO DA MAE E NINHADA DURANTE A LACTACAO

Abaixo se encontra os resultados da avaliacdo do peso das mées e das

ninhadas durante a lactagao.

7.1.1 Avaliacdo do peso das méaes durante a lactacao

A analise por ANOVA one-way demonstrou que ndo houve diferenca
significativa no peso das mées no 4°, 6°, 8°, 9° e 12° dia de lactacdo nas diferentes
doses de dipirona 100, 300 e 500 mg/kg/dia (Fs3s= 1,171 e p = 0,3341; F33s= 1,716
e p=0,1811; Fs3s = 1,938 e p = 0,1409; F336 = 1,620 e p = 0,2035; F336 = 2,522 e

p=0,0731, respectivamente).

Tabela 1 — Variagédo do peso (g) das méaes controle (Controle n=7), dipirona 100mg/kg/dia (Dipi 100
n= 9), 300mg/kg/dia (Dipi 300 n=9) e 500mg/kg/dia (Dipi 500 n=9) durante o periodo de

lactacao.
Tratamento Controle Dipi 100 Dipi 300 Dipi 500

(o} - - -

4 2,57+4,98 3,49+ 64 0,97+3,21 3,34+3,35
(o} - -

6 2,49+3,88 11,7043.02 1,07+3,61 0,07+4,77
(o} - - -

8 4,3914,48 -3,40+4.03 0,80%4,34 2,52+4,02
[0} - -

9 1,43+4,55 3.54+4.27 0,42+3,53 1,42+3,83
(o}

12 3,87+4,61 0.47+3,69 4,14+2,75 3,38%£2,91

Fonte: Da autora

Nota: Valores expressos como média + SEM (One-way, seguido do pds-teste de Dunnet)
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7.1.2 Avaliacéo do peso da ninhada durante a lactacao

A andlise por ANOVA one-way demonstrou que ndo houve diferenca
significativa no peso da ninhada no 4°, 6°, 8°, 9° e 12° dia de lactacdo nas diferentes
doses de dipirona 100, 300 e 500 mg/kg/dia (Fs 3= 1,188 e p = 0,3281; F336= 1,712
e p=0,1819; F33= 2,261 e p = 0,0980; Fs36= 1,156 e p = 0,3399; F336 = 0,4326 e

p= 0,7309, respectivamente).

Tabela 2 — Peso (g) das ninhadas controle (Controle n=10), dipirona 100mg/kg/dia (Dipi 100 n= 10),
300mg/kg/dia (Dipi 300 n=10) e 500mg/kg/dia (Dipi 500 n=10) durante o periodo de

lactacéo.

Tratamento Controle Dipi 100 Dipi 300 Dipi 500
40 6,81+2.07 7.80+2,18 6,38+2,50 6,03+2,08
6° 15,19+4,75 15,84+2,89 15,03+3,33 12,45+3,17
8° 22,18+4,22 22,88+4,29 26,11+7,34 20,17+4,20
9o 25,00+4,05 27,254,227 25,65+6,63 23,21+4,22
12° 39,04+6,62 37,84+5,93 40,01+6,17 37,08+6,10

Fonte: Da autora
Nota: Valores expressos como média + SEM (One-way, seguido do pds-teste de Dunnet)

7.2 AVALIACAO DA INGESTAO LIQUIDA DIARIA DA MAE DURANTE A
LACTACAO

A analise por ANOVA one-way demonstrou que ndo houve diferenca
significativa na ingestao liquida diaria das maes no 4°, 6°, 8° e 9° dia de lactagdo nas
diferentes doses de dipirona 100, 300 e 500 mg/kg/dia (Fs,36 = 0,8723 e p = 0,4644;
Fss3s = 1,774 e p = 0,1696; Fs3 = 2,048 e p = 0,1244; F33 = 1,676 e p = 0,1893;

respectivamente).
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Tabela 3 — Ingestao liquida diaria (mL) das maes controle (Controle n=10), dipirona 100mg/kg/dia
(Dipi 100 n=10), 300mg/kg/dia (Dipi 300 n=10) e 500mg/kg/dia (Dipi 500 n=10) durante o
periodo de lactacéo.

Tratamento Controle Dipi-100 Dipi-300 Dipi-500
40 8,67x0,76 8,35x1,47 8,45x1,16 7,80+1,48
6° 7,47+0,55 7,47+1,60 7,30+1,44 6,35+1,26
8° 8,60+0,74 8,57+0,76 8,85+0,61 7,97+1,08
90 7,65+0,94 7,72+1,36 7,7611,24 6,72+1,09

Fonte: Da autora
Nota: Valores expressos como média + SEM (One-way, seguido do pés-teste de Dunnet)

7.3 AVALIACAO DA DO COMPORTAMENTO MATERNO DE CAMUNDONGOS
FEMEAS LACTANTES

A figura 6 mostra os parametros analisados em porcentagem do numero de
visualizacbes do comportamento materno em uma analise de 120 minutos de
filmagem no terceiro, sexto, nono e décimo segundo dia de lactacdo. A analise
estatistica foi realizada através da ANOVA one-way, seguida pelo poOs-teste de
Dunnet, a qual mostrou que houve diferenca significativa na reducédo dos parametros
de Sobre os filhotes - More (décimo segundo dia de lactacéo, na méae Dipi 300 Fz32=
3,680 e p<0,05) Self-grooming (terceiro dia de lactacdo, na méae Dipi 500 Fs32 =
3,066 e p<0,05) e Pup-grooming (terceiro dia de lactacdo, nas maes Dipi 100, Dipi
300 e Dipi 500 Fz32 = 14,66 e p<0,0001) quando comparados ao controle, como
demonstrado nos graficos G e H, respectivamente. Também houve uma diferenca
significativa no aumento do parametro de Sobre os filhotes — More (décimo segundo
dia de lactacdo, na mae Dipi 300 Fs332 = 3,680 e p<0,05) quando comparado ao

controle, como demonstrado nos graficos D.
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A analise dos parametros: Fora do ninho no 3° (Fsz32= 0,6086 e p = 0,6143),
6° (Fs32=0,1804 e p = 0,9089), 9° (F3,32= 2,005 e p = 0,1330) e 12° (F332=0,7085 e
p = 0,5541) dia de lactacdo; Agrupando no 3° (Fs32 = 2,073 e p = 0,1243), no 6°
(Fs32= 1,000 e p = 0,4055), 9° (Fs,32= 1,000 e p = 0,4055) e no 12° dia de lactacdo
nenhum camundongo fémea realizou o parametro de agrupando; Cifose-More no 3°
(F332=0,0482 e p = 0,9857), no 6° (Fs32=1,175 e p=0,3347), no 9° (F332=1,945 e
p = 0,1422) e no 12° dia de lactagéo (Fs32= 1,640 e p = 0,1995); Sobre os filhotes-
More no 3° (Fs32=0,0841 e p = 0,9682), no 6° (F332=0,8138 e p = 0,4957) e no 9°
(Fs32= 1,842 e p=0,1595); Cifose-Less no 3° (Fs32=0,8197 e p = 0,4926), 6° (F332=
2,000 e p =0,1337) e 9° (F332=0,4000 e p = 0,7539) e 12° dia de lactacéo (F332 =
1,000 e p = 0,4055); Sobre os filhotes-Less no 3° (F332= 0,4373 e p = 0,7278), 6°
(Fs32=1572 e p =0,2153) e 9° (F332=0,9271 e p = 0,4389) e 12° dia de lactacado
(Fs32=0,5440 e p = 0,6557); Self-grooming no 6° (F332=0,1701 e p = 0,9158), 9°
(F332=1,049 e p = 0,3845) e 12° dia de lactacdo (Fs;32= 10,1583 e p = 0,9235); Pup-
grooming no 6° (Fs32=0,6573 e p = 0,5844) e 9° dia de lactacéo (F332=0,4707 e p
= 0,7048); Carregando filhotes no 3° (Fss32 = 0,8719 e p = 0,4658), no 6° dia de
lactacdo nenhum camundongo fémea realizou o parametro de carregando o filhotes,
no 9° (Fs32= 1,000 e p = 0,4055) e 12° dia de lactacéo (Fs3,32= 1,000 e p = 0,4055);
Construcao do ninho no 3° (Fs32 = 1,690 e p = 0,1888), 6° (Fs32 = 0,9269 e p =
0,4390), 9° (Fs32 = 0,8062 e p = 0,4997) e 12° dia de lactacdo (Fs32= 1,676 e p =
0,1919) ndo apresentaram diferencas significativas quando comparado aos grupos

controles.
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Figura 6 — Avaliacdo em porcentagem dos pardmetros do comportamento materno dos camundongos fémeas lactantes controles, (Controle n=9) e de
camundongos fémeas dipirona nas doses de 100mg/kg/dia (Dipi 100 n=9), 300mg/kg/dia (Dipi 300 n=9) e 500mg/kg/dia (Dipi 500 n=9). Analise
em porcentagem no terceiro, sexto, nono e décimo segundo dia de lactagdo, graficos A-J, (A) Fora do ninho, (B) Agrupando, (C) Cifose-More,
(D) Sobre os filhotes-More, (E) Cifose-Less, (F) Sobre os filhotes-Less, (G) Self-grooming, (H) Pup-grooming, (I) Carregando filhotes, (J)
Construcédo do ninho.
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Fonte: Da autora

Nota: Valores expressos como média + SEM (ANOVA one-way, seguido de Dunnet). *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 quando comparados com 0 respectivo
controle.
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Também foi realizado a andlise de porcentagem total, de cada parametro nos
quatro dias de andlise.

A andlise estatistica foi realizada através da ANOVA one-way, seguida pelo
pés-teste de Dunnet, a qual mostrou que houve diferenca significativa na reducéo
dos parametros de Self-grooming (na méae Dipi 500 F332 = 2,870 e p = 0,0517) e
Pup-grooming (nas maes Dipi 100, Dipi 300 e Dipi 500 F332 = 5,949 e p<0,01)
quando comparados aos controles, como demonstrado nos graficos G e H,

respectivamente.



48

Figura 7 — Avaliagdo em porcentagem Total dos pardmetros de comportamento materno dos camundongos fémeas lactantes controles, (Controle n=9) e de
camundongos fémeas dipirona nas doses de 100mg/kg/dia (Dipi 100 n=9), 300mg/kg/dia (Dipi 300 n=9) e 500mg/kg/dia (Dipi 500 n= 9). Analise
em porcentagem total no terceiro, sexto, nono e décimo segundo dia de lactacdo, graficos A-J, (A) Fora do ninho, (B) Agrupando, (C) Cifose-

More, (D) Sobre os filhotes-More, (E) Cifose-Less, (F) Sobre os filhotes- Less, (G) Self-grooming, (H) Pup-grooming, (I) Carregando filhotes, (J)
Construcédo do ninho.
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Fonte: Da autora

Nota: Valores expressos como média + SEM (ANOVA one-way, seguido de Dunnet). * p<0,05; ** p<0,01; ***p<0,001 quando comparados aos controles
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Os parametros de % Total de Fora do ninho (Fs32 =1,265 e p = 0,3029);
Agrupando (Fzz32 = 1,155 e p = 0,3421); Cifose-More (Fs32 = 0,6019 e p = 0,6185);
Sobre os filhotes-More (Fz32= 1,829 e p = 0,1618); Cifose-Less (F332=0,9035e p =
0,4502); Sobre os filhotes-Less (Fs32 = 0,1140 e p = 0,9513); Carregando filhotes
(F332=0,9299 e p = 0,4376) e Construgcéo do ninho (F3,32= 1,966 e p = 0,1389) nao
apresentaram diferencas significativas quando comparado aos grupos controles.

7.4 DESEMPENHO COMPORTAMENTAL DOS CAMUNDONGOS FEMEAS
LACTANTES NO LABIRINTO EM CRUZ ELEVADO E NO CAMPO ABERTO

Abaixo se encontra o0s resultados da avaliacio do desempenho
comportamental dos camundongos fémeas lactantes nos testes de campo aberto e

labirinto em cruz elevado.

7.4.1 Campo aberto dos camundongos fémeas lactantes

A figura 8 demonstra o desempenho dos camundongos fémeas lactantes
controle em comparacdo com as diferentes doses de dipirona no campo aberto no
sétimo ou oitavo dia de lactacao.

Pode-se observar que os camundongos fémeas lactantes Dipi 500 quando
comparadas com o0s controles apresentaram diferencas significativas na reducéo
dos parametros de numero de entradas na Periferia (F333 = 2,941 e p<0,05), e na
somatoria do niumero de entradas no centro e periferia-Total (Fs,33 = 3,286 e p<0,05)
como demonstrado no gréafico A.

O numero de entradas no centro, grafico A, (Fs33 = 1,121 e p = 0,3549), o
namero de rearings, grafico B, (Fs.33=0,5665 e p = 0,6410) e Centro/Total, gréafico C,
(Fs33 = 0,7081 e p = 0,5541) n&do apresentaram diferencas significativas entre os

grupos experimentais.
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Figura 8 — Avaliagdo do desempenho comportamental de camundongos fémeas lactantes controles
(Controle n=8) e das doses de 100mg/kg/dia (Dipi 100 n=11), 300mg/kg/dia (Dipi 300
n=11) e 500mg/kg/dia (Dipi 500 n=9) no sétimo ou oitavo dia de lactacdo no aparato de
campo aberto. (A) Niumero de entradas no Total, Periferia e Centro, (B) Niamero de
rearings e (C) Centro/total.
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Fonte: Da autora
Nota: Valores expressos como média + SEM (ANOVA one-way, seguido de Dunnet). * p<0,05
quando comparado com controle.

7.4.2 Labirinto em cruz elevado dos camundongos fémeas lactantes

A figura 9 demonstra o desempenho dos camundongos fémeas lactantes
controles em comparacdo com os camundongos fémeas lactantes de diferentes
doses de dipirona no labirinto em cruz elevado no sétimo ou oitavo dia de lactacéo.

Pode-se observar que maes Dipi 500 quando comparadas com maes
Controles apresentaram diferencas significativas na reducdo do parametro de
namero de entradas nos bragos abertos, como demonstrado no grafico A
(F3,35=2,670 e p<0,05).
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O tempo de permanéncia nos bracos abertos (F33s = 1,031 e p = 0,3908) e
fechados (F3,35 = 0,5026 e p = 0,6830) e 0 niumero de entradas nos bracos fechados
(Fs3s = 0,4677 e p = 0,7067) ndo apresentaram diferencas significativas quando

comparado aos grupos controles, como observado nos graficos abaixo.

Figura 9 — Avaliagdo do desempenho comportamental de camundongos fémeas lactantes controles
(Controle n=8) e das doses de 100mg/kg/dia (Dipi 100 n=11), 300mg/kg/dia (Dipi 300
n=11) e 500mg/kg/dia (Dipi 500 n=9) no aparato de labirinto em cruz elevado no sétimo
ou oitavo dia de lactagdo. (A) Numero de entradas nos bragos abertos e nos bracos
fechados, (B) Tempo de permanéncia (s) nos bracos abertos e bragos fechados.
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Fonte: Da autora
Nota: Valores expressos como média + SEM (ANOVA one-way, seguido de Dunnet). * p<0,05
quando comparado com controle.

7.5 AVALIACAO DO DESENVOLVIMENTO DOS FILHOTES

Se encontra, logo abaixo, os resultados da avaliacdo do desenvolvimento
fisico e de reflexo dos filhotes machos e fémeas
7.5.1 Avaliacdo do desenvolvimento fisico e reflexo dos filhotes machos

A figura 10 demonstra o desenvolvimento fisico dos filhotes machos de mées

que fizeram uso Dipirona 500mg/kg durante oito dias na lactagdo em comparagao

com os filhotes machos de maes controles.
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Pode-se observar que os filhotes de mées que fizeram uso de dipirona
apresentaram um retardo no desenvolvimento fisico e de reflexo quando
comparados ao seu controle, apresentando diferencas significativas no aumento do
dia observado dos parametros de desdobramento das orelhas (DO) (p<0,05),
separacdo dos digitos dianteiros (SDD) (p<0,05), revestimento primario (RP)
(p<0,05) e abertura dos olhos (AO) (p<0,05) como demonstrado no gréfico A e
geotaxia negativa (GN) (p<0,01), agarramento das patas dianteiras (APD) (p<0,05),
reflexo de rooting (RR) (p<0,001) e resposta auditiva (RA) (p<0,05) como
demonstrados no gréfico B.

Os parametros de desenvolvimento fisico de separagdo dos digitos traseiros
(SDT) (p = 0,5175), erupcédo dos incisivos superiores (EIS) (p = 0,0530) e o
parametro de desenvolvimento reflexo de endireitamento de superficie (ES) (p =

0,5898) ndo apresentaram diferencas significativas quando comparados aos

controles.

Figura 10 — Avaliacdo do desenvolvimento fisico (DO: Desdobramento da orelha, SDD: Separacao
dos Digitos Dianteiros, SDT: Separagdo dos Digitos Traseiros, RP: Revestimento
Primario, EIS: Erupgéo dos Incisivos Superiores, Ell: Erupgdo dos Incisivos Inferiores e
AO: Abertura dos Olhos - Grafico A), e de reflexo (ES: Endireitamento de Superficie,
GN: Geotaxia Negativa, APD: Agarramento das Patas Dianteiras, RR: Reflexo de
Rooting e RA: Resposta Auditiva - Grafico B) dos filhotes machos de mées controles
(Controle n=18) e dos filhotes machos de maes dipirona de 500mg/kg/dia (Dipi 500
n=19) do segundo dia de lactag&o até o vigésimo dia de lactagao.
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Fonte: Da autora
Nota: Valores expressos como média + SEM (teste t). * p<0,05; ** p<0,01; ***p<0,001 quando

comparados com o respectivo controle.
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7.5.2 Avaliagdo do desenvolvimento fisico e reflexo dos filhotes fémeas

A figura 11 demonstra o desenvolvimento fisico dos filhotes fémeas de méaes
que fizeram uso Dipirona 500mg/kg durante oito dias na lactacdo em comparacao
com os filhotes fémeas de mées controles.

Pode-se observar que os filhotes fémeas de méaes que fizeram uso de
dipirona apresentaram um retardo no desenvolvimento fisico e de reflexo quando
comparados ao seu controle, apresentando diferencas significativas no aumento do
dia observado dos parametros de desdobramento das orelhas (DO) (p<0,05),
revestimento priméario (RP) (p<0,001) e abertura dos olhos (AO) (p<0,05) como
demonstrado no grafico A e geotaxia negativa (GN) (p<0,05), agarramento das patas
dianteiras (APD) (p<0,01), reflexo de rooting (RR) (p<0,001) e resposta auditiva (RA)
(p<0,05) como demonstrados no grafico B.

Os parametros de desenvolvimento fisico de separacdo das patas dianteiras
(SPD) (p = 0,2969), traseiras (SPT) (p = 0,8517), erupcéo dos incisivos superiores
(EIS) (p = 0,4246), inferiores (Ell) (p = 0,6743) e aparecimento dos mamilos (AM)
(p=0,0518) e o parametro de desenvolvimento reflexo de endireitamento de
superficie (ES) (p = 0,4358) ndo apresentaram diferencas significativas quando
comparados aos controles.
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Figura 11 — Avaliacdo do desenvolvimento fisico (DO: Desdobramento da orelha, SDD: Separacao
dos Digitos Dianteiros, SDT: Separagdo dos Digitos Traseiros, RP: Revestimento
Primario, EIS: Erupc¢éo dos Incisivos Superiores, Ell: Erupcao dos Incisivos Inferiores e
AO: Abertura dos Olhos - Gréafico A), e de reflexo (ES: Endireitamento de Superficie,
GN: Geotaxia Negativa, APD: Agarramento das Patas Dianteiras, RR: Reflexo de
Rooting e RA: Resposta Auditiva - Gréafico B) e dos filhotes fémeas de mées controle
(Controle n=18) e dos filhotes fémeas de mées que receberam dipirona de
500mg/kg/dia (Dipi 500 n=17) do segundo dia de lactacdo até o vigésimo dia de

lactacéo.
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Fonte: Da autora
Nota: Valores expressos como média + SEM (teste t).

comparado com o respectivo controle.

* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001 quando

7.5.3 Avaliagdo do desenvolvimento de crescimento dos filhotes machos e

fémeas

Se encontra abaixo, os resultados da avaliacdo do desenvolvimento de
crescimento do comprimento nasoanal, anogenital e o indice crescimento dos

filhotes machos e fémeas.

7.5.3.1 Comprimento Nasoanal

A figura 12 mostra as medidas do comprimento nasoanal dos filhotes machos

(gréfico A) e fémeas (grafico B) no vigésimo dia de lactagao.
A andlise através do teste “t” de Student demonstrou que n&o houve

diferencas significativas do comprimento nasoanal dos filhotes machos, como
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demonstrado no gréfico A (p = 0,1202) e nem das fémeas, gréfico B (p = 0,7784)
provindos de mées Dipi 500 quando comparadas aos respectivos controles.

Figura 12 — Avaliacdo do desenvolvimento do crescimento nasoanal dos filhotes machos controles
(Controle n=18) e dos filhotes provindos de mées dipirona na dose de 500mg/kg/dia (Dipi
500 n=19) no grafico A e a avaliacdo do desenvolvimento do crescimento nasoanal dos
filhotes fémeas controles (Controle n=18) e dos filhotes fémeas provindos de mées
dipirona na dose de 500mg/kg/dia (Dipi 500 n=17) no grafico B, no vigésimo dia de

lactacéo.
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Fonte: Da autora
Nota: Valores expressos como média + SEM (teste t).

7.5.3.2 Distancia Anogenital

A figura 13 mostra as medidas da distancia anogenital dos filhotes machos,
grafico A, e fémeas, gréafico B no vigésimo dia de lactacao.

A andlise através do teste “t” de Student demonstrou que n&o houve
diferencas significativas na distancia anogenital dos filhotes machos (p = 0,1144) e
nem das fémeas (p = 0,5323) provindos de mées Dipi 500 quando comparadas aos

respectivos controles.
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Figura 13 — Avaliac@o do desenvolvimento da distancia anogenital dos filhotes machos controles
(Controle n=18) e dos filhotes provindos de mées dipirona na dose de 500mg/kg/dia
(Dipi 500 n=19) no gréafico A e a avaliacdo do desenvolvimento do crescimento
anogenital do filhotes fémeas controles (Controle n=18) e dos filhotes fémeas provindos
de maes dipirona na dose de 500mg/kg/dia (Dipi 500 n=17) no gréfico B, no vigésimo
dia de lactacéao.
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Fonte: Da autora
Nota: Valores expressos como média + SEM (teste t).

7.5.3.3 indice de crescimento

A figura 14 mostra as medidas do indice de crescimento dos filhotes machos
(grafico A) e fémeas (grafico B) no vigésimo dia de lactacdo. Este indice sdo as
medidas da distancia anogenital de cada filhote dividida pelo comprimento nasoanal
de cada filhote.

A analise estatistica através do teste “t” de Student demonstrou que nao
houve diferencas significativas do indice de crescimento dos filhotes machos (p =
0,2308) e nem das fémeas (p = 0,4909) provindos de méaes Dipi 500 quando

comparadas aos respectivos controles.
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Figura 14 — Avaliagdo do desenvolvimento do indice de crescimento dos filhotes machos controles
(Controle n=18) e dos filhotes provindos de mées dipirona na dose de 500mg/kg/dia
(Dipi 500 n=19) no grafico A e a avaliacdo do desenvolvimento do indice de
crescimento dos filhotes fémeas controles (Controle n=18) e dos filhotes fémeas
provindos de mées dipirona na dose de 500mg/kg/dia (Dipi 500 n=17) grafico B, no
vigésimo dia de lactacao.
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Nota: Valores expressos como média + SEM (teste t).

7.6 AVALIACAO DO NUMERO DE VOCALIZACOES DOS FILHOTES MACHOS E
FEMEAS

A figura 15 demonstra a avaliagdo do numero de vocalizagdes dos filhotes
machos (grafico A) e fémeas (gréfico B) realizada no sétimo ou oitavo dia de
lactacéo.

A andlise estatistica foi realizada através da ANOVA one-way, seguida pelo
pos-teste de Dunnet e demonstrou que os filhotes machos advindos de maes que
receberam dipirona nas doses de 100mg/kg/dia e 500mg/kg/dia vocalizaram mais
gue os filhotes de maes controle, no 1° min (F32s = 7,111 e p<0,001) e no Total de
minutos (Fs2s = 0,0331 e p<0,05). No 2° min (Fs32s= 3,650 e p<0,05) apenas 0s
filhotes de maes Dipi 500 vocalizaram mais quando comparado ao controle. No 3°
min (Fs2s = 0,6279 e p = 0,6031) ndo houve diferenca significativa do nimero de
vocalizagbes emitidos pelos filhotes machos de mées que receberam diferentes
doses de dipirona quando comparado aos filhotes machos advindos de maes
controle, como demonstrado no grafico A.

Ja no grafico B, que representa os filhotes fémeas, péde-se observar que néo

houve diferenca significativa no namero de vocalizagbes emitidos pelos filhotes
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fémeas advindos de maes que receberam diferentes doses de dipirona no 1° min
(Fs2s = 1,179 e p = 0,3353), 2° min (Fs2s = 0,8643 e p = 0,4711), 3°min (Fsz2s =
0,9870 e p = 0,4131) e no total de minutos (Fs2s = 1,681 e p = 0,1936) quando

comparados aos filhotes de mées controle.

Figura 15 — Avaliacdo do numero de vocalizacdo dos filhotes machos e fémeas. No grafico A é a
avaliacdo das vocalizacbes dos filhotes machos Controles (Controle n=8) e filhotes
machos advindos de mées dipirona 100mg/kg/dia (n=8), 300 mg/kg/dia (n=8) e 500
mg/kg/dia (n=8), j& no grafico B é a avaliacdo das vocaliza¢des dos filhotes fémea
Controles (Controle n=8) e filhotes machos advindos de mées dipirona 100mg/kg/dia
(n=8), 300 mg/kg/dia (n=8) e 500 mg/kg/dia (n=8) no sétimo ou oitavo dia de lactacéo, e
no gréfico C é apresentado o nimero total de vocalizacdo de machos e fémeas.
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Fonte: Da autora
Nota: Valores foram expressos como média + SEM (ANOVA one-way, seguido de Dunnet). *p<0,05;
**p<0,001 quando comparados aos controles.
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7.7 DESEMPENHO DOS FILHOTES MACHOS ADOLESCENTES NO CAMPO
ABERTO E LABIRINTO EM CRUZ ELEVADO

Abaixo estdo os resultados da avaliacdo do desempenho comportamental dos
filnotes machos adolescentes nos testes de campo aberto e labirinto em cruz
elevado.

7.7.1 Campo aberto dos filhotes machos adolescentes

A figura 16, avaliacdo do desempenho comportamental dos filhotes machos
adolescentes no aparato de campo aberto, demonstrou que filhotes machos de
maes que receberam dipirona 500mg/kg/dia tiveram diferencas significativas na
reducdo do numero de entradas no centro (Fs2s = 2,989 e p<0,05), entradas na
periferia (Fs 28 = 3,271 e p<0,05), numero de rearings (Fs2s = 3,004 e p<0,05) e no
namero de entradas totais (Fs,2s = 4,604 e p<0,001) quando comparados aos filhotes
de mées controles, como demonstrado no gréfico A, B, C.

Os valores do centro/total (Fs2s = 0,8483 e p = 0,4792) n&o apresentaram
diferencas significativas quando comparados ao controle.
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Figura 16 — Avaliagdo do desempenho comportamental dos filhotes machos adolescentes de mées
controles (Controle n=6) e de mées que receberam doses de 100mg/kg/dia (Dipi 100
n=9), 300mg/kg/dia (Dipi 300 n=9) e 500mg/kg/dia (Dipi 500 n=8). (A) NUmero de
entradas Total, Periferia e Centro, (B) Numero de rearings e (C) Centro/total.
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Fonte: Da autora
Nota: Valores expressos como média + SEM (ANOVA one-way, seguido de Dunnet). *p<0,05;
**p<0,001 quando comparados aos controles.

7.7.2 Labirinto em cruz elevado dos filhotes machos adolescentes

A figura 17 mostra a avaliacdo do desempenho comportamental dos filhotes
machos adolescentes no aparato de labirinto em cruz elevado, demonstrando que
filhotes machos de maes que receberam dipirona 500mg/kg/dia tiveram alteracoes
significativas na reducédo do nimero de entradas nos bracos abertos (Fs331= 2,859 e
p<0,05) e no tempo de permanéncia (Fs31 = 3,863 e p<0,05) nos bragos abertos
guando comparados aos filhotes de maes controles, como demonstrado no gréafico A

e B, respectivamente.
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J& o numero de entradas nos bracos fechados (Fs;31 = 0,6908 e p = 0,5646)
ndo foram observadas alteracdes significativas, porém o tempo de permanéncia nos
bragos fechados (Fs,31= 4,622 e p<0,001) foi superior nos trés grupos experimentais,
Dipi 100 (p<0,001), Dipi 300 (p<0,05) e Dipi 500 (p<0,05), quando comparados aos

controles, gréafico B.

Figura 17 — Avaliacdo do desempenho comportamental de filhotes machos adolescentes de mées
controles (Controle n=8) e de mdaes que receberam dipirona nas doses de
100mg/kg/dia (Dipi 100 n=9), 300mg/kg/dia (Dipi 300 n=10) e 500mg/kg/dia (Dipi 500
n=9) no aparato de labirinto em cruz elevado. (A) Nimero de entradas nos bragos
abertos e fechados, (B) Tempo de permanéncia nos bracos abertos e fechados.
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Fonte: Da autora
Nota: Valores expressos como média + SEM em ANOVA one-way, seguido de Dunnet. *p<0,05;
**p<0,001 quando comparado com o grupo controle.

7.8 DESEMPENHO DOS FILHOTES FEMEAS ADOLESCENTES NO CAMPO
ABERTO E LABIRINTO EM CRUZ ELEVADO

Abaixo estéo os resultados da avaliacdo do desempenho comportamental dos
filhotes fémeas adolescentes nos testes de campo aberto e labirinto em cruz

elevado.
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7.8.1 Campo aberto dos filhotes fémeas adolescentes

A figura 18, avaliacdo do desempenho comportamental dos filhotes fémeas
adolescentes no aparato de campo aberto demonstrou que filhotes fémeas de mées
gue receberam dipirona 500mg/kg/dia entraram menos no centro (Fs32 = 2,760 e
p<0,05) quando comparados aos filhotes de méaes controles, como demonstrado no
gréafico A.

O numero de entradas na periferia (Fs32 = 1,481 e p = 0,2384), numero de
rearings (Fs32 = 1,452 e p<0,2461), numero total de entradas (centro + periferia)
(Fs32=1,920 e p = 0,1462) e centro/total (F332 = 0,2250 e p = 0,8783) nao foram
observados diferencas significativas quando comparados ao controle.

Figura 18 — Avaliacdo do desempenho comportamental dos filhotes fémeas adolescentes de méaes
controles (Controle n=9) e de méaes que receberam doses de 100mg/kg/dia (Dipi 100
n=10), 300mg/kg/dia (Dipi 300 n=9) e 500mg/kg/dia (Dipi 500 n=8) no aparato de

campo aberto. (A) Numero de entradas Total, Periferia e Centro, (B) Numero de
rearings e (C) Centro/total.
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Nota: Valores expressos como média + SEM (ANOVA one-way, seguido de Dunnet). *p<0,05
guando comparado com controle.
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7.8.2 Labirinto em cruz elevado dos filhotes fémeas adolescentes

A figura 19, avaliacdo do desempenho comportamental dos filhotes fémeas
adolescentes no aparato de labirinto em cruz elevado demonstrou que, filhotes
fémeas de maes que receberam dipirona 300mg/kg/dia entraram menos nos bracos
abertos (Fs20 = 3,404 e p<0,05), quando comparados aos filhotes de mées controles,
como demonstrado no grafico A. O tempo de permanéncia nos bracos abertos
(Fs29 = 5,695 e p<0,001) apresentou alteragbes significativas, podendo ser
observados que os trés grupos experimentais Dipi 100 (p<0,05), Dipi 300 (p<0,001)
e Dipi 500 (p<0,05), apresentaram um tempo de permanéncia menor quando
comparados com o controle (grafico B)

Ja o numero de entradas nos bracos fechados (F329= 1,099 e p = 0,3653) ndo
apresentaram diferencas significativas quando comparados ao controle (grafico A),
porém o tempo de permanéncia nos bracos fechados dos filhotes fémeas provindos
de maes que receberam dipirona de 100mg/kg/dia (p<0,05) e de 500mg/kg/dia

(p<0,05) apresentam um tempo maior quando comparados ao controle.

Figura 19 — Avaliacdo do desempenho comportamental dos filhotes fémeas adolescentes de mées
controles (Controle n=8) e de maes que receberam doses de 100mg/kg (Dipi 100 n=9),
300mg/kg (Dipi 300 n=9) e 500mg/kg (Dipi 500 n=8) no aparato de labirinto em cruz
elevado. (A) Numero de entradas nos bragos abertos e fechados, (B) Tempo de
permanéncia nos bracos abertos e fechados.
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Fonte: Da autora
Nota: Valores expressos como média + SEM (ANOVA one-way, seguido de Dunnet). *p<0,05;
**p<0,001 quando comparado com o controle.
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7.9 AVALIACAO DO DESEMPENHO COMPORTAMENTAL DOS FILHOTES
MACHOS E FEMEAS ADOLESCENTES NO TESTE DE ESCONDER
ESFERAS

Na figura 20, avaliacdo do desempenho comportamental dos filhotes machos
e fémeas adolescentes no teste de esconder esferas demonstrou que, filhotes
machos adolescentes advindos de maes que receberam dipirona nas doses de
300mg/kg/dia e 500mg/kg/dia esconderam numero superior de esferas (Fs2s = 3,888
e p<0,05, em ambos) quando comparado aos filhotes machos adolescente de maes
controle como pode ser visto no grafico A, ja os filhotes machos adolescentes
advindos de maes Dipi 100, ndo apresentaram diferenca significativa quando
comparados aos filhotes de mées controle.

Os filhotes fémeas advindos de maes que receberam dipirona na dose de
100mg/kg/dia, 300mg/kg/dia e 500mg/kg/dia, n&o apresentaram diferenca
significativa (Fs2s = 1,047 e p = 0,3889) quando comparados aos filhotes que vieram

de maes controle.

Figura 20 - Avaliacdo do desempenho comportamental dos filhotes machos (grafico A) adolescentes
advindos de mées controles (Controle n=7) e de mées que receberam dipirona nas
doses de 100mg/kg/dia (Dipi 100 n=8), 300mg/kg/dia (Dipi 300 n=7) e 500mg/kg/dia (Dipi
500 n=7) e filhotes fémeas (gréafico B) advindos de maes controles (Controle n=7) e de
maes que receberam dipirona nas doses de 100mg/kg/dia (Dipi 100 n=8), 300mg/kg/dia
(Dipi 300 n=7) e 500mg/kg/dia (Dipi 500 n=7) no teste de esconder as esferas.
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8 DISCUSSAO

O uso da dipirona sddica, pelos camundongos fémeas lactantes, durante oito
dias na lactacdo, ndo alterou a variagcdo do peso das maes, nem o peso das
ninhadas quando comparadas aos controles.

N&do foi encontrado na literatura estudos que utilizaram dipirona, ou
medicamentos da mesma classe, em camundongos lactantes via oral, porém foi
encontrado um trabalho de Malella et al. (2014), que tratou camundongos fémeas
durante o periodo gestacional com altas doses de drogas antireoidianas, PTU
(propiltiouracil) ou MMI (metimazol) por via oral, e ndo foi observado alteracdes no
peso das mdes e no peso fetal dos filhotes, demonstrando que €& possivel
administrar farmacos durante a gestacdo e nao haver alteragdes no peso das maes
e dos filhotes.

Dessa maneira, sugerimos que o resultado do nosso trabalho € positivo, pois
as alteracOes posteriores, que serdo descritas mais detalhadamente ao longo de
toda a discusséao, ndo tem relagdo com a avaliacdo dos pesos das mées e das
ninhadas durante a lactagao.

Com relacdo a ingestéo liquida diaria das maes durante o periodo lactacdo
nao apresentou diferencas significativas quando comparou as diferentes doses de
dipirona com as méaes consideradas controle (que ingeriram apenas agua).

N&o encontramos relatos na literatura sobre a ingestédo de dipirona sédica por
roedores no periodo lactacional, nem de drogas da mesma classe. Porém foi
encontrado estudo que avaliou as alteracbes comportamentais produzidas pela
administracdo da droga valproato de sddio (anticonvulsivante), durante a gestacéo e
lactacdo. Os autores observaram que o consumo médio diario do liquido de beber
dos camundongos tratados, ndo apresentou diferenca significativa quando
comparado ao respectivo controle, mesmo havendo posteriores alteragdes no
comportamento materno (CHAPMAN; CUTLER, 1987). Dessa maneira, como este
estudo e o nosso trabalho, pode-se observar que varias drogas administradas na
agua de beber pode néo alterar a ingesta dos animais.

No nosso trabalho pode-se sugerir que o resultado encontrado, nao influencia
nas alteracdes posteriormente obtidas, se tornando um aspecto positivo, pois a

aceitacdo dos camundongos fémeas lactantes em beber a dipirona incorporada a
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agua com diferentes doses, ndo se modifica quando se compara aos camundongos
que recebiam 4gua pura.

Em relacdo a avaliacdo do comportamento materno de camundongos fémeas
lactantes no terceiro, sexto, nono e décimo segundo dias de lactacdo (DL)
mostraram que, o tratamento com dipirona so6dica em camundongos fémeas
lactantes diminuiram os parametros de sobre os filhotes — More no décimo segundo
DL nas maes Dipi 300, self-grooming no terceito DL nas mé&es Dipi 500 e de pup-
groming no terceiro e décimo segundo DLs nas mées de Dipi 100, Dipi 300 e Dipi
500.

Até o presente momento, ndo ha na literatura trabalhos que avaliaram o uso
da dipirona sédica no CM. Porém € descrito, por autores, que outras drogas anti-
inflamatorias e analgésicas sdo capazes de alterar, de forma relevante, o cuidado
materno. Como o trabalho de Vilela e Giusti-Paiva (2011), o qual demonstrou que, a
administracdo de dexametasona 1mg/kg via intraperitoneal em ratas lactantes,
reduziu significativamente o CM, com prejuizo nos parametros de construcdo do
ninho, laténcia no tempo de recuperacdo do primeiro filhote, diminuicdo no tempo de
licking-pups, além do tempo de cifose e da porcentagem do comportamento materno
total. Neste mesmo trabalho, foi administrado o antagonista de receptores
canabindides, AM251, revertendo assim os efeitos provocados pela dexametazona
no cuidado da mée com a prole.

Complementando tais achados, outro estudo aponta que a administracao
central de agonistas de receptores canabindides em ratas lactantes nas doses de
10nm e 100nm, acarretou uma reducdo do comportamento materno, nos parametros
de construcdo do ninho, licking-pups e cifose quando comparado ao respectivo
controle (COSTA; VILELA; GIUSTI-PAIVA, 2013). Estes estudos sugerem que 0O
sistema endocanabindides podem modular as vias do comportamento materno.

Sabendo que o sistema endocanabindide esta envolvido nos efeitos da
dipirona (hipolocomocéo, analgesia e catalepsia) (CRUFLIN; VILELA; GIUSTI-
PAIVA, 2015), sugerimos que as alteracbes do comportamento materno,
encontradas no nosso trabalho, também podem estar relacionadas com tal sistema.

As maes que participaram da analise de materno também foram expostas aos
testes de campo aberto e de labirinto em cruz elevado.

O teste de campo aberto tornou-se um procedimento amplamente utilizado

para analisar a psicologia de varias espécies de animais (BELZUNG, 1999). Se
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tratando de roedores, alguns parametros sdo observados para determinar alteracoes
de locomocao e comportamentos preditivos de aumento ou reducdo de ansiedade.
Normalmente estes animais preferem andar perto das paredes do campo aberto
sendo denominado de comportamento tigmotatico, o inverso deste comportamento é
conhecido como efeito antigmotatico. Quando h&4 aumento no tempo ou no numero
de entradas centrais, bem como a relacdo Centro/Total ou ainda a diminuicdo do
tempo gasto para entrar no centro, pode-se sugerir comportamento preditivos de
reducado de ansiedade (PRUT; BELZUNG, 2003).

No nosso trabalho, a avaliacdo do desempenho comportamental dos
camundongos fémeas lactantes no campo aberto demonstrou que, maes Dipi 500
tiveram reducdo do numero de entradas na periferia e no total (periferia+centro),
guando comparados ao controle.

Nossos resultados demonstram assim uma perda de locomogédo nas méaes
que foram tratadas com a maior dose de dipirona (500mg/kg/dia).

Nossos dados corroboram com o trabalho de Crunfli, Vilela e Giusti-Paiva
(2015), no qual apresentaram diminuicdo da atividade locomotora em camundongos
machos que receberam tratamento com dipirona sodica (500mg/kg, via
intraperitoneal). Neste mesmo estudo, os resultados obtidos pela dipirona foram
revertidos quando realizaram um pré-tratamento com o antagonista de receptores
CB1, o AM251.

Ja o teste de labirinto em cruz elevado € um teste amplamente aceito para
testar comportamentos preditivos de aumento e reducdo de ansiedade (PELLOW et
al., 1985). Os roedores normalmente evitam espacos abertos e altos. Assim, quando
€ observado aumento do tempo gasto e das entradas nos bragos abertos sugere-se
um comportamento preditivo de reducdo de ansiedade. O teste também consegue
avaliar a atividade motora espontanea, com analises nos numeros totais de entradas
nos bragos (WALF; FRYE, 2007).

No nosso trabalho, a avaliacdo do desempenho comportamental dos
camundongos fémeas lactantes no labirinto em cruz elevado demonstrou que, maes
Dipi 500 tiveram reducdo do numero de entradas nos bracos abertos quando
comparados ao controle.

Embora o aparato de labirinto em cruz elevado nédo seja especifico para

verificar alteragbes de locomocéo, estes dados podem indicar que houve perda de
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locomogé&o, podendo ser confirmado com o teste de campo aberto mencionado
anteriormente.

Os testes de campo aberto e labirinto em cruz elevado foram realizados para
verificar a influéncia da dipirona sodica sobre a ansiolise maternal (comportamento
preditivo de ansiedade diminuida em roedores fémeas no periodo lactacional), isto
porque algumas drogas administradas durante a gestacdo e/ou lactagdo sao
capazes de alterar tal comportamento que € natural neste periodo. Como é
demonstrado no estudo de Vilela, Melo e Giusti-Paiva (2012) mostra que a
atenuacdo das respostas de ratas lactantes quando expostas aos aparatos de
campo aberto e labirinto em T elevado sao prejudicados por uma Unica dose de
dexametasona.

Ja em relacdo aos filhotes machos e fémeas provenientes de mées controle e
das que receberam dipirona, eles foram avaliados quanto ao desenvolvimento fisico
e de reflexos durante os vinte dias de vida.

Os resultados obtidos deste trabalho permitiram observar, um retardo no
desenvolvimento fisico e de reflexo dos filhotes machos e fémeas, de mées Dipi 500,
guando comparados aos respectivos controles.

A avaliagdo do desenvolvimento fisico dos filhotes machos, de maes que
receberam dipirona, apresentaram cinco parametros prejudicados (DO, SDD, RP,
Ell, AO), enquanto das fémeas foram apenas trés (DO, RP e AO). O prejuizo do
desenvolvimento de reflexo foram os mesmos para ambos, apresentando retardo
nos reflexos de GN, APD, RR e RA.

Até o presente momento, ndo encontramos relatos na literatura sobre, as
alteracbes causadas no desenvolvimento fisico e de reflexo dos filhotes,
provenientes de méaes que receberam dipirona sodica durante o periodo lactacional,
ou de drogas da mesma classe.

Uma explicacédo para os resultados encontrados seria que, a diminuicdo no
tempo de lambida, encontrado na analise de comportamento materno nas maes Dipi
500, afeta mais os machos que as fémeas, uma vez que, elas recebem naturalmente
menos lambidas que os machos (CHAMPAGNE et al.,, 2003; MOORE, 1995;
MOORE; MORELLI, 1979; MOORE e POWER, 1986).

Estudos sugerem que, intercorréncias sofridas pelos filhotes, no periodo
inicial da vida, tais como, as lambidas realizadas pela mé&e, podem gerar problemas

neuroenddcrinos, alteracdo da fungéo cognitiva e aumento da vulnerabilidade para o
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desenvolvimento de psicopatologias, além de prejuizos no comportamento
emocional da prole (AGID et al., 1999; BREIER et al., 1988; KAFFMAN; MEANEY,
2007; PECHTEL; PIZZAGALLI, 2011).

Dessa maneira, observou-se que 0s machos tiveram maior prejuizo no
desenvolvimento que as fémeas, provavelmente por necessitarem de maior cuidado
da mée. E que, as alterag6es no desenvolvimento fisico e de reflexo de ambos
podem ser resultantes das alteragcbes no comportamento materno, porém, deve ser
levado em consideracdo a possivel influéncia dos metabdlitos da dipirona,
excretados no leite durante a lactacéo.

Quanto a avaliacao do crescimento nasoanal, distancia anogenital e indice de
crescimento dos filhotes machos e fémeas no vigésimo dia de lactacdo, néo
apresentaram diferencas significativas quando comparados aos controles.

Como apresentado anteriormente, o0 peso da ninhada nao foi alterado e assim
também, o tamanho dos filhotes machos e fémeas néo se alteraram.

Tal resultado € positivo em nosso estudo, pois assim sugere-se que as
alteracbes no comportamento materno ndo foram capazes de influenciar os
parametros biométricos dos filhotes.

Em buscas realizadas recentemente, ndo foi encontrado estudos que
apresentassem a influéncia da dipirona sobre o crescimento dos filhotes. Porém, um
estudo de Kiss e colaboradores (2012), apresentaram um modelo de diabetes
desenvolvidos em ratos durante a gestacdo com o0 uso de estreptozotocina
(substancia que destréi as células beta das ilhotas pancreaticas) via subcutaneo, foi
capaz de alterar o comprimento nasoanal, distancia anogenital e o indice de
crescimento dos filhotes advindos de médes com modelo de diabetes, ao longo dos
dias. Dessa maneira, observamos drogas e até modelos que podem ser capazes de
alterar o crescimento dos filhotes. Porém a dipirona em nosso trabalho néo teve este
efeito.

Os filhotes machos e fémeas também foram expostos a analise do nimero
de vocalizacdes e foi possivel observar que os filhotes machos provenientes de
maes que receberam dipirona sodica nas doses de 100 e 500 mg/kg/dia tiveram um
aumento do namero de vocalizacdo quando comparado ao controle.

A USV normalmente ocorre em diversas situagées, como em mudancgas de
temperatura e em estimulos olfatérios e tateis, mas principalmente quando o0s
filhotes sdo isolados da mée e dos irmdos (OKON, 1970; ALLIN e BANKS, 1971;
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BRANCHI, SANTUCCI e ALLEVA, 2001). No entanto, as vocaliza¢des ultrassbnicas
sdo capazes de estimular comportamento materno, pois as chamadas geram na
mae respostas de cuidado e orientacdo para a recuperacao do filhote (FARREL e
ALBERTS, 2002).

Quando se tem 0 aumento do niumero de vocalizagbes, normalmente tende-
se a pensar em um comportamento preditivo de ansiedade dos filhotes, pois
pesquisas demonstraram que o numero de USV pode ser diminuido pelo uso de
ansioliticos compostos, mas também podem ser aumentados com substancias
ansiogénicas (GARDNER, 1985; INSEL; HILL; MAYOR, 1986).

O estudo de Trezza e colaboradores (2008), confirma o comportamento
preditivo de ansiedade nos filhotes que vocalizaram mais, pois neste trabalho foi
verificado que, a administracdo de doses baixas e moderadas de THC em ratas
durante a gestacao (a partir do décimo quinto dia de gestacéo) e na lactacdo (até o
nono dia de lactacdo) teve a capacidade de aumentar o numero de vocaliza¢des
ultrassbnicas emitidas durante a fase da infancia dos filhotes, havendo também uma
inibicdo da interacdo social e do comportamento de brincar na prole adolescente,
além da indug&o no comportamento preditivo de ansiedade na descendéncia adulta.

Assim, podemos sugerir com o resultado encontrado no nosso trabalho, que
os filhotes provenientes de maes que receberam dipirona, principalmente na dose de
500 mg/kg/dia, apresentaram um comportamento tipo ansioso. Este comportamento
também foi observado em outros testes realizados no periodo de adolescéncia,
como o teste de labirinto em cruz elevado e de esconder as esferas que serao
descritos com mais detalhes posteriormente.

Em referéncia a fase de adolescéncia dos filhotes machos e fémeas, eles
foram expostos aos testes de campo aberto, labirinto em cruz elevado e de esconder
as esferas.

A avaliagcdo comportamental dos filhotes machos adolescentes, no campo
aberto, demonstrou que filhotes de méaes Dipi 500 apresentaram diminuigcdo no
namero de entradas no centro, caracterizando um comportamento preditivo de
ansiedade, porém houve também uma reducdo de rearings, do nimero de entradas
na periferia e no total, 0 que sugere uma reducao de locomocao.

Para explicar os resultados obtidos, tem sido demonstrado que as variacdes

no numero de lambidas, dadas pelas méaes nos filhotes, sdo capazes de modificar
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circuitos neurais, que regulam respostas endodcrinas e comportamentais na vida
futura da prole (RUTHSCHILLING et al., 2012).

Assim podemos sugerir que, 0 comportamento materno alterado,
principalmente pelo parametro de lambidas, pode ter ocasionado disfuncdes
comportamentais nos filhotes machos.

J& a avaliacdo comportamental dos filhotes machos adolescentes no labirinto
em cruz elevado demonstrou que, houve diminuicdo no nimero de entradas e do
tempo de permanéncia nos bracos abertos pelos filhotes provindos de maes Dipi
500, podendo caracterizar como comportamento tipo ansioso, porém houve também,
aumento do tempo de permanéncia nos bragos fechados dos filhotes de maes Dipi
100, 300 e 500.

Embora o aparato de labirinto em cruz elevado ndo seja especifico para
verificar locomocgéao, estes dados podem indicar que todos os filhotes, advindos de
maes que receberam dipirona, apresentaram perda de locomocao, que foi
confirmado com o teste de campo aberto mencionado anteriormente.

Desse modo, os resultados obtidos podem estar associados com as
alteracbes do comportamento materno.

Até o momento, ndo foi encontrado na literatura, estudos que reportem sobre
os efeitos da dipirona sddica nos filhotes adolescentes. Porém, existe estudo de
Manduca e colaboradores (2014) que investigou o papel dos endocanabindides
anandamida (AEA) e 2-araquidonoilglicerol (2-AG) em processos sécio-emocionais
em ratos adolescentes e adultos. Os autores administraram a droga JZL195, que
inibe AEA e 2-AG em ratos e observaram o comportamento preditivo de ansiedade
destes na fase adolescente, quando expostos ao aparato de labirinto em cruz
elevado, além de obterem uma reversdo dos resultados apés a administracdo do
antagonista de receptores canabindides nos mesmos.

Dessa maneira, podemos observar que diferentes drogas aplicadas na
gestacdo e/ou lactacdo tem a capacidade de alterar, de diversas formas, o
comportamento dos filhotes.

Quanto a avaliagdo comportamental dos filhotes fémeas adolescentes, no
campo aberto, demonstrou que filhotes de maes Dipi 500 apresentaram diminui¢ao
no namero de entradas no centro, caracterizando um comportamento preditivo de

ansiedade.
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Como foi sugerido para os filhotes machos, tal resultado pode estar associado
as alteracbes do comportamento materno.

Até o presente momento, ndo foi encontrado na literatura, estudos que
apresentem os efeitos, especificamente, da dipirona sédica sobre o0 comportamento
de roedores adolescentes, porém j& existe estudo com outras drogas. Como €
demonstrado no trabalho de Sass e Wdrtwein (2012), que identificou comportamento
mais elevado de ansiedade no campo aberto quando ratos adolescentes foram
tratamentos com fluoxetina subcrdnica.

Dessa forma observamos que diferentes drogas tem a capacidade de alterar
0 comportamento dos animais adolescentes quando submetidos a aparatos
aversores.

Ja4 na avaliacdo do comportamento dos filhotes fémeas adolescentes no
labirinto em cruz elevado demonstrou que, houve diminuicdo no nimero de entradas
nos bracos abertos pelos filhotes provindos de méaes Dipi 300 e do tempo de
permanéncia nos bragos abertos dos filhotes de maes Dipi 100, 300 e 500, além do
aumento do tempo de permanéncia nos bracos fechados dos filhotes de maes Dipi
100 e 300.

Nossos resultados mostram que filhotes vindos de maes Dipi 100 e 300,
apresentam comportamento tipo ansioso, como também, os filhotes de mées Dipi
500, podendo ser confirmado no teste de campo aberto, descrito anteriormente.

Como ja sugerido em outros topicos, tais resultados podem estar associados
com as alteracdes do comportamento materno.

Estudo com outra droga, como a pesquisa de Fergunso e colaboradores
(2015), demonstrou que filhotes fémeas adultos, provenientes de maes que
receberam tratamento com metilfenitado durante a gravidez, exibiram
comportamento preditivo de ansiedade reduzida no teste de labirinto em cruz
elevado.

Dessa maneira, pode-se observar que além dos diversos fatores que alteram
o comportamento dos filhotes (droga utilizada e o periodo administrado), a fase da
vida que os filhotes foram expostos aos testes € muito relevante, pois filhotes
adolescentes respondem de forma diferente de filhotes adultos.

No estudo de Lynn e Brown (2010), o comportamento preditivo de ansiedade
em roedores foi analisado nas fases da adolescéncia e adulta, sem administracdo de

drogas ou exposicdo a estresse anterior. Os resultados obtidos foram que, ratos
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adolescentes exibiram comportamento preditivo de ansiedade aumentada quando
comparado aos adultos. Assim, tais autores, suportam a hipotese de que ratos
adolescentes tem uma resposta mais pronunciada a aparatos estressores do que
ratos adultos.

Na avaliagdo do desempenho comportamental dos filhotes machos e fémeas
adolescentes no teste de esconder as esferas, foi verificado que os filhotes machos
provenientes de maes que receberam dipirona na dose de 300 e 500mg/kg/dia
esconderam mais esferas quando comparados aos controles, enquanto os filhotes
fémeas ndo apresentaram diferencas significativas quando foram comparados ao
respectivo controle.

O teste de esconder as esferas € uma resposta defensiva gerada
naturalmente pelos roedores (DE BOER; KOOLHAAS, 2003), porém estudos iniciais
demonstraram a efetividade de tal teste quando usado para detectar agentes
ansioliticos como, inibidores da recaptacdo de serotonina e benzodiazepinicos,
sendo um efetivo modelo para a investigacdo do comportamento preditivo de
ansiedade (NJUNG’E; HANDLEY, 1991). Porém, ha trabalhos que sugerem
evidéncias associando na ativacdo de circuitos neurais responsaveis pelo
comportamento compulsivo quando o animal é exposto ao teste (THOMAS et al.,
2009). Assim, atualmente tal teste € proposto para o estudo de modelos animais na
investigacdo de respostas consecutivas envolvendo TOC (transtorno compulsivo
obsessivo) (KORFF; HARVEY, 2006 e THOMAS et al., 2009).

E importante salientarmos que em nosso trabalho, o teste de esconder
esferas foi focado para testar um quadro preditivo de ansiedade, e foi escolhido por
poder ser um “modelo hibrido”, ou seja, € sensivel a varios farmacos para tratar
ansiedade, depressdo e TOC (KALUEFF; WHEATON; MURPHY, 2007; KEDIA;
CHATTARJI, 2014).

Até o momento, ndo foi encontrado estudos que correlacionem os efeitos
comportamentais da prole adolescente apds a administracdo da dipirona em suas
progenitoras no periodo lactacional utilizando o teste de esconder as esferas.

Porém, estudo de Umathe, Manna e Jain (2011) demonstrou que os analogos
de endocanabinoides: agonista do receptor CB1 (anandamida), inibidor do
transporte de anandamida (AM404) e o inibidor de acido graxo de amida-hidrolase
foram capazes de diminuir, em baixas doses, o comportamento de esconder as

esferas quando comparado a fluoxetina utilizada clinicamente. Porém, em doses
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elevadas, os anédlogos de endocanabinbdides aumentaram o numero de esferas
escondidas, demonstrando assim a capacidade dos endocanabinoides serem
ansioliticos ou ansiogénicos dependendo da dose.

Em outro estudo, de Kedia e Chattarji (2014), os ratos foram expostos a um
estresse agudo de contencdo por um Unico episédio de duas horas e apds 10 dias
foram submetidos ao teste de esconder esferas. Os ratos que foram estressados
esconderam mais esferas que os ratos néo estressados, demonstrando a efetividade
do teste em estresse pds-traumatico.

Dessa maneira, podemos sugerir em nosso trabalho que o prejuizo gerado
pela falta de cuidado materno nos primeiros dias de vida, ndo descartando o efeito
adicional dos metabdlitos da dipirona sodica excretados no leite materno, foram
capazes de alterar significativamente o comportamento dos filhotes no periodo de
adolescéncia, podendo ser reafirmados em varios testes como, no de campo aberto,
labirinto em cruz elevado e de esconder esferas.

Além disso, mais estudos sdo necessarios para verificar o mecanismo de

acao da dipirona sobre as respostas comportamentais da mae e da prole.
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9 CONCLUSAO

Diante dos resultados obtidos até aqui, podemos concluir que, a dipirona
sodica utilizada durante a lactacdo reduziu pardmetros do CM, e que pode haver
relacio com um comportamento tipo ansioso apresentado pelos filhotes,

principalmente os machos, além de um retardo no desenvolvimento da prole.
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